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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencla y representaclén legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el caso. Ver expediente No. 06-051.744. Adjunto copla simple
Documento de cesidn del inventor al solicltante o a su causante.

Declaraclones.

Copla de la solicitud Internacional. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).

Traducclén de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaclones,
dibujos).

Copla del examen preliminar intemaclonal efectuado por la Autoridad Internaclonal de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar Internacional efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaclén de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bloldgico.

Arte final 12 x 12,

De ser el caso, Informacién sobre otras solldtudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo thular o su causante, relaclonadas parcial o totalmente con la Invencién de esta
solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la sollcitud Intermnacional.

Otros. Busqueda Intemaclonal

O KO O O0006E & EUOEER QO FHO

FIGURA CARACTERISTICA:

- B

\_ /

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE:_CARLOS R, OLARTE FIRMA:
C.C.

8td T.P._74.295

Instrucciones para el dlligenclamlento del presente formulario, ver reverso de esta pdgina.

— —




LISTA DE INVENTORES PCT/1B2005/003366.

i. DONGWAN YOO
111 Moss, Guelph,
Ontario N1G 4V4,

Canad4.

Nacionalidad: Canadiense.

2. CHANGHEE LEE
Unit # - 226,

78 College Avenue West,
Guelph, Ontario N1G 487 3,
Canada.

Nacionalidad: Coreana.

3. JAY GREGORY CALVERT
301 Henrietta Street, Kalamazoo,
Michigan 49001,

Estados Unidos de América
Nacionalidad: Estadounidense.
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en Inglés, al cuval para su identificacién se le
estampa el sello de Sergioc Andrés Rueda Iglesias, Traductor e
Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Ministerio de Justicia y del Derecho el 11 de febrero de 2002.

Traducci6én de las Autenticaciones Notariales y subsiguientes
correspondientes a un Poder otorgado por PFIZER PRODUCTS,
INC., a Carlos R. Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana Maria
Frieri y/o Juan Guillermo Moure Yy/o Natalia Castro,
documento este que viene en espafiol, se explica por si solo y
fue firmado por Grover F. Fuller, Jr. el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en inglés y en espafiol viene Certificacidén Notarial
mediante la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F.
Fuller, Jr, asi como la existencia legal de la compafiia.
Dicha certificacién notarial estd firmada por Susan Z.
Killian, Notaric Pablico de Nueva York, cuyc cargo expira el
4 de octubre de 2008, segin consta en su correspondiente
sello notarial.
Suscrito y jurado ante mi el 17 de noviembre de 2005.
(Fdo.) Susan 2. Killian
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ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK No. 467518

El suscrito, Norman Goodman, Escribano del Condado y del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provistc de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan 2. Killian, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificado de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Publico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario PuUblico o he comparado la
firma que aparece en el instrumento anexo con la que reposa
en los archivos de mi oficina, y creo en conciencia que la

misma es auténtica.

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufio y letra y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

{(Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Estado de Nueva York.
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APOSTILLA
(Convencién de Ia Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América

El presente documento piblico

2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actud en su calidad de: Escribano del Condado
4. Lleva el sello del Condado de Nueva York

Se certificé:

5. En Nueva York, Nueva York

6. El 22 de noviembre de 2005

7. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado) del
Estado de Nueva York

8. Bajo el Nimero NYC-10404952A

9. Aparece Sello del Estado de Nueva York

10. Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traducciétn fiel y completa efectuada por:

SHE:GIO ALDES I""ED?- I1GLESIAS

L8t
TRALULTUR £ THTEN: .nLnnruL
Sergio AnJLés Rued Igle51as FEEA, - mm:é:m“r - ESFARGL
I S 0 JON e 00 MR0 ) ERREIF § - 2002
c.c. 80.424.773 de Bogota e eI DE Silb LA Y Ut I-l.l'n'cll.!'.l
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- Apostille

{Convention da L3 Haya du 5 Oclobre 1981)

Country: United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

Lertified

At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005
by Special Deputy Secretary of State, State of New York

No. NYC-10404952A

Seal/Stamp 10. Signature

5m@;

James Bizzari
Special Deputy Secretary of State

04135505 RAL { REV: 20/E)



COLCMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney
The undersigned,

Poder

E! suscrito,

PFIZER PRODUCTS INC.,,

domiciled in

domiciliado en

Eastern Point Road, Groton, State of Connecticut 08340, United States of
America

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Ian Raisbeck and/or
Ana Maria Frieri and/or Juan Guillermo
Moure and/or Natalin Castro full and
sufficient Power of Attorney to file, prosecute,
obtain, defend snd enforce any and all of the
company’s Patents for Inventions, Utllity Models,
Layout-Designs (topographies) of Integrated
Circuits, Industrial Desipns, Trademarks,
Advertising Slogans, Trade Names, Commercial
Emblems, Geographical Indications, Protection of
Trade  Secrefs, Obtainer's  Certificates,
Copyrights, Ragistration of Domain Names,
Health Regisirations, or any other intellectual
property right in the Republic of Colombia, to
which end it empowers them to take. all steps
necessary before any administrative or judicial
authority of any class for the gbjects stated, to file
petitions, recourses, replies and oppositions, pay
taxes and annuities, request testimonies, receive
documents and securitiea, abandon' applications and
collect refunds. Sufficient power is hereby granted
to receive notifications on behsif of the Company, to
confer powers on those who are to represent the
company judicially and extrajudicially, to answer in
court in the matter of all claims and demends that
may be presented in connection with the objects
stated, giving them likewisc power o substitute these
presents and revoke such substitutions.

Signature/Firma:

Date/Fecha:

por medio del presentc otorga &2 Carlos R.
Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana
Maria Frieri y/o Juan Guillermo

Moure y/o Natalia Castro poder especial,
emplio y suficiente para presentar, tramitar,
obiener, defender y hacer respeter todas y
cualquicra de las Patentes de Invencidn, Modelos
de Utllldad, Esquemas de Trazados de
Circnitos Integrados, Diseflos Industriales,
Marcas, Lemas Comerciales, Nombres
Comerclales, Ensefias Comerclales,
Denominaciones de Origen, Protecelén de
Secretoa Empresarisles, . Certificados de
Obtentor, Derochos de Awutor, Registro de
Nombres de Dominlo, Registras Sanitarios, o
cualquier otro blen de propiedad Intelectual de
la compafila en ls Repiiblica de Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar tndos los pasos
necesarios ante cualquier sutoridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, recursos,
respuestas y oposiciones, pagar impuestoa y
anuelidades,  solicitar  testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir, Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de Is compefifa, otorger poderes 8
quicnes vayan s representar & la compafis judicial
y extmjudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dindoles
asimismo facultad pers sustituir el presento y
revocar dichas sustituciones.

PFIZ RODUCTS INC.,
By: %%W

Grover F. Fuller, Jr.
Vice President, Attomey-In- Fact

|7 Nowembor 06

City,Country/Ciudad,Pais: _Na;zm,. NY ush

World Trade Center - Torre A, Calle 100 No. 8A - 37, Piso 10, Bogotd D.C., Colambia
ffice @olareraishecd :

Tel +57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799,

ww.olarieraisbecic com



OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Notarial Certification
On this date,
The undersigned Notary Public certifies:
1. That

of legal age and domiciled in

Certificacién Notarial
En exta fecha,

el Notario Piiblico suscrito certifica:

1. Qu

e
Grover F. Fuller, Jr.

mayor de edad y domiciliado

Streot 150 Fast 42™ Street
City__ New York
State_ New York 100]17-5612 USA

signed the foregoing document.

2 That the grantor hes executed the foregoing
document as Vice Pregident, Attorney-In-Fact
of PFIZER PRODUCTS INC.

. 3. Tt PFIZER PRODUCTS INC,

having its principal place of buginess located in
Groton, State of Connecticut 06340,
United States of America

is duly inccrporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney is
graned are within the scope of its corporate
purposes.

4. That the gramor hes the autharity to executa the
Power of Attarney and that his/her representation ia
legal.

suscribié el documento que antecede.

2. Que el otorgante ha suscrito ¢l referido
documento en su caricter de

de

4. Que
con sede principal ubicada en

esti legalmente constimida, que tiene existencia
legal vigente y que los propdsitos par loa cusles
sc otorga el poder se encuentra dentro de loa que
comprenden su abjeto social.

4. Que el otorgante tiene la representacién para
suscribir el poder, y que ésta es legitime

NOTARY PUBLIC (Signature); %\w? J(.\\m

Pigina4de 5
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Sépase que Yo, STEPHEN DAVID FINN, de 31 Amersham Hill Drive Hight
Wycombe Buckinghamshire Reino Unido un Notario Publico debidamente

autorizado.

CERTIFICO UNICAMENTE QUE EL DOCUMENTO ANEXO AL PRESENTE
LLAMADO:

CESION, firmada por Jay Gregory CALVERT

Ha sido presentado ante mi en esta fecha por los Servicios Consulares de Blair
en nombre de su cliente PFIZER, y que los mencionados Servicios Consulares
de Blair Limitada, han representado ante mi como presentacion de dicho cliente
ha representado a ellos con base en un documento original con firmas

debidamente autenticas.

Firmado y sellado en 31 Amersham Hill Drive segin lo dicho anteriormente, el
dia de hoy 13 de abril de 2007.

[Firmado y sellado]

STEPHEN FINN
Notario Pablico



Apostilla
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais: Reino Unido de Gran Bretaria € Irlanda del Norte
2. Este documento puablico ha sido firmado por: Stephen David Finn
3. obrando en su condicién de Notario Pablico
4. lleva el sello/estampilla de dicho Notario Piblico
Certificado
S. en Londres 6. el 16 de abril de 2007
7. por: Secretario Principal de Estado de su Majestad para Asuntos
Extranjeros
8. No. H355094
9.  Sello / Estampilla 10. Firma: N. Donkor

[Sellado] [Firmado]

\¢
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PC32633A
CO-1
CESION

A cambio de una contraprestacion de valor, la cual me (nos) pagé PFIZER
PR DUCTS8 INC., una sociedad de responsabilidad limitada constituida y
existente bajo las leyes del Estado de Connecticut, Estados Unidos de América,
cuya direccion de correos es Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340,
Estados Unidos de Ameérica, por el presente le vendo y le cedo (le vendemos y le
cedemos) a la citada PFIZER PRODUCTS INC., la totalidad de mis (nuestros)
derechos, el titulo y el interés que tengo (tenemos) en mi (nuestro) invento de
una cierta mejora, nueva y util, del REPRODUCTOR PORCINO MUTANTE Y
EL VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO, en la medida en que esta cesién
concierna a la Republica de Colombia, tal y como se describe plenamente el
mismo en las especificaciones, y yo (nosotros) autorizo (autorizamos) y le
solicito (solicitamos) por el presente a la Oficina de Patentes de Colombia que le
expida dicha patente a la citada PFIZER PRODUCTS INC., de conformidad con

la presente cesion.
En fe de lo cual firmamos el presente el dia de hoy.

Kalamazoo, MI, 9 de noviembre de 2005 {(Fdo) Jay Gregory CALVERT
Lugar, fecha y firma - Jay Gregory CALVERT

¥
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BE IT KNOWN that I, STEPHEN DAVID FINN of 31 Amersham Hill Drive

High Wycombe Buckinghamshire United Kingdom a duly authorised Notary
Public

CERTIFY only that the document annexed hereto, namely:

ASSIGNMENT signed by Jay Gregory CALVERT.

has this day been presented to me by Blair Consular Services Limited on
behalf of their clients Pfizer Products Inc, and that the said Blair Consular
Services Limited have represented to me by such presentation that their said

client has represented to them that the annexed document is an authentic
original document.

SIGNED and sealed at 31 Amersham Hill Drive aforesaid on 13% April 2007.

Stephen Finn
Notary Public




APOSTILLE 6
{Hogue Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961) \

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND

. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ircland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Dretagne et d°Irlande du Nord

This public document / Lc présent acte public

4. Has been signed by Stephen David Finn

o éé signé par
J. Acting in the capacityof Notary Publlc

agissant en qualité de
4. DBearsthescolstamp ol The Sald Notary Public

cst revitu du sceaw/timbre de

Certified/Attesté

5. at London/A Londrcs 6. the/le 16 April 2007

7. by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commonwealth Affairs /
par le Secrétaire d"Etat Principal de Sz Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

8. Numbcr/sous No H355094

9. Stamp: 10. Signature: N. Donkor

For the Srevetwry of Sitin / Powr Iz Sexviiwive d 'Enst

If this document Iy to be used In a country which Is not party to the Hague Convention of § October
1961, it shonld be presented to the consular seetlon of the misslon representing that country. An
apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp on the document is
genuine. It does not mean that the contents of the document are carreet or that the Fareign &
Commaonwealth Office approves of the conlents.



PC32633A
CO-1

ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Polnt
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC.,, all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
useful Improvement in MUTANT PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY SYNDROME
VIRUS 350 far as the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and described in the specification,
and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the

said PFIZER PRODUCTS INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

Place, dac and signature - Dongwan YOO

Place, date and signaturc - Changhee LEE

éyazut?;m 'mmr., ngggos’ %Z&Q@"(_
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Sépase que Yo, STEPHEN DAVID FINN, de 31 Amersham Hill Drive Hight \(7‘
Wycombe Buckinghamshire Reino Unido un Notario Publico debidamente

autorizado.

CERTIFICO UNICAMENTE QUE EL DOCUMENTO ANEXO AL PRESENTE
LLAMADO:

CESION, firmada por Dongwan YOO y Changhee LEE

Ha sido presentado ante mi en esta fecha por los Servicios Consulares de Blair
en nombre de su cliente PFIZER, y que los mencionados Servicios Consulares
de Blair Limitada, han representado ante mi como presentacion de dicho cliente
ha representado a ellos con base en un documento original con firmas

debidamente autenticas.

Firmado y sellado en 31 Amersham Hill Drive segiun lo dicho anteriormente, el
dia de hoy 13 de abril de 2007.

[Firmado y sellado]

STEPHEN FINN
Notario Pablico



Apostilla
{Convencion de La Hava del S de octubre de 1961)

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE

1. Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
2. Este documento publico ha sido firmado por: Stephen David Finn
3. obrando en su condicion de Notario Pablico
4, lleva el sello/estampilla de dicho Notario Puablico
Certificado
5. en Londres 6. el 16 de abril de 2007
7. por: Secretario Principal de Estado de su Majestad para Asuntos
Extranjeros
8. No. H355093
9. Sello / Estampilla 10. Firma: N. Donkor
|Sellado] [Firmado]
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PC32633A
CO-1
CESION

A cambio de una contraprestacion de valor, la cual me (nos) pagé PFIZER
PRODUCTS INC., una sociedad de responsabilidad limitada constituida y
existente bajo las leyes del Estado de Connecticut, Estados Unidos de América,
cuya direccién de correos es Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340,
Estados Unidos de América, por el presente le vendo y le cedo (le vendemos y le
cedemos) a la citada PFIZER PRODUCTS INC,, la totalidad de mis (nuestros)
derechos, el titulo y el interés que tengo {tenemos) en mi (nuestro) invento de
una cierta mejora, nueva y util, del REPRODUCTOR PORCINO MUTANTE Y
EL VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO, en la medida en que esta cesion
concierna a la Republica de Colombia, tal y como se describe plenamente el
mismo en las especificaciones, y yo (nosotros) autorizo (autorizamos) y le
solicito (solicitamos) por el presente a la Oficina de Patentes de Colombia que le
expida dicha patente a la citada PFIZER PRODUCTS INC., de conformidad con

la presente cesion.

En fe de lo cual firmamos el presente el dia de hoy.

Guelph, Ontario, 18 de noviembre de 2005 (Fdo) Dongwan YOO
Lugar, fecha y firma - Dongwan YOO

Guelph, Canada, 18 de noviembre de 2005 (Fdo) Changhee LEE
Lugar, fecha y firma —-Changhee LEE



BE IT KNOWN that I, STEPHEN DAVID FINN of 31 Amersham Hill Drive

High Wycombe Buckinghamshire United Kingdom a duly authorised Notary
Public

CERTIFY only that the document annexed hereto, namely:

ASSIGNMENT signed by Dongwan YOO and Changhee LEE.

has this day been presented to me by Blair Consular Services Limited on
behalf of their clients Pfizer Products Inc, and that the said Blair Consular
Services Limited have represented to me by such presentation that their said
client has represented to them that the annexed document is an authentic
original document.

SIGNED and sealed at 31 Amersham Hill Drive aforesaid on 13% April 2007.

Stephén Finn
Notary Public

(sS3-



APOSTILLE \
{Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La 1iaye du 5 octobre 1961) rb
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom ol Greal Britain and Northern ireland
Pays: Royoume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord
This public document / Le présent acte public

2. Has been signed by Stephen David Finn
0 &té signé par

3. Acting in the capacityof Notary Public
agissant en qualité de

4. Bearsthescalfstampof  The Sald Notary Publle
est revitu du sceautimbere de

Certified/Attesté
5. at London/d Londres 6. thefle 16 April 2007

7. by Her Mujesty's Principal Scorctary of State for Foreign and Commonwealth AfTairs /
par le Secrétaire d"Elat Principal de Sa Mujesté aux Affaires Etrangires et du Commonweslth.

8. Numberfsous No H355093

9. Suamp: 10. Signaturc: N. Donkor
timbre:

For the Servorary of Siata / Pour o Secriipire d 'Ewst

If this document h to be used la & country which Ia not party to the Hague Conventlon of 5 October
1961, it sheuld be presented to the consular sectlon of the misslon represcnting that conntry. An
apostillo or legalisation certificate only confirms that the signature, seal or stamp on the document is
genuine. It does not mean that the contents of the documnent arne correct or thal the Foreign &
Commonwealth Office approves of the contents.



PC32633A 'Zﬁ
co-1 /[//V

ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corparation organized under the
lawsy of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC.,, all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
ugeful Improvement in MUTANT PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY SYNDROME
VIRUS 1o far as the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and described in the specification,
and I (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to issue said patent to the

said PFIZER PRODUCTS INC. in sccordance with this sssignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

Cueloh Onfavse N (2005 ovsgpuim S
Gl tegle, Mo 11 oyt

Place, date and signature - ]l.y GEgory CALVERT



zZ

(12) INTERNATIONAL APPLICAT] N PUBLISHED UNDER THE PATENT COOFERATION TREATY (PCT) /&

T R AR A R R (R N

Eeay
Al 1N
'ﬂ.} alima

(19) Warld Intellectual Property Organizsation

International Buresn :‘:‘J:l‘% 'C
(43) International Publication Date PT (10) International Publication Number
18 May 2006 (18.05.2006) WO 2006/051396 Al
{51) Internatlonal Paient Clagsification: ' Juy, Gregory {USAIS); Plizer Global Resemrch and De-
CI2N 15/40 (2006.01) CO7K 1418 (2006.01) velopment, 301 Henrietta Street, Kalamazoo, M1 49001
CI2N 7/04 (2006.01) AGIK 39/12 (2006.01) (US).
(21) International Application Numberz’ Tebor Road, Marris Plains, NJ 07950 (US).

PCTAB2005/003366  (81) Designated States (unlesx otherwise indicated, for every
kind of national proseciion available): AB, AG, AL, AM,
AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ,CA, CH,CN,
€0, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, BC, EE, BG, ES, FI,

{22) International Flling Date:
2 Novemnber 2005 (02.11.2005)

(25) Flling Language: English GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, I, IN, IS, I{'i KR,
. KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV,

(26) Publication Langnage: English LY, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA. NG, NL,
60/626,767 11 November 2004 (11.11.7004) US SK, SL, SM, SY, TJ, ™™, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US,

UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW,

(84) Desigoated Siaies (unlesr otherwine indicated, for every
kind of regional proteciion available): ARIPO (BW, GH,

(71) Applicant (for all designased States except US): PFIZER
PRODLUCTS INC. [US/US]; Eastern Point Road, Groton,

CT 06340 (US). GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, 5L, SZ, TZ, UG, ZM,
{(72) Inveniors; and ZW), Eorasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, T). TM),
(75) Inveniors/Applicants (for US only): YOO, Dongwen European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, BE, ES, F1,

[CA/CA]J; 111 Moss, Goelph, Omario NIG 4V4 (CA). FR, GB. GR, HU, IE, 1S, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT,

LEE, Changhee | KR/CA]; Unil #- 226, 7B College Av- RO, SE. 5], SK. TR), OAPI (BF, B1,CF, CG.C1.CM. GA,

enne West, Goelph, Oniario NIG 457 3 (CA). CALVERT, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG.

1Continued on next page}

(54) Titlke: MUTANT PORCINE REPRODUCTIVE AND RESPIRATORY SYNDROME VIRUS

2006/051396 A1 |HHE AR AT G0 50 A

o (57) Abstract: The present invention provides a genetically modified PRRS virns which has been modified such that the conservad
cyneine in the B protein has been deleted or changed 10 a non-cysteine residoe and polynocleotides that encode it. Vaccines com-
prising the genetically modified viros and polynucleotides are also provided.



-

| g%
WO 2006/051396 A1 _IENINREMNIENNOImEEN ;>

Published: For rwo-lener codes and other abbreviarions, refer 10 the "Guld-

—  with international search report ance Noias on Codes and Abbreviaiions® appearing as ihe begin-

= before 1he expiration of the time limis for amending the ning of each regular issue of the PCT Gagevia.
claims and 10 be republished in the evert of recsipt of .
omendments



15

17

WO 2006/051396 ' " _ PCT/IB2005/003366 %9
MUTANT PORCINE REPRODUCITVE AND RESPIRATORY
SYNDROME VIRUS
FIELD OF THE INVENTION

The present invention provides a genetically modified PRRS virus and polynuclectides
that encode i-t. Vaccines comprising the genetically modified virus and polynucleotides are also
S .

" Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is.characterized by sbortions,

. siillbinhs. and other reproductive problems in sows and gilts, as well as respiratory disease in

young pigs. The causative agent is the PRRS virus, a member of the family Arteriviridae and the
arder Nidovirales. Two distinct genotypes of the virus emerged nearly simultaneously in North
Americs and in Europe in the late 1980's. PRRS virus is now endemic in nearly all swine
producing countries, and is considered one of the most ei:ono:_xﬁcally important diseases affecting .

the global pork industry.

Currently, commercial vmnes against PRRS include modified llve and hlled
(inactivaied) vaccines. Killed vaccines have been criticized for failing to induce robust immunity
against heterologous strains of PRRS virus. Modified live vaccines are attenuated by serial
passage in cell culture until virulence is lost. Modified live vaccines elicit broader protection
than killed vaccines, but can suffer from a number of safety concerns including residual
virulence, spread to non-vaccinated pigs, and genetic reversion 10 virulence. Because of
antigenic changes that take place during the atienuation process, such vaccines can also lose some
ability to protect against virulent field strains of PRRS virus, There is a pressing need therefore .~ -
for new and improved modified live vaccines to protect against PRRS. L . '

RIEF DESCF 0 wi .
Figure 1. Cytopathic Effect (CPE) in MARC-145 cells at 4 days (left) and 5 days (right) post-
transfection using pmnlal cDNA clone pCMV-S-P129 (top) or mutant cDNA clone pCMV -
P129-B-C548 (bottom). ' -
Figure 2. Plaque morphology of parental P129 virus (top) and mutant P129-E-C54S virus
(bottom). Monclayers of MARC-145 cells were infected, covered with an agarose overlay,
incubated until plagues were apparent, and stainéd with neutral red to visualize the plaques. 'l'hc
mutant virus plaques are smaller, vjvilh more complete CPE in the centers.
Figure 3. Alignment of E protein from North American and European isolates of PRRS virus.
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BRIEF D E
SEQ ID NO: 1 Shuttle Plasmid PTB-Shuttle-PRRSV-3997 Primer Shuttle Forward
SEQ ID NO: 2 Shuttle Plasmid PTB-Shuttle-PRRSV-3997 Primer Shuttle Reverse
SEQIDNO: 3 Mutagenic Primers2b-C54s-Forward
SEQ ID NO: 4 Mutagenic Primers2b-C54s-Forward
SEQ ID NO: § E Protein of PRRSV P129
SEQ ID NO: 6 cDNA for E Proein PRRSV 129
SEQ ID NO: 7 Mutated ORF2b |
SEQ ID NO: 8 Peptide for Mutated ORF2b

SEQID NO:9,11,15,19,23,27 Varicus C54s Mutations — Nucleoltide sequences
SEQ ID NO: 10, 12, 16, 20, 24,28 Various C545 Mutations - Pepetides

‘SEQ ID NO: 13, 14,17, 18, 21, 22, 25, 26,29, 30 Forward (F) and Reverse (R) Mutagenic

Primers for C54s Mutations
SUMMARY OF THE INVENTION

The invention provides a genetically modified PRRS virus which has been modified such

that the conserved cysteine in the E protein has been deleted or changed to a non-cysteine residue.

.  The invention further provides a genetically modified PRRS virus which has been
modified such that the conserved cysteine in th|-= E protein has been deleted or changed to a non-
cysteine residue with the proviso that the non-cystcine residue is not tyrosine.

The subject invention further provides an infectious RNA molecule encoding the
genetically modified virus recited above

The subject invention further provides an isolated polynucleotide molecule comprisinga .
DNA sequence encoding an infectious RNA molecule recited above.

The invention also provides a biologically pure culture (i.e substantially free of other
viruses) of the viruses recited.

The subject invention further provides a viral vector comprising a DNA sequence
encoding an infectious RNA molecule encoding a genetically modified PRRS virus as recited
above.

The subject invention further provides a transfected host cell comprising any of the
forgoing viruses, infectious RNA molecules, isolated polynucleotides or viral vectors recited
above.

The sﬂbject invention further provides a vaccine for protecting a porcine animal from
infection by a PRRS virus, which vaccine comprises a genetically modified PRRS virus as recited

above; an infectious RNA molecule as recited above encoding the genetically modified PRRS
-2-
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virus; an isolated polynucleotide molecule recited above, (optionally-in the form of a plasmid),
encoding the genetically modified PRRS virus; or the above-recited viral vecior encoding the
genetically modified PRRS virus; in'an amount effective to produce immunoprotection against
infection by a PRRS virus; and a carrier acceptable for veterinary use, _

The subject invention further provides a method for protecting a porcine animal from
infection by a PRRS virus, which comprises vaccinating the animal with an amount of the above-
recited vaccine that is effective to produce immunoprotection sgainst infection by a PRRS virus.

The invention provides a method for making a genetically modified PRRS virus, which °
method comprises mutating the DNA sequence encoding an infectious RNA molecule which
encodes the PRRS virus as described sbove, an;'l expressing the genetic_aliy modified PRRS vi;ul
" using a suitable expression system. : :

A PRRS virus, either wild-type or genctically modified, can be expressed from an isolated
polynucleotide molecule using suitable expression systems generally known in the art, exllﬁplel
of which are described in this application. For example, the isolated polynucieotide molecule can
be in the form of & plasmid capable of expressing the encoded virus in a suitable host cell in vitro,

" as is described in further detail below.
Other features of the invention will be evident upon review.
DETAILEDD I OF I

We disclose herein a method of attenuating a virulent PRRS virus by mutating or deleting

a specific cysteine residue found in the E (or 2b) protein of the virus, an immunogenic
composition comprising said attenuated virus, and a method of protecting swine from PRRS by
vaccination with said i lmmunogcmc compositions. PRRS viruses that have been attenuated by
this method should retain the am:gemc characteristics of the virulent field strain and therefore
afford more potent protection than vaccines based on cell culture attenuated viruses.

Arteriviruses encode a small hydrophobic structural protein provisionally named the
envelope (E) protein. (Snijder, E. I, et al. (1999). Identification of a novel structural protein of

arteriviruses. Journal of Virology 73(8), 6335-6345). .

The function of the E protein is not known, but it is conserved in all arteriviruses. XKnockout
mutations in equine arteritis virus have shown that the E protein is essential for virus replication
in cell culture. Unlike the other structural proteins of the PRRS virus, which are each encoded by
a corresponding unique subgenomic RNA, the E protein and the GP2 protein shure a single
subgenomic RNA. ORF2b (which encodes E) is completely contained within the Jarger ORF2a
(which encodes GP2) and utilizes a different reading frame. Although the ATG initiation codon

of ORF2b is located downstream of ORF2a initiation codon, it is in a more favorable context for
-3-
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translation initiation and is probably the primary-product produced from this subgenomic RNA.
(Wu, W. H.,ct al. (2001). A 10-kDa structural protein of porcine reproductive and respiratory
syndrome virus encoded by ORF2b. Virology 287(1), 183-191)

North American genotype PRRS viruses gencrally contain two cysteine residues within
the amino acid sequence of their E proteins, at positions 49 and 54. Using an infections cDNA
clone of North American PRRS isolate P129, C49 and C54 were individually mutated to serine.
The resulting C49S mutation was viable. Similarly, the C54S mutation was also viable and
produced high yields of progeny virus from the infectious clone. The P129-E-C49S and P129-E- -
C54S virus was readily passaged and titrated on MARC cells. However, the P129-E-C548 virus
displayed altered plaque morphology (small, clear plaques) and accelerated cytopathic effect
(CPE). This mutation should lead to attenuation in the pig. '

European genotype PRRS viruses contain a single cysteine residue at position 51, which
-corresponds imcisely with C54 in North American PRRS virus when the E protein sequences are
aligned. We expect that elimination of C51 in European PRRSV E protein (by deletion or
substitution) will have an altered phenotype similar to P129-E-C54S in cell culture and will be
attenuated in pigs. (As noted below we designate the cysteine residue present in both North
American PRRS and European PRRS E proteins as a “conserved cysteine™) Viral mutations of
this type are valuable, either alone or in combination with other attenuating mutations, for
designing novel PRRS vaccines. '

DEFINITION

CPE is cytopathic effect.

The term PRRSV “E protein” or * ORF2b protein” as used herein is defined as a
polypeptide that is encoded by ORF2b of both the European and Amﬁican isolates of PRRS
virus. Unlike the other structural proteins of the PRRS virus, which are each encoded bya
corresponding unique subgenomic RNA, the E protein and the GP2 protein share a single
subgenomic RNA. ORF2b (which encodes E) is completely contained within the larger ORF2a
(which encodes GP2) and utilizes a different reading frame, Although the ATG initiation codon
of ORF2b is located downstream of ORF2a initiation codon, it is in a more favorable context for
translation initiation and is probably the primary product produced from this subgenomic RNA
(Wu et al., 2001).

The 1erm “European PRRS virus" refers 10 any strain of PRRS virus having the genetic
characteristics associated with the PRRS virus that was first isolated in Europe around 1991 (see,
¢.g., Wensvoort, G, et al. , 1991, Vet. Q. 13:121-130). "European PRRS virus” is also

sometimes referred to in the art as "Lelystid virus”.
-4- -



13

WO 2006/051396 PCT/IB2005/003366

o . 9

The term "genelically-nﬁdiﬂed“ as used herein and unless otherwise indicated, means
genetically mutated by human intervention.

The term “host cell capable of supporting PRRS virus replication™ means‘a cell lipe
that is capable of generating infectious PRRS when cither infected or transfected with s virus.or
polynucleotide of the invention. Such cells include porcine alveolar macrophage cells and
derivatives of porcine alveolar macrophage cells, MA-104 cells and derivatives of MA-104 cells,
MARC-145 cells and derivatives of MARC-145 cells. Especially preferred for the demonstrating
the small plaque phenotype of the invention are MARC-1435 cells. The term “host cell capable of
supporting PRRS virus replication” may also include cells within a live pig. .

The term "immune response” for purposes of this invention means the production of
antibodies and/or cells (such as T lymphocytes) that are directed against, or assist in the
decomposition or inhibition of, a particular antigenic epitope or particular anl.igenic epitopes. The -
phrases "an cffective immunoprotective response”, “immunoprotection”, and like terms, for
purposes of the present invention, mean an immune response that is directed against one or more
antigenic epitopes of a pathogen so as to protect against infection by the pathogen in a vaccinated
animal. For purposes of the present invention, protection against infection by a pathogen includes -
not only the absolute prevention of infection, but also any detectable reduction in the degree or
rate of infection by a pathogen, or any detectable reduction in the severity of the disease or any
symptom or condition resulting from infection by the pathogen in the vaccinated animal as
compared to an unvaccinated infecied animal. An effective immunoprotective m.sponse canbe -
induced in animals that have not previously been infected with the pathogen and/or are not
infected with the pathogen at the time of vaccination. An effective immunoprotective response

* can also be induced in an animal already infected with the pathogen at the time of vaccination.

The term “mutated” means the replacement of an amino acid for another or the
replacement of the coding nucleotide by another (¢.g. C for a T), i.e., a so-called "substitution”,
preferably in a way that the encoded amino acid is changed, or any other mutation such as
"deletion” or "insertion". The mutation is always carried out in the coding nucleotide sequence.

The term "North American PRRS virus” means any PRRS virus having genetic -
characteristics associated with a North American PRRS virus isolate, such s, but not limited to
the PRRS virus that was first isolated in the United States around the early 19?0'5 (sce, c.g.,
Collins, J. E., et al,, 1992, J. Vet. Diagn. Invest, 4:117-126); North American PRRS virus isolate
MN-1b (Kwang, J. et al., 1994 , J.Vet.Diagn.Invest. 6:293-296); the Quebec 1AF-exp91 strain of
PRRS (Mardassi, H. et al., 1995 , Arch.Virol. 140:1405-1418); and North American PRRS virus

isolate VR 2385 (Meng, X.-J et al., 1994 , J.Gen.Virol. 75:1795-1801). Genetic characteristics
-5-
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refer to genomic nucleotide sequence sil;ﬁlaﬁly.nnd amino acid sequence similarity shared by %0
North American PRRS virus strains. _ . '

The term ""open reading frame”, or "ORF", a8 used herein, means the minimal
nucleotide sequence required to encode a particular PRRS virus prolein without an intervening
stop codon. |

The terms "porcine™ and "swine” are used interchangeably herein and refer to any
animal that is a member of the family Svidee such as, for example, a pig. The term "PRRS
virus”, or “PRRSV”, as used herein, unless otherwise indicated, means any strain of cither the
North American or European PRRS viruses. _ '

As used herein, the term "PRRS" encompasses disease symptoms in swine caused by a
PRRS virus infection. Examples of such symptoms include, but are not limited to, abortion in
pregnant females, and slow growth, respiratory difficulties, loss of appetite, and mortality in
young pigs. As used herein, a PRRS virus that is "unable to produce PRRS" refers to a virus that
can infect a pig, but which, either does not produce any discase symptoms normally associated
with a PRRS infection in the pig, or produces such symptoms, but to a lesser degree, or produces
a fewer number of such symptoms, or both, as compared to a wild type virulent infection.

The term “transfected host cell” means practically any host cell such as is described in
US Patent 5.600.661 incorporated herein by reference, when transfected with PRRS virus RNA
can produce a first round of PRRS virions. If further productive infection is desired a *“host cell
capable of supporting PRRS virus replication” as defined below would be used. ' '

Polynucleotide molecules can be genetically mutated using recombinant techniques
known to those of ordinary skill in the art, including by site-directed mutagenesis, or by random
mutagenesis such as by exposure to chemical mutagens or to radiation, as known in the art. Said
mutations may be carried out by standard methods known in the art, .. E. site directed
mutagenesis (see e.g. Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2(nd)
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.) of an infectious copy as
described (e.g. Meulenberg et al., Adv. Exp. Med. Biol, 1998, 440:199-206).

. Accordingly, the subject invention further provides a method for making a genetically
modified North American PRRS virus, which method comprises mutating the DNA sequence
encoding an infectious RNA molecule which encodes the PRRS virus as described above, and
expressing the genetically modified PRRS virus using a suitable expression system. A genetically
modified PRRS virus can be expressed from an isolated polynucleotide molecule using sujtable
expression systems generally known in the art, examples of which are described in this

application. For example, the isolated polynucleotide molecule can be in the form of a plasmid
.-



o
capable of expressing the encoded virus in a suitable host cell in vitro, as is described in further
Examples of specific isotypes of E protein which-are currently known are the 73 amino

acid polypeptide of American PRRS as predicted by the sequence reported in-Genbank
Accession number U87392 (also known as VR2332) at genome positions 12,078-12,299, and as
predicted by the sequence in Genbank Accession number AF494042 (also known as P129) and
reported as protein AAM18560.1, and the 70 residue European PRRS E protein as predicied by
Genbank Accession number M96262 (also known as the Lelystad isolate) at genome positions -
11,801-12,013. o _

The North American PRRSYV E protein sequences are highly conserved and the reported

w 2006[0513.96 . PCT/IB2005/003366 9 \

" sequences have about 93% identity with each other, The North American and European PRRSV

E proteins are about 83% identical and share (among many other residues) a conserved cysteine

at residue 54 of the VR2332 and P129 E protein isolates and residue 51 of the Lelystad isolate E
protein. Figure 3 allows visualization of the cysteine which we have designlt;d asthe .
“conserved cysteine”, i.e. the cysteine conserved between European and American PRRS isolates.
The numbering of amino acids referenced above is according to the database entries mentioned.
In all other PRRS ijsolates, which might be numbered differently, identification of the proper
cysteine is readily achieved by identifying preserved characteristic amino acids in a PRRS strain
of interest and aligning it with a reference strain. It is an object of the present invention to
modify a PRRS virus or its encoding nucleic acids such that the conservative cysteine is
eliminated either by substitution, deletion or insertion such that it results in a small I-J]Iq'lle
phenotype. .

- Deletions or substitutions that eliminate the conserved cysicine are introduced by
modification of polynucleotides encoding viruses of the invention. In a preferred embodiment a
deletion or insertion comprises 1, 2, 3, 4 5, 6, 7, 8,9, or 10 amino acids tim result lin the
elimination of the conserved cysteine and in which said deletion or substitution results in small
plague phenotype in the resultant virus. A preferred embodiment would be a deletion or insertion - .
of 5 or less amino acids.

Amino acids can be classified according to physical properties and contribution to
secondary and tertiary protein structure. A conservative substitution is recogmzed intheartas a
substitution of one amino acid for another amino acid that has similar properties. Exemplary
conservative substitutions are set out in Table A (from WO 97/09433, page 10, published March
13, 1997 (PCT/GB96/02197, filed 9/6/96), immediately below. '

-1.
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| TABLE A - CONSERVATIVE SUBSTITUTIONS I ())M
SIDE CHAIN | o
CHARACTERISTIC AMINO ACID
Aliphatic
Non-polar - GAP
‘ ILYV
Polar - uncharged CSTM
NQ
Polar - charged DE
KR
Aromatic o HFWY
Other NQDE

A!text;aﬁvcly. conservative amino acids can be grouped as described in Lehninger,
[Biochemistry, Second Edition; Worth Publishers, Inc. NY:NY (1975), pp.71-77), as set out in

Table B, immediately below.
TABLE B - CONSERVATIVE SUBSTITUTIONS 11

SIDE CHAIN
' CHARACTERISTIC AMINO ACID

Non-polar (hydrophobic)
A. Aliphatic: ALIVP
B. Aromatic: FW
C. Sulfurcontaining: . M
D. Borderline: G
Uncharged-polar
A. Hydroxyl: STY
B. Amides: NQ
C. Sulthydryl: C
D. Borderline: G
Positively Charged (Basic): KRH
Negatively Charged (Acidic): DE

As still another alternative, exemplary conservative substitutions are set out in Table C,

immediately below.
-8-
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Recombinant DNA technology comprises extremely varied and powerful molecular
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TABLE C - CONSERVATIVE SUBSTITUTIONS III %}

Original Residue Exemplary Substitution
Ala (A) ' . -Val, Leu, Be

Arg (R) ' ~ Lys, Gln, Asn

Asn (N) Gln, His, Lys, Arg

Asp D) Glu '

Cys (©) Ser

Gln (Q) L Asn

Glu (E) . Asp

His (H) Asn, Gln, Lys, Arg

Oe (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe,

. Len (L) e, Val, Met, Ala, Phe

Lys (K) ' - Arg, Gln, Asn

Met (M) Leu, Phe, le

Phe (F) _ Leu, Val, Ile, Ala
"Pro (P) : Gly

Ser (S) Thr

Thr (T) Ser

Trp (W) Tyr

. Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser
Val (V) ’ e, Leu, Met, Phe, Ala

biology techniques aimed at modifying nucleic acids at the DNA leve) and makes it possiblé to

analyze and modify genomes at the molecular level. In this _
respect viruses such as the PRRS virus, because of the small'size of its-genome, is particularly
amenable to such manipulations. However, recombinant DNA leéhnology is not immediately
applicaf:le to nonretroviral RNA viruses because these viruses do not encompass a DNA .
intermediate step in their replication. For such viruses infectious cONA clones have to be
developed before recombinant DNA technology can be applied to their genome to generate
modified virus. Infectious clones can be derived through the construction of full-length
(genomic length) cDNA (here used in the broad sense of a DNA copy of RNA and not only in

the strict sense of 8 DNA copy of mRNA) of the virus under study after which an infectious
-9.
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transcript is synthesized in vivo in cells transfected with the full-length cDNA. Infectious, @‘1
transcripts can also be obtained by in vitro transcription from full-length or ligated partial-length
cDNA fragments that comprise the full viral genome. In all cases, the transcribed RNA carries

all the modifications that have been introduced to the cDNA and-can be used to further plssage

the thus modified virus. '

The preparation of an infectious clone of 2 European PRRS virus isolate, Lelystad virus,
is described in US Patent No. 6,268,199 Mculenberg et .al.. July 31, 2001, which is hereby fully
incorporated by reference. The preparation of an infectious cDNA clone of a North American
PRRS virus isolate designated P129 ig described in US Patent 6,500,662 Calvent et'al., December
31, 2002, which is hereby incorporated fully by reference. The sequénce of P129 cDNA is
disclosed in Genbank Accession Number AF494042 and in US Patent 6,500,662 Calvert et al.,
December 31, 2002. Our work below makes use of such an infectious clone which in the context
of a plasmid is expressed by the CMV immediate early promoter and has been designated
pCMV-S-P129 and is also disclosed within US Patent 6,500,662, Calvert et al., December 31,
2002. As described in US Patent 6,500,662 Calvert et al., December 31, 2002, other plasmids
and promoters are also suitable.

It is apparent that given the complete sequence of any open reading frame of interest and
the Jocation of an amino acid residue of interest one of ordinary skill need merely consult a codon
table to design changes at the particular position desired.

' TABLE D

Coding Sequence from E protein of P129 isolate

_ATCATCATA'ITTTI'GGCCATT'ITG'ITTGGC'I:TCACCB’!‘CGCC

M G S 1 Q S L F DX 1 G L
ATG GGG TCT ATA CAA AGC CTC TTC GAC AAA ATIT GGC CAG CTIT
F V D A F T E F L VvV § I Vv D
TTT GTG GAT GCT TTC ACG GAA TIT TTG GTG TCC ATT GTIT GAT
1 1 1 F L A1 L FGF T 1 A

G WLV V F C€C I R LV C S A
GGT-TGGC'I‘GG'IGGTCT'ITTGCATCAGATI'GGTTETCC‘GOG
vV F R A R P A1 H P E Q1L Q
G*ATTCCGTGCGCGCCCTGCCA'ITCAC-CCTGMCM'ITACHG

K I L °*
AAG ATC CTA TGA

-10-
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A table of amino acids and their representative abbreviations, symbols-and codons is set forth ﬁ
below in the following Table E. '

TABLEE ..
ino acid Abbrev, Symbol [ Codon(s)
Alanine Als A FCA GCC "[GOG  [GCu
Fysl:ill: Cys C pGC NGU.
Fsplnic ecid Asp D GAC [GAU
ﬁmmic scid Glu E [GAA G
anyldanino ] Phe F fuc ﬂ
Flyciu Gly G [GGA [GGC |GGG [GGU
Finidim His H [AC TAU
Fﬁleucine e 1 UA 'AUC Uy
Fynine Lys K_ 'AAG
Pncine Lea L A._IJUO_CIJA CUC [CuG cuu
cthionine Met M UG .
Asparagine Asn N AAC jaau
line Pro P CCA KCC KCG [cu L
Glutamine Gin Q AA [CAG
ginine R AGA WKGG CGA [KGC KGG [GU
erine Ser L] GC GU PCC CG
Threanine The T [CA PCC [pco {Acu
sline Val v GUA FUC GUG [GUU
ophan Tip w PGG f
Tyrosine Tw Y [UAC JUAU

As is well known in the art, codons constitute triplet sequences of nucleotides in mRNA |
and their comresponding cDNA molecules. Codons are characterized by the base uracil (U) when
present in 8 mMRNA molecule but are chamcle:ize:i by base thymidine (T) when present in i)NA.
A simple change in 2 codon for the same amino acid residue within a polynucleotide will not
change the sequence or structure of the e:;cbded polypeptide. It is apparent that when a phrase
-sming that a particular 3 nucleotide sequence “encode(s)” any particular amino acid, the
ordinarily skilled anisan would recognize that the table above provides a means of identifying the
particular nucleotides at issue. By way of example, if a particular three-nuclectide sequence
encodes cysteine the 1able above discloses that the two possible triplet sequences are UGC (TGC
if in DNA) and UGU (TGT if in DNA). Serine is encoded by AGC, AGU (AGT in DNA), UCA
(TCA in DNA) and UCC (TCC in DNA), UCG (TCG in DNA) and UCU (TCT in DNA). To
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|
change 1 cysteine to serine residue in an encoded protein one might replace & TGC or TGT triplet 7

with any of AGC, AGT, TCA, TCC, TCG or TCT in the encoding nucleic acid.
The construction of just such a mutant protein E polynucleotide sequence is demonstrated
in the fallowing by way of illustrative example.

EXAMPLE 1: CONSTRUCTION OF SHUTTLE PLASMID PTB-SHUTTLE-PRRSV-
: : - ' 3997
A shuttle plasmid was constructed in order to facilitate the introduction of specific modifications

to a full-length PRRS virus genomic cDNA clone. A 3,997 bp fragment, representing the extreme
3".end of the viral genome (nucleotide positions 11,504 to 15,416, including a 21 residve '
polyadenosine 1ail) and 84 bp of downstream vector sequences, was PCR—nmpliﬁe;l. The PCR
reaction included 5 ng of pPCMV-S-P129 plasmid DNA (US 6,500,662 B1), 300 ng of forward
primer P-shuttle-Fwd SEQ ID NO: 1 (5'-ACTCAGTCTAAGTGCTGGAAAGTTATG-3";
positions 11,504 to 11,530), 300 ng of reverse primer P-shuttle-Rev primers SEQ ID NO: 2 (5'-
ATCTTATCATGTCTGGATCCCCGCGGC-3": positions 15,500 to 15,475), 1 mM each of
dNTPs, Ix PCR buffer (10 mM KCl, 10 mM (NH.):SOq, 20 mM Tris-HCl (pH8.8),2mM~
MgS0s, 0.1% Triton X-100), and 2.5 U of Pfu DNA polymerase (Stratagenc) using the GeneAmp
PCR system 2400 (Perkin Elmer). The reaction was heated up for 5 min at 95°C and subjected to
35 cycles of amplification under the following conditions; denaturation at 95°C for 30 sec, pnmu
annealing at 55°C for 1 min, and extension a1 72°C for 3 min. The PCR product was cloned into
the pTrueBlue vector using the TrueBlue MicroCartridge™ PCR Cloning Kit XL (Genomics
One; Buffalo, New York) to create pTB-shuttle-PRRSV-3997.

EXAMPLE 2. - SUBSTITUTION OF CYSTEINE RESIDUE 54 IN PROTEIN E(bl; 2B)

TO GENERATE P129-E-C54S VIRUS
.- The E protein of PRRSV P129, which is encoded by ORF 2b, contains two cysteiné

residues st amino acid positions 49 and 54, sec SEQ ID NO: § MGSIQSLFDKIGQLFVDAFT
EFLVSIVDIIFLAILFGFTIAGWLVVFCIRLVCSAVFRARPAIHPEQLQKIL. The cDNA for
SEQ ID NO: 5 is SEQ 1D NO:6 ATGGGGTCTATACAAAGCCTCTTCGACAAAATTGGCC
AGCTTTTTGTGGATGCTTTCACGGAATTTTTGGTGTCCATTGTTGATATCATCATATTT
TTGGCCATTTTGTTTGGCTTCACCATCGCCGGTTGGCTGGTGGTCTTTTGCATCAGAT
TGGTTTGCTCCGCGGTATTCCGTGCGCGCCCTGCCATTCACCCTGAGCAATTACAGA
AGATCCTATGA
The cysteine residue at position 54 (nucleotide positions 12,221-12,223 in the P129 ge.'nom) was
replaced with serine using PCR-based site-directed mutagenesis. Shuttle plasmid pTB-shuttle-
PRRSV-3997 was used as template, with mutagenic primers 2b-C54S-Fwd SEQ ID NO: 3 (8-
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GCATCAGA']TGG’I'I‘AQCI’CCGCGGTA’ITCCG -3’: nucleotide posmons 12,207 10 12.238) Q)
and 2b-C54S-Rev SEQ ID NO: 4 (5’- CGGAATACCGCGGAGCTAACCAATCTGATGC -3
nucleotide positions 12,207 to 12,238). The.mutated codon is undeslined. PCR unplrﬁcaiions
were carried out using 5 ng of pYB-shuttle-PRRSV-3997 plasmid DNA, 300 ng each of the .
forward and reverse primers; 1 mM concentrations each of dCTP, dGTP, dATP, and dTTP, 1x
PCR buffer [10 mM KCl, 10 mM (NH,);SO4, 20 mM Tris-HCl (pH 8.8), 2 mM MgS0,, 0.1%
Triton X-100]; and 2.5 U of Pfu DNA polymerase (Stratagene). The samples were subjected to °
16 cycles of amplification under the following conditions: denaturation at 94°C for 30 s, primer
annealing at 55°C for 1 min, and primer extension at 68°C for 12 min 30 sec. Following PCR
cycling, the PCR-product was digested with 10 U of Dpnl to remove the methylated plasmid

" DNA template. E. coli XL1-Blue cells were transformed by heat shock with 4 pl of the PCR-Dpi

1 digested reaction containing the mutated plasmids and plated on an LB agar plate containing -
ampicillin. Colonies were randomly picked and cultivated ovemight. Plasmid DNA was prepared
using a QIAprep spin miniprep kit (Qiagen). The presence of desired mutations from cysteine to
serine (C548) was verified by nucleotide sequencing and the resulting plasmid was named pTB-
shuttle-E-C54S. The sequence of the mutated ORF2b is given in SEQ ID NO: 7 ATGGGGTCT
ATACAAAGCCTCTTCGACAAAATTGGCCAGCTTTTTGTGGATGCTTTCACGGAATTTT

TGGTGTCCATTGTTGATATCATCATATTITTITGGCCATITIGTITGGCTTCACCATCGCC - -

GGTTGGCTGGTGGTCTTITGCATCAGATTGGTTAGCTCCGCGGTATTCCGTGCGCGCC
CTGCCATTCACCCTGAGCAATTACAGAAGATCCTATGA, and the encoded peptide is
given in SEQ ID NO: 8 MGSIQSLFDXIGQLFVDAFTEFLVSIVDIIFLAILFGFTIAGWLVVF
CIRLVSSAVFRARPAIHPEQLQKIL. , .

Shuttle plasmid pTB-shuttle-E-C54S and the wild typé full-length genomic clone pCMV-
S§-P129 both contain unique Eco47 III and BsrG 1 sites (positions 285 and 1,192, and positions
11,785 and 12,692, respectively). Each plasmid was digested with Eco47 Il and BsrG L The 908"
bp Eco47 I -BsrG 1 fraglﬁent was gel-purified from pTB-shuttle-E-C548S, and the 17,984 bp
Eco47 11 -BsrG 1 fragment was -gel-puriﬁed from pCMV-5-P129. The two fragments were
ligated using T4 DNA ligase (Invitrogen) lo construct a C54S-modified full-length genomic
¢DNA clone. E. coli strain DHS-& was transformed with 10 pl of the ligation reaction. Bacterial
colonies were selected from LB plates containing ampicillin.and plasmid DNAs were prepared.
Based on Xma I digestion patterns, full-length clones were selecied. The selected clones were l
sequenced to confirm the presence of C54S modification in the full-length genomic cDNA <clone.
The resulting plasmid was designated pCMV-S-P129-E-C54S.

-13-
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MARC-145 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 8% fetal bovine serum (FBS; Gibco BRL), penicillin (100 U/ml), and
streptomycin (SO pg/ml) at 37°C with 5% CO,, Cells were seeded in 35 mm-diameter dishes and
grown to 70% confluency. The cells were transfected for 24 h with 2 ug of pCMV-S-P129-E-
C54S or parental pCMV-S-P129 plasmid DNA using Lipofectin (Invitrogen). The transfected
cells wese incubated at 37°C in DMEM supplemented with 8% FBS for 5 days. PRRSV-specific
cytopathic effect (CPE) was observed from 3 days post-transfection and further spread to
neighboring cells was seen by 5 days post-transfection. The specificity of CPE was confirmed by
immunofluorescence cell staining using a rabbit antiseram for nonstructural proteins nsp2 and
nsp3, and the N-specific MAb SDOW17. The culture supernatants from transfected cells were
harvested at 5 days post-transfection and designated ‘P129-E-C54S passage 1° (P1). The passage-

.1 virus was used to inoculate fresh MARC-145 cells and the S-day harvest was designated

‘passage-2' (P2). The ‘passage-3' virus was prepared in the same way as P2, Each viral passage
was stored in 1 ml aliquots at -80°C until use. Each passage of P129-E-CS54S virus was titrated by
plague assay, and the titers were determined to be 1.5x10%, 5x10°%, and 1x10* pfu/ml for passsges
1, 2, and 3, respectively. Wild type P129 virus was generated from pCMV-S-P129 and titrated in
parallel, yiclding titers of 1x10°, 1x10", and 5x10° pfu/ml for passages 1, 2, and 3 respectively.
The P129-E-C54S virus induced a distinct development of cytopathic effect (CPE)
showing slow onset of CPE appearance and displayed a small-plaque phenotype relative to the
P129 parental virus. Transfection of MARC-145 cells with either parental cDNA ¢lone PCMV-S-
P129 or mutant cDNA clone pCMV-S-P129-E-C548S resulted in visible foci of infected cells, and
CPE mediated by the P129-E-C54S virus were very similar in size, but slower in appearance to
that of the P129 parental virus by about day 4 post-transfection. However, the mutant virus
caused rapid and extensive CPE thereafier (by about 5 days post-transfection) with areas of dead
or detached cells within the foci, whereas the parental virus simply showed a modest increase in
the size of the foci during the same time period. The difference in CPE is illustrated in Figure 1.
Viral titers comresponded with this difference in CPE, with the mutant yielding more progeny
virus than the parent during the first two virus passages (but less in the third). The difference in
plaque morphology is shown in Figure 2. The P129-E-C348S virus produces plaques that are
smaller in diameter and different in morphology, relative to parental P129 plaques. The P129-E-
C454S plaques were more clear, due 1o cells in the center of the plaque dying and detaching
sooner and more completely than in.P129 plaques. Although there can be a number of biological
explanations for a small-plaque l;henotype. the observation of small plaques is direct evidence

that the P129-E-C54S virus is spreading from cell to cell more slowly than jts parent. This
-14-
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characteristic can be used in the current "iiwention to generaie an attenuated (less virulent) live 6 A
vaccine virus from a virulent parent virus.

Indecd there are numerous examples of viruses that produce small plaque phenotypes and
which are themselves attenuated in their natural hosts (Mathew et al., The extracellular domain of
vaccinia virus protein BSR affects plaque iphenotype. extracellular ehveloped virus release, and .
intracellular actin tail formation. Journal of Virology. 12(3):242§-38. (1998); Engelstad et al.,

The vaccinia virus 42-kDa envelope protein is required for the envelopment and egress of
extracellular viras and for virus virulence. Virology. 194¢2):627-37, (1993); Lewis etal., An
African swine fever virus ERV1-ALR homologue, 9GL, affects virion maturation and viral
growth in macrophages and viral virulence in swine. Joumal of Virology. 74(3):1275-85, (2000);

- Lee et al., Common E protein determinants for attenuation of glycosaminoglycan-binding

variants of Japanese encephalitis and West Nile viruses. Journal of Virology. 78(15):8271-80
(2004); Frampton et al., Contribution of gene products encoded within the unique short segment

of equine herpesvirus 1 to virulence in a murine model. Virus Research. 90(]-'2):287-3(_)1. (2002); - -
Lee, et al., Mechanism of virulence sttenuation of glyéosanﬁnoglycan-binding variants of

* Japanese encephalitis virus and Mumray Valley encephalitis virus. Journal of Virology.

76(10):4901-11, (2002); Butrapet ct al., Attenuation markers of a candidate dengue type 2
vaccine virus, strain 16681 (PDK-53), are defined by mutations in the 5°' noncoding region and
nonstructural proteins 1 and 3. Journal of, Virology, 74(7):3011-9, (2000)) The following
cxample, derived from US Patent Publication 2002/0012670, provides clear gui&ance for the
comparison of the virulent character of two different strains of PRRS vinuses.
EXAMPLE 3 REVERSION-RESISTANT MUTATIONS OF CYSTEINE RESIDUE S4
The C54S mutation described in example 2 is created by changing a single nucleotide in a
single codon, from TGC {cysteine) to AGC (serine). Although adequate for determining the-
phenotype of the mutation, one would predict that the resulting virus might revert to the parental
sequence (and parental phenotype) at a refatively high frequency due to random mutation and
natural selection. Preferred embodiments of the invention,.especially for vaccine purposes,
would contain multiple nucleotide substitutions and/or deletions, designed to minimize .the
probability of the residue at position 54 revesting to cysteine, and to minimize the probability of
other flanking residues (especially residues 51-57) mutating to become cysteines. Examination of
the genetic code reveals that cysteine is encoded by only two codons (TGT and TGC). Use of
codons that require two or three separate nucleotide mutation events to become cysteine codons
are preferred over those that require only one. Examples of such “reversion resistant” mutations

-15-
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are shown in Table F, and- are intended to be representative rather than limiting. Many other
cxamples of reversion resistant mutations may be envisioned by one of ordinary skill i the art.

.. Mutation C354S-2 (sec Table F) results in the same amino acid change as the CS4S
mutation, but the choice of serine codon is changed from AGC to TCG. Thus, two independent
nucleotide mutations are required to generate a cysteine codon and the probability of phenotypic

WO 2006051396 PCT/TB2005/003366

reversion is reduced relative to C54S. Mutation C54S-3 incorporates the same serine codon at
position 54, but also alters the codons for leucine 52 (ﬁt;m TTG 10 CTG), valine'53 (from GTT to
GTA), and serine 55 (from TCC to TCG). As a result, these three codons arc less likely to

mutate to cysteine codons and therefore less likely to functionally complement the abscoce of a |
cysteine residue at position 54. In the CS54-55AA mutation, C54 ‘and: SSS are both mutated to
encode alanine residues. Like serine, alanine possesses a small, uncharged side chain but lacks -

.cysteine’s capacity 10 form disulfide bonds or to interact with metal ions. Two of the four

possible alanine codons (GCG and GCA) are sufficiently different from cysteine codons that all
three nucleotide must be mutated in order to generate a cysteine codon. Therefore alanine
substitutions are a preferred way to further reduce the possibility .of phenotypic reversion.
Finally, in the CS54-55delA mutation, the codon for position 54 is deleted. In addition, serine S5

_is changed to alanine and the codons for leucine 52 and valine 53 are altered. Phenotypic’

reversion of such mutant viruses is predicted to be exceedingly rare.

When designing reversion resistant mutations, alternative codons can somectimes be
selected in such a way that restriction enzyme recognition sites are created or destroyed. Theie
differences can serve as convenient markers for distinguishing mutated from non-mutated
plasmids-and v:msel In the case of mulations C548-3, CS54-5SAA, and CS54-55delA (Table -
F), mutation of the S55 codon TCC to either TCG (scrine) or GCG (alanine) vesults in- the
destruction of a naturally occurring Sacll restriction site (CCGCGGQG).

Since ORF2b overlaps ORF2a (which encodes GP2 in a different reading frame), one must -
be cautious not to introduce termination.codons into ORF2a in the process of modifying codons
in ORF2b. In some cases, codon changes to ORF2b can alter the amino acid sequence encoded
by ORF2a. The effect of such changes on GP2 protein function can be difficult to predict and are
best determined empirically.

-16-
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' TABLE F
Designat | Nucleotide Sequence Amino Forward (F) and Reverss (R) Mutagenic
jon (genome positions 12,212- -| Acid Primers (genome positions 12,207-12,238 for
12,232 shown). Mutated | sequence | the first two primer pairs, genome positions
nuclectides are underlined. | (E protein | 12,203-12,242 for the remaining primer -
' residues pairs). Mutated nucleotides are underlined.
51-57).
Mutated
residves
are
underlined.
WT 'SEQ ID NO: 9 AGATTG {SEQID Not Applicable
(“wild- GTTTGCTCCGCGGTA | NO:10
type”, : RLVCSAV
parental)
| C548 SEQ ID NO: 11 SEQ ID SEQID NO: 13 !
AGATTGGTTAGCTCCG | NO: 12 F-GCATGAGATTGGTTAGCTCCGCGGT
CGGTA RLVSSAV | ATTCCG ) '
'l SEQ ID NO: 14
R-CGGMTACCGCGGAGCLAACCAA'I‘C
TCATGC
C548-2 SEQIDNO:15 SEQID SEQID NO: 17
. AGATTGGTTTCGTCCG | NO: 16 ° | F-GCATGAGATTGGTTTCGTOOGCGG
CGGTA RLVSSAV | TATTCCG
i SEQ ID NO: 18
R-CGGAATACCGCGGACGAAACCAAT
CTCATGC
C548-3 SEQIDNO:19. - SEQID SEQ ID NO: 21
AGACTGGTATCGTCGG | NO: 20 F-ﬂTrGCA'I’GAGAgl’GGTA'I’mTCﬁ
CGGTA RLVSSAV | GCGGTATTCOGTGCG
SEQ ID NO: 22
R-CGCACGGAATACGGCQGAQBAIAC
CAGTCTCATGCAAAA
CS54- SEQID NO: 23 SEQID SEQID NO: 25
SS5AA AGACTGGTGGCGGCE | NO:24 . F-'I'I'I'I'GCATGAGAQI’GGTG@QCQ
GCGGTA RLVAAA [ GCGGTATTCCGTGCG
v SEQ ID NO: 26
R-CGCACGGAATACCGCCGCCGCCA
CCAGTCTCATGCAAAA
CS54- SEQ 1D NQ: 27 SEQID SEQID NO: 29
55delA AGACTGGTG— NO: 28 FE-TTTTGCATGAGACTGGTGGCGGOGG
. GCGGCGGTA RLV-AAV | TATTCCGTGCG
{1 SEQ ID NO: 30

R-CGCACGGAATACOGCQGOCACCAGT
CTCATGCAAAA

-11-
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EXAMPLE 4 ESTABLISHMENT OF ATTENUATION _ q’V
At least 10 gilts per group are included in each trial, which are derived from a PRRSV-
free farm. . . ..
_ Animals are tested free of PRRS virus specific serum antibodies and negative for PRRSV.
All animals included in the trial are of the same source and breed: The allocation of the animals
to the groups is randomized.
Challenge is performed at day 90 of pregnancy with intranasal application of 1 ml PRRSV with °
10 * TCID 5o per nostril. There are at least three groups for each test setup: One group for P129
challenge; one test group for challenge with the possibly attenuated virus; and one strict control
group.
The study is deemed valid when the strict controls stay PRRSV-negative over the time course of
the study and at Jeast 25% less live healthy piglets are born in the P129 challenged gron
W to the strict controls: _
Attenuation, in other words less virulence, is defined as the statistical significant change of one or
more parameters determining reiaroducﬁve performance:
Significant reduction in at Jeast one of the following parameters for the 1est group (possibly -
attenuated virus) compared to the P129 jinfected group is preferred:
a.) frequency of stillborns
b.) abortion at or before day 112 of pregnancy
¢.) number of mummified piglets
d.) number of Jess lively and weak piglets
¢.) preweaning mortality .
Furthermore a significant increase in one of the following parameters for the test group compared
to the P129-infected group is preferred: '
f.) sumber of piglets weaned per sow
£.) number of live healthy piglets born per sow
' YACCINES
An atienuated strain ig valuable for the formulation of vaccines. The present vaccine is

effective if it protects a pig against infection by a PRRS virus. A vaccine protects a pig against
infection by a PRRS virus if, after administration of the vaccine to one or more unaffected pigs, a
subsequent challenge with a biologically pure virus isolate (e.g., VR 2385, VR 2386, P129 etc.)
results in a lessened severity of any gross or histopathological changes (e.g., lesions in the lung)
and/or of symptoms of the discase, as compared to those-changes or symptoms typically caused

by the isolate in similar gigs which are unprotected (i.e., relative 10 an appropriate coatrol). More
-18-
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particularly, the present vaccine may b:shown to be effective by administering the vaccine to one
or more suijtable pigs in need thereof, then afier an appropriate Jength of time (e.g., 4 weeks),
challenging with a large sample (10 ®? TCID () of a hiologically pure PRRSV isolate. A blood
sample is then drawn from the challenged pig after about one week, and an attempt to isolate the
virus from the blood sample is then performed (e.g.. see the virus isolation procedure exemplified
in Experiment VIII bé!ow). Isolation of high levels of the virus (similar to unvaccinated,
challenged control pigs) is an indication that the vaccine may not be effective. Failure to isolate
the vims. or isolation of a reduced amount of virus, is an indication that the vaccine may be
effective. _

Thus, the effectiveness of the present vaccine may be evaluated quam'ium'vely (e.,a .
decrease in the percentage of consolidated lung tissue as compared to an sppropriate control
group) or qualitatively (e.g., isolation of PRRSV from blood, detection of PRRSV antigen in s -
Jung, tonsil, or lymph node tissue sample by an immunoassay method). The iymptoms of the
porcine reproductive and respiratory discase may be evaluated quantitatively (é.g., temperature/
fever), semi-quantitatively (e.g., severity of respiratory distress [explained in detail below], or
qualitatively (e.g., the presence or abse'm:e of one or more sympioms or a reduction in severity of -
one or more symptoms, such as cyanosis, pneumonia, heart and/or brain lesions, ete.).

An unaffected pig is a pig which has either not been cxposed to a porcine reproductive
and respiratory disease infectious agent, or which has been exposed to a porcine reproductive and
respiratory disease infectious agent but is not showing symptoms of the disease. An affected pig
is one that shows symptoms of PRRS or from which PRRSYV can be isolated.

'Vaccines of the present invention can be formulated following accepled convention to
include acceplable carriers for animals, including humans (if applicable), such as standard
buffers, stabilizers, diluents, preservatives, and/or solubilizers, and can also be formulated to
facilitate sustained release. Diluents include water, saline, dextrose, ethanol, glycerol, and the
like. Additives for isotonicity include sodium chlaride, dextrose, mannitol, sorbitol, and lactose, |
among others. Stabilizers include albumin, among others. Other suitable vaccine vehicles and
additives, including those that are particularly usefu] in formulating modified live vaccines, are
known or will be apparent to those skilled in the art. See, e.g., Remington's Pharmaceutical
Science, 18th ed., 1990, Mack Publishing, which is incorporated herein by reference.

Vaccines of the present invention can further comprise one or more additional
imhmnomodulalo:y components such as, e.g., an adjuvant or cytokine, among others. Non-
limiting examples of adjuvants that can be used in the vaccine of the preseat invention include

the RIBI adjuvant system (Ribi Inc., Hamilton, Mont.), alumn, mineral gels such as aluminum
-19-
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hydrdxide gel, oil-in-water emulsions, water-in-oil emulsions such.as, e. g., Freund's complete k\q
and incomplete adjuvants, Block copolymer (CytRx, Atlanta Ga.), QS-21 (Cambridge Biotech -
Inc., Cambridge Mass.), SAF-M {Chiron, Emeryville Calif.), AMPHIGEN® adjuvant, saponin,
Quil A or other saponin fraction, monophospharyl lipid A, and Avridine lipid-amine adjuvant.
Non-limiting examples of oil-in-wgter emulsions useful in the vaccine of the invention include
modified SEAM62 and SEAM 1/2 formulations. Modified SEAMG62 is an oil-in-water emulsion
containing 5% (v/v) squalene (Sigma), 1% (v/v) SPAN®8S detergent (ICT Surfactants), 0. 7
(v/v) TWEEN® 80 detergent (IC] Surfactants), 2.5% (v/v) ethanol, 200 pg/ml Quil A, 100
[mgrig/ml cholesterol, and 0.5% (v/v) lecithin. Modified SEAM 172 is an oil-in-water emulsion
comprising 5% (v/v) squalene, 1% (v/v) SPAN® 85 detergent, 0.7% (v/v) Tween B0 detergent,
2.5% (v/v) ethanol, 100 pg/ml Quil A, and 50 pg/ml cholesterol. Other immunomodulatory

WO 2006051396

.agents that can be included in the vaccine include, ¢.g., one or more interleuking, interferons, or

. other known cytokines.

Vaccines of the present invention can optionally be formulated for sustained release of the
virus, infectious RNA molecule, plasmid, or viral vector of the present invention. Examples of: -
such sustained relcase formulations include virus, infectious RNA molecule, plasmid, or viral
vectar in combination with composites of biocompatible polymers, such as, e.g., poly(Jactic acid),
poly(lactic-co-glycolic acid), methylcellulose, hyaluronic acid, collagen and the like. The
structure, selection and use of degradable polymers in drug delivery vehicles have been reviewed
in scveral publications, including A. Domb et al., 1992, Polymers for Advanced Technologies 3:
279-292, which is incorporated herein by reference. Additional guidance in selecting and using
polymers in pharmaceutical formulations can be found in texts known in the art, for example M.
Chasin and R. Langer (eds), 1990, "Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems” in: - -

_ Dl"ugs and the Pharmaceutical Sciences, Vol. 45, M. Dekker, N.Y., which is also incorporated

herein by reference. Alternatively, or additionally, the virus, plasmid, or. viral vector can be

_microencapsulated to improve administration and efficacy. Methods for microencapsulating

antigens are well known in the an, and include techniques described, e.g., in U.S: Pat. No.
3,137,631; U.S. Pat. No. 3, 959,457; U.S. Pat. No. 4,205,060; U.S. Pat. No. 4,606,940; U.S, Pat.
No. 4,744,933; U.S. Pat. No. 5,132,117; and International Patent Publication WO 95/28227, all -
of which are incorporated herein by reference.

Liposomes can also be used to provide for the sustained release of virus, plasmid, or viral
vector, Details concerning how 10 make and use liposomal formulationscan be found 'in. among
other places, U.S. Pat. No. 4,016,100; U.S. Pat. No. 4,452,747; U.S. Pat. No. 4,921,706; US. Pat.



. 10

15

WO 2006/051396 t PCT/1B2005/003366 ?%B ‘A&
No. 4,927,637; U.S. Pat. No. 4,944,948; U.S. Pat. No. 5,008,050 and U.S. Pat. No. 5,009,956, all
of which are incorporated herein by reference. _ .
An effective amount of any of the above-described vaccines can be determined by '
conventional means, starting with a low dose of virus, plasmid or viral vector, and then
increasing the dosage while monit'oring the effects. An effective amount may be obtained after a
single administration of a vaccine or after multiple administrations of a vaccine. Known factors
can be taken into consideration when determining an optimal dose per animal. These inchide the

species, size, age and general condition of the animal, the presence of other drugs in the animal,

- -and-the like. The actual dosage is preferably-chosen-after consideration of the results from other

animal studies.
One method of detecting whether an adequate immune response has been achicved is to

determine seroconversion and antibody titer in the animal afier vaccination. The timing of
vaccination and the number of boosters, if any, will preferably be determined by a doctor or

_ veterinarian based on analysis of all relevant factors, some of which are described above,

The effective dose amount of virus, infections RNA molecule, plasmid,-or viral vector, of
the present invention can be determined using known techniques, taking into account factors that

. can be determined by one of ordinary skill in the art such as the weight of the animal to be _

vaccinated. The dose amount of virus of the present invention in a vaccine of the present
invention-preferably ranges from about 10! to about 10 * pfu (plaque forming units), more
preferebly from about 10 *to’‘sbout 10 * pfu, and most preferably from about 10 ®to about 10 7 pfu.
The dose amount of a plasmid of the present invention in a vaccine of the present invention
preferably ranges from about 0.1 pg to about 100 mg, more preferably fm;ia about 1pg to about
10 mg, even more preferably from about 10ug to about 1 mg. The dose amount of an infectious
RNA molecule of the present invention in a vaccine of the present invention preferably ranges
from about 0.1 to about 100 mg, more preferabiy from about 1 g to about 10 mg, even more -
preferably from about 10 pg to about 1 mg. The dose amount of a viral vector of the present
invention in a vaccine of the present invention preferably ranges from about 10 ! pfu to about 10 °
pfu, more preferably from about 10 ? pfu to about 10 * pfu, and even more preferably from sbout
10?10 about 10 " pfun. A suitable dosage size ranges from about 0.5 ml to about 10 ml, and more
preferably from about 1 ml to about 5 ml.

The present invention further provides s method of preparing a vaccine comprisinga
PRRS virus, infectious RNA molecule, plasmid, or viral vector described herein, which method
compriscs combining an effective amount of one of the PRRS virus, infectious RNA molecule,
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plasniid. or viral vector of the present invention, with a carsier acceptable for pharmaceutical aor “b
veterinary use. '

In addition the Jive attennated vaccine of the present invention-can be Mfwd as
described in US Patent 6,500,662 to encode a heterologous antigenic epitope whith is inserted
into the PRRS viral genome using known recombinant techniques. Antigenic epitopes useful as
hetcrologous antigenic epitopes for the present invention include antigenic epitopes from a swine
pathogen other than PRRS virus which include, but are not limited to, an antigenic epitope from a
swine pathogen selected from the group consisting of porcine parvovirus, porcipe circovirus, a

-porcinerotavirus; swine influenza; pseudorabies virus;-transmissible-gastroenteritis-virus, porcine -

respiratory coronavirus, classical swine fever virus, African swine fever virus,
encephalomyocarditis virus, porcine paramyxovirus, Actinobacillus pleuropneumoni, Bacillus

_anthraci, Bordetella bronchiseptica, Clostridium haemolyticum, Clostridium perfringens,

Clostridium tetani, Escherichia coli, Erysipelothdix rhusiopathiae, Haemophilus parasuis,
Leptospira spp., Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyorhinis, Pasteurella haemolytica,
Pasteurella multocida, Salmonella choleraesuis, Salmonella typhimurium, Streptococcus
equismilis, and. Sireplococcus suis. Nucleotide sequences encoding antigenic epitopes from the
aforementioned swine pathogens are known in the art and can be obtained from public.gene
databases such as GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Genbank/index _html) provided
by NCBL . J

Additional features and variations of the invention will be apparent 10 those skilled in the
art from the entirety of this application, including the detailed description, and all such features
are intended as aspects of the invention. Likewise, features of the invention described hereincan
be re-combined into additional embodiments that also are intended as aspects of the invention,
irrespective of whether the combination of features is specifically mentioned above as an aspect
or embodiment of the invention. Also, only such limitations that are described herein as critical
to the invention should be viewed as such; variations of the invention which have not been
described herein as critically limiting are intended as aspects of the invention. It will be clear.that
the invention may be practiced otherwise than as particularly described in the foregoing
description and examples,

Numerous modifications and variations of the present invention are possible in light of
the above teachings and, therefore, are within the scope of the invention.

The entire disclosure of all publications cited herein are hereby incorporated by reference.
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WHATIS CLAIMEDIS:- q(x
1. A composition comprising at Jeast one of the following:

a) a genetically modified PRRS virus which bas been modified such that the conserved cysicine

residue in the E protein has been mutated;

b) an infectious RNA molecule encoding the genetically modified PRRS virus of a.);

c) an isolated polynucleotide molecule compnsmg a DNA sequcnee encodmg the infectious RNA
molecule of b.).

WO 2006/051396 PCT/TB2005/003366

2:..:Ihe.c0mpositi_on.of.claim.l_\\d:euin.me.conmd cysteine is either. deleted or replaced witha—— .

non-cystcine residue.

3 The composition of claim 2 wherein the cysteine has been replaced with another non-cystelne
reudue, with the proviso that the residue is not tyrosine, :

4, The composition of claim 1 wherein the conserved cysteine has been replaced with serine or

conservative substitutions for serine.

5. The composition of claim ] wherein the conserved cysteine has been replaced with an amino
acid residue sclected from the group consisting of serine, threonine, methionine and tyrosine.

6. The composition of claim 1 wherein the conserved cysteine has been replaced with an amino
acid residue selected from the group consisting of serine, threonine and methionine.

7. The composition of claims 1-6 wherein the conserved cysteine mutation is made reversion-
resistant to minimize the probability of the residue at position 54 reverting to cysteine.

8. The composition of claim 1 wherein the PRRS virus is either a North American PRRS virus,
or an European PRRS virus.

9. The composition of claim 1 wherein the modification results in 8 small plague phenotype

virus.
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10. A vaccine for protecting a porcine animal from infection by a PRRS virus comprising the V\%
composition of any of claims 1-9 in an amount eifective to produce immunoprotection against .

infection by & PRRS virus; and a carrier acceptable for veterinary use.

11. A method for protecting a porcine animal from infection by a PRRS virus, which compnsel
vaccinating the animal with an amount of the vaccine of claim 10 that is effective {0 produce
immunoprotection against infection by a PRRS virus,

13--A-transfected host-ceH comprising-a-composition-according-to-any of-claims-+9:-

13. A method for making a genctically modified North American PRRS virus, which method

oompnses
a) mutating a DNA sequence encoding an infectious RNA molecule which encodes a PRRS
virus, to produce a genetically modified PRRS virus wherein the conserved cysteme inthe E

protein has been changed to a non-cysteine residue; and
b) introducing the genetically modified North American PRRS virus into a host cell capable of

supporting PRRS virus replication.

14. The method of claim 13 wherein the host cell capable of supporting PRRS replication is a
MARC-145 cell. .

15. The method of claim 13 wherein the host cell capable of supporting PRRS replication is
comprised within a live porcine animal.
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<110>»

«<120>
<130>

<150>
¢15?:

<160>
<170>
' <210>
<211>
<212>
<213>

400>

SEQUENCE LISTING

Ptizer INnc.
Yoo, Dongwan
Calvert, Jay @.
Les, Changhee

Mutant Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus

PCI263IA

60/626767
2004r11-11

ao
PatentIn version 3.3

1

27

DNA .

yorcine reproductive and respiratory syndrome virus

1

actcagtcta agtgctggaa agttatg

«210>
<211>
«<213>
«213>

«<400>

2
27

DRA
Porcine reproductive and respiratory syndrm-e virus

atcttatcat gtctggatce ccgoggc

<210>
211>
<2132>
<213>

3

3

DNA

Porcine reproductive and respiratory syndroﬁl virus

gcatcagstt ggttagctce geggtattce g

<210>
<211>
<212>
213>

4
3

DNA
porcine reproductive and respiratory syndrome virus

cggaataccg cggagctlac'caltctgntg c

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

«400>

5

73

PRT

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

PCT/TB2005/003366

27

27

al
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Mat Gly Ser Ile Gln Sexr Leu Phe Asp Lys Ile Gly Gln Leu Phe Val
1 5 10 15

Asp Ala Phe Thr Glu Phe Leu Val Ser Ile Val Asp Ils Ile Ile Phe
20 a5 30

Leu Ala Ile Leu Phe Gly Fhe Thr Ile Ala Gly Trp Leu Val Val Phe
as 40 45

Cys Ile Arg Leu Val Cys Ser Ala Val Fhe Arg Ala Arg Pro Ala Ile
50 55 . 60

His Pro Glu Gln Leu Gla Lys Ile Leu
.65 70

<210>» 6

=211> 222

<212> DNA

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 6
atggggtcta tacaaagcect cttcgacaaa attggccage ttttegtgga tgctttcacg 60

gaatttttgg tgtccattgt tgatatcatc atatttttgg ccatttigtt tggcttcace 120
. atcgecggtt ggotggtggt cttttgecate agattggttt gctocgecggt attocgtgeg 180
cgecoctgeca ttcaccctga goaattacag sagatcctat ga 222
«210>» 7

211> 222

<212> DNA

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 7
atggggtcta tacaaagcet cttegacaaa attggccage ttttegtgga tgctttcacg 60

gaatttttgy Egtccattgt tgatatcatc atatttttgg ccattttgtt tggettcace 120

atcgecggtt ggoctggtggt cttttgoate agattggtta gectcocgeggt attocgtgeg 189

cgcectgeea ttcacectga gcaattacag aagatcctat gs ' 223

<3210> 8 .

<211> 73 N
«212>» PRT

<213> Porcines reproductive and resgpiratory syndrome virus

<400> 8

Met Gly Ser Ile Gln Ser Leu Phe Asp Lys Ile Gly Gln Leu Phe Val
b} 5 10 15
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v
“

Asp Ala Fhe Thr Glu FPhe i.eu Val Ser Ile Val Asp Ile Ile XIla Phe
20 25 . 30

Leu Ala Ile Leu Phe Gly Phe Thr Ile Ala Gly Trp Leu Val Val FPhe
as 40 45

Cys Ile Arg Leu Val Ser Ser Ala Val Phe Arg Ala Arg Pro Ala Ile
50 55 60

His Pro Glu Gln Leu Gln Lys lle Leu
85 70

<210> 9
_«211> 21
<212 DRA
<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400 9

agattggttt gcteocgeggt a 21

<210> 10
<211> 7

212> PRT
<213>» Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 10

Arg Leu Val Cys Ser Ala Val
1 5

<210> 11
<211> 21

<212> DMA : .
<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 11

agattggtta gcteocgeggt a 21

<210>» 12
<211 %

<213a» PRT
<213>» Porcine reproductive and respiratory syndroms virus

<400 13

Arg Leu Val Sexr Ser Ala Val
b § S

<210>» 13
<211>» 31

«<212> DMA
<213> Porcine reproductive and resplratory syndrome vixus

36



WO 2006/051396 * PCT/IB2005/003366

<400> 13
gcatgagatt ggttagectce goggtattec g 31

<310> 14

211> 31

<213> DNHA .
<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 14
cggaataccg cggagctaac caatctcatg ¢ al

<210> -15

<21l1> 21

<212>» DHA .
<213> Porcine reproductive and respirstory syndrome virua

' «400> 15 .
agattggttt cgtccgeggt & 21

<210> 16

«<211> 7

<212> PRT

«213> Porcine reproductive and respirastcry syndroms virus

<400>» 16

Arg Leu Val Ser Ser Ala Val
P S

<210> 17

<311> 31

<213> DNEA

<313> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400>» 117
gcatgagatt ggtttogtec geggtattec g 3

210> 218

<311> 31

<212> DEA .

«<213> Pporcine reproductive and respiratory syndroms virus

<400> 18 .
cggaataccyg cggacgaaac caatctcatg c 3

<210 19

<211> 21

<2132> DRA

<213> Porcine reproductive and reepirstory eyndrome virus

<400> 19
agactggtat cgtcggeggt a 21

<210> 20

4/6
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&
-

211> 7
<212> PRT .
<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 20

Arg Leu Val Ser Ser Ala Val
1 L

210> 21

<4111> 239

<212> DHA

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 321
ttttgcatgas gactggtatc gtcggcggta ttocgtgeg . : 39

«3210> 22
<211> 39

<212> DRA
«313>» Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 23 .-
cgcacggaat accgccgacg ataccagtct catgcasaa 39

«210> 23
<211> 21°

<212> DHA
«213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 23 '
agactggtgg cggeggeagt a . 21

<210> 24
<211> 7

<212>» PRT
<213> - Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 24

Arg Leu Val Ala Ala Ala Val
1 5 .

<210>» 235

<211> 39

<213> DHNA

«<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 29
ttttgcatga gactggtggc ggcocggeggta ttecgtgeg . 39

<210>» 26

<211> 39

=212> DMA

<213> Porcine reproductive and .respiratory syndrome virus

6
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<400>»

cgecacggaat accgocgecg Teaccagtet cn!;gcnlll

<210>
<211>
<313>»
«<213>»

27

18 ,
DNA
Porcine reproductive and respiratory syndroms virus

a7

agactggtgg cggcggta

<210>
<211>»
<212>»
<213>

<400>

28

[

PRT .
Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

a8 ——

A'rg Leu Val Ala Ala Val

: |

<210>»
<211>»
<2123>
<213>

29

b 14

DRA .

Poxcine reproductive and respiratory syndrome virus

ttttgcatga gactggtage ggecggtatte cgtgeg

<210>»
<211>
<212>
<213>»

30

a6

DNA .

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

cgcacggaat accgccgcca ccagtctcat gcaasa

PCI/TB2005/003366
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PC32633A 1

VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTOR Y RESPIRATORIO PORCINO
MUTANTE

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un virus del PRRS genéticamente
modificado y polinucledtidos que lo codifican. También se proporcionan
vacunas que comprenden el virus y polinucledtidos genéticamente modificados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS) esta
caracterizado por abortos, mortinatos, y otros problemas - reproductores en
cerdas y cachorras, asl como enfermedad respiratoria en cerdos jovenes. El
agente causante es el virus del PRRS, un miembro de la familia Arteriviridae y
el orden Nidovirales. Dos distintos genotipos del virus emergieron casi
simultaneamente en América del Norte y en Europa a finales de los 80. El virus
del PRRS ahora es endémico en casi todos los palses productores de cerdos, y
se considera una de las enfermedades econémicamente més importantes que
afecta a la industria porcina mundial.

Actualmente, las vacunas comerciales frente a PRRS incluyen vacunas
vivas modificadas y muertas (inactivadas). Las vacunas muertas se han
criticado por fallar en inducir inmunidad resistente frente a cepas heterdlogas
de virus del PRRS. Las vacunas vivas modificadas estan atenuadas por pases
seriados en cultivo celular hasta que se pierde la virulencia. Las vacunas vivas
modificadas provocan proteccion mas amplia que las vacunas muertas, pero
pueden verse afectadas de varias preocupaciones de seguridad incluyendo

virulencia residual, propagacion a cerdos no vacunados, y reversion genérica a

b7
A
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virulencia. A causa de los cambios antigénicos que tienen lugar durante el
procedimiento de atenuacion, dichas vacunas también pueden perder algo de
la capacidad de proteger frente a cepas de campo virulentas de virus del
PRRS. Hay una necesidad urgente, por lo tanto, de nuevas y mejoradas
vacunas vivas modificadas para proteger frente al PRRS.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Efecto Citopético (CPE) en células MARC-145 a los 4 dlas (izquierda)
y 5 dias (derecha) después de la transfeccién usando el clon de ADNc parental
pCMV-S-P129 (parte superior) o el clon de ADNc mutante pCMV-S-P129-E-
C54S (parte de inferior).
Figura 2. Morfologla de placa del virus P129 parental (parte superior) y virus
P120-E-C54S mutante (parie inferior). Se infectaron monocapas de células
MARC-145, se cubrieron con un revestimiento de agarosa, se incubaron hasta
que las placas fueron evidentes, y se tifieron con rojo neutro para visualizar las
placas. Las placas del virus mutante son méas pequefias, con CPE mas
completos en los centros.
Figura 3. Alineamiento de la proteina E de aislados de América del Norte y
Europa de virus del PRRS.

BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS
SEC.ID.N°1 Cebador Lanzadera Directo del Pldsmido Lanzadera PTB-
Lanzadera-PRRSV-3997
SEC.ID.N° 2 Cebador Lanzadera Inverso del Plasmido Lanzadera PTB-
Lanzadera-PRRSV-3997
SEC.ID.N°3 Cebadores Mutagénicos 2b-C54-Directo
SEC.ID.N° 4 Cebadores Mutagénicos 2b-C54-Directo

Y
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SEC.ID.N°5 Proteina E de PRRSV P129
SEC.ID.N°6 ADNCc de la Proteina E de PRRSV 129
SEC.ID.N°7 ORF2b Mutado
SEC.ID.N° 8 Péptido para ORF2b Mutado

SEC.ID.N° 9, 11, 15, 19, 23, 27 Diversas Mutaciones C54 — Secuencias de
Nucleétidos
SEC.ID.N° 10, 12, 16, 20, 24, 28 Diversas Mutaciones C54 — Péptidos
SEC.ID.N° 13, 14, 17, 18, 21, 22, 25, 26, 29, 30 Cebadores Mutagénicos
Directo (F) e Inverso (R) para Mutaciones C54

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencién proporciona un virus del PRRS genéticamente modificado
que se ha modificado de tal modo que la cistelna conservada de la Proteina E
se ha delecionado o cambiado a un resto no de cistelna.

La invencién proporciona adicionalmente un virus del PRRS
genéricamente modificado que se ha modificado de tal modo que la cisteina
conservada de la Protelna E se ha delecionado o cambiado a un resto no de
cistelna con la condicién de que el resto no de cisteina no sea tirosina.

La presents invencién proporciona adicionalmente una molécula de ARN
infecciosa que codifica el virus genéticamente modificado mencionado
anteriorments.

La presente invencién proporciona adicionalments una molécula
polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de ADN que codifica
una molécula de ARN infecciosa mencionada anteriormente.

La invencibn también proporciona un cultivo blolégicamente puro (es

decir, sustancialmente libre de otros virus) de los virus mencionados.
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La presente invencion proporciona adicionalmente un vector viral que
comprende una secuencia de ADN que codifica una molécula de ARN
infecciosa que codifica un virus del PRRS genéticamente modificado como se
ha mencionado anteriormente.

La presente invencién proporciona adicionalmente una célula huésped
transfectada que comprende cualquiera de los virus, moléculas de ARN
infecciosas, polinucledtidos aislados o vectores virales anteriores mencionados
anteriormente.

La presente invencién proporciona adicionalmente una vacuna para
proteger a un animal porcino de infeccidn por un virus del PRRS,
comprendiendo dicha vacuna un virus del PRRS genéticamente modificado
como se ha mencionado anteriormente; una molécula de ARN infecciosa como
8se ha mencionado anteriormente que codifica el virus del PRRS genéticamente
modificado; una molécula polinucleotidica aislada (opcionalmente en forma de
un plasmido), que codifica el virus del PRRS genéticamente modificado; o el
vector viral mencionado anteriormente que codifica el virus del PRRS
genéticamente modificado; en una cantidad eficaz pama producir
inmunoproteccién frente a infeccién por un virus del PRRS; y un vehiculo
aceptable para uso veterinario.

La presente invencién proporciona adicionalmente un procedimiento
para proteger a un animal porcino de infeccién por un virus del PRRS, que
comprende vacunar al animal con una cantidad de la vacuna mencionada
anteriormente que es eficaz para producir inmunoproteccién frente a infeccién
por un virus del PRRS.

La invencién proporciona un procedimiento para fabricar un virus del



10

15

20

25

L& @

PRRS genéticamente modificado, comprendiendo dicho procedimiento mutar la
secuencia de ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa que codifica el
virus del PRRS como se ha descrito anteriormente, y expresar el virus del
PRRS genéticamente modificado usando un sistema de expresién adecuado.

Un virus de PRRS, de tipo silvestre o genéticamente modificado, puede
expresarse a partir de una molécula polinucleotidica aislada usando sistemas
de expresién adecuados generalmente conocidos en la técnica, ejemplos de
los cuales se describen en esta solicitud. Por éjemplo. la molécula
polinucleotidica aislada puede estar en forma de un plasmido capaz de
expresar el virus codificado en una célula huésped adecuada in vitro, como se
describe con mas detalle a continuacion.

Otras caracteristicas de la invencién seran evidentes después del
andlisis.

DESCRIPCION NDETALLADA DE LA INVENCION

En este documento se describe un procedimiento para atenuar un virus
del PRRS virulento mutando o delecionando un resto de cisteina especifico
encontrado en |la proteina E {0 2b) del virus, una composicién inmunogénica
que comprende dicho virus atenuado, y un procedimiento para proteger a los
cerdos del PRRS por vacunacion con dichas composiciones inmunogénicas.
Los virus del PRRS que se han atenuado por este procedimiento deben
mantener las caracteristicas antigénicas de la cepa de campo virulenta y, por lo
tanto, producen proteccibn mas potente que las vacunas basadas en virus
atenuados por cultivo celular.

Los Arterivirus codifican una pequefia protelna estructural hidréfoba
llamada provisionalmente la protelna de envuelta (E). (Snijder, E. J., y col.
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(1999). Identification of a novel structural protein of arteriviruses. Joumal of
Virology 73(8), 6335-6345). La funcion de la proteina E no es conocida, pero
estd conservada en todos lo arterivirus. Las mutaciones knockout en el virus de
la arteritis equina han demostrado que la protelna E es esencial para la
replicacién del virus en cultivo celular. A diferencia de otras proteinas
estructurales del virus del PRRS, que estidn cada una codificada por un ARN
subgendmico (nico cormespondiente, la protelna E y la proteina GP2 comparten
un Gnico ARN subgenémico. ORF2b (que codifica E) estd completamente
contenido en el ORF2a méas grande (que codifica GP2) y utiliza una pauta de
lectura diferente. Aunque el codén de inicio ATG de ORF2b esta localizado
cadena abajo del coddn de inicio de ORF2a, esta en un contexto més favorable
para el inicio de la traduccién y probablemente es el producto principal
producido por este ARN subgendmico. (Wu, W. H., y col. (2001). A 10-kDa
structural protein of porcine reproductive and respiratory syndrome virus
encoged by ORF2b. Virology 287(1), 183-191).

Los virus del PRRS de genotipo de América del Norte generalmente
contienen dos restos de cistelna en la secuencia de aminoécidos de sus
proteinas E, en las posiciones 49 y 54. Usando clon de ADNc infaccioso del
aislado del PRRS de América del Norte se mutaron individualmente P129, C49
y C54 a serina. La mutacién C49S resultante fue viable. De manera similar, la
mutacién C54S también fue viable y produjo altos rendimientos de virus
progenie a partir del clon infeccioso. Los virus P129-E-C49S y P129-E-C54S se
pasaron facilments y se titularon en células MARC. Sin embargo, el virus P120-
E-C54S mostrd una morfologla de placa alterada (pequefia, placas claras) y
efecto citopatico (CPE) acelerado. Esta mutacion debe conducir a atenuacion
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en el cerdo.

Los virus del PRRS de genotipo de Europa contienen un Gnico resto de
cistelna en la posicion 51, que comesponde exactamente con C54 en el virus
del PRRS de América del Norte cuando se alinean las secuencias de la
protelna E. Se espera que la eliminacién de C51 en la proteina E del PRRSV
de Europa {por delecién o sustitucién) tenga un fenotipo alterado similar a
P129-E-C54S en cultivo celular y esté atenuado en cerdos. (Como se observa
a continuacion el resto de cisteina presente tanto en las proteinas E tanto de
PRRS de América de Norte como de PRRS de Europa se denominan como
“cisteina conservada®). Las mutaciones virales de este tipo son valiosas, solas
0 en combinacién con otras mutaciones atenuantes, para denominar nuevas
vacunas del PRRS.

DEFINICIONES

CPE es efecto citopatico.

El término “proteina E® o “proteina ORF2b" del PRRSV como se usa en
este documento se define como un polipéptido que esta codificado por ORF2b
tanto del aislado de Europa como de América del virus del PRRS. A diferencia
de otras proteinas estructurales del virus del PRRS, que estin cada una
cadificada por un ARN subgenomico Gnico comespondiente, la proteina E y la
proteina GP2 comparten un Gnico ARN genémico. ORF2b (que codifica E) esta
completamente contenido en el ORF2a méas grande (que codifica GP2) y utiliza
una pauta de lectura diferente. Aunque el codén de inicio ATG de ORF2b esta
localizado cadena abajo del codén de inicio de ORF2a, estd en un contexto
més favorable para el inicio de la traduccion y probablemente es el producto
principal producido por este ARN subgendmico. (Wu y col. (2001)).

5
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La expresién “virus del PRRS de Europa” se refiere a cualquier cepa
del virus del PRRS que tiene las caracteristicas genéticas asociadas al virus
del PRRS que se éislé en un principio en Europa alrededor de 1991 (véase, por
ejemplo, Wensvoort, G., y col., 1991, Vet. Q. 13:121-130). “Virus del PRRS de
Europa” a veces también se menciona en la técnica como “virus Lelystad®.

La expresion “genéticaments modificado”, como se usa en este
documento y salvo que se indique otra cosa, significa genéticamente mutado
por intervencion humana.

La expresién “célula huéaped capaz de soportar la replicaclén del
virus del PRRS" significa una linea celular que es capaz de generar PRRS
infeccioso cuando se infecta o transfecta con un virus o polinucledtido de la
invencién. Dichas células incluyen macrocitos alveolares porcinos y derivados
de macrocitos alveolares porcinos, células MA-104 y derivados de células MA-
104, células MARC-145 y derivados de células MARC-145. Para mostrar el
fenotipo de placa pequefia de la invencién, son especialmente preferidas las
células MARC-145. La expresidén “células huésped capaz de soportar la
replicacion del virus del PRRS"® también puede incluir células en un cerdo vivo.

La expresion “respuesta Inmune” para propésitos de esta invencion
significa la produccion de anticuerpos y/o células (tales como linfocitos T) que
estan dirigidos frente a, 0 ayudan en la descomposicién o inhibicion de un
epltope antigénico particular o epitopes antigénicos particulares. Las
expresiones “una respuesta inmunoprotectora eficaz’, “inmunoproteccién®, y
tdrminos similares, para propdsitos de la presente invencién, significan una
respuesta inmune que esta dirigida frente a uno o més epftopes antigénicos de

un patégeno para proteger frente a infeccidon por el patégeno en un animal

&
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vacunado. Para propésitos de la presente invencién, la proteccién frente a
infeccién por un patégeno incluye no sdlo la prevencién absoluta de infeccién,
sino también cualquier reduccién detectable en el grado o proporcion de
infeccién por un patdgeno, o cualquier reduccion detectable en la gravedad de
la enfermedad o cualquier sintoma o afeccién resultante de la infeccién por el
patdgeno en el animal vacunado en comparacién con un animal infectado no
vacunado. Una respuesta inmunoprotectora eficaz puede inducirse en animales
que no se han infectado previamente con el patdgeno y/o no estan infectados
con el patdgeno en el momento de |a vacunacién. Una respuesta
inmunoprotectora eficaz también puede inducirse en un animal ya infectado con
el patdgeno en el momento de la vacunacién.

El término “mutado” significa el remplazamiento de un aminoécido por
otro o el remplazamiento del nucleétido codificante por otro (por ejemplo, C por
una T), es decir, una supuesta "sustitucion”, preferiblemente de un modo que el
aminodcido codificado se cambis, o cualquier otra mutacién tal como “delecién”
0 "insercion”. La mutacidn siempre se realiza en la secuencia de nucledtidos
codificante.

El término “virus del PRRS de América del Norte” significa cualquier
virus del PRRS que tiene caracteristicas genéticas asociadas a un asitado del
virus del PRRS de América del Norte, tal como, aunque sin limitacion, el virus
del PRRS que se aislé por primera vez en los Estados Unidos alrededor de
comienzo de los 90 (véase, por ejemplo, Coliins, J. E., y col., 1892, J. Vet.
Diagn. Invest. 4:117-126); el aisllado MN-1b del virus del PRRS de América del
Norte (Kwang, J. y col., 1994, J. Vet. Diagn. Invest. 6:283-296); la cepa Quebec
IAF-exp91 del PRRS (Mardassi, H. y col.,, 1895, Arch. Virol. 140:1405-1418); y
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el aislado VR 2385 del virus del PRRS de América del Norte (Meng, X.-J y col.,
1994, J. Gen. Virol. 75:1795-1801). Las caracteristicas genéticas se refiaren a
la similitud de secuencia de nucledtidos genémica y la similitud de secuencia
de aminoacidos compartidas por las cepas del virus del PRRS de América del
Norte.

La expresion “pauta de lectura ablerta”, u "ORF", como se usa en este
documento, significa la secuencia de nucledtidos minima necesaria para
codificar una proteina del virus del PRRS particular sin que intervenga un
codén de parada.

Los términos “porcino” y “cerdo” se usan en este documento de manera
intercambiable y se refieren a cualquier animal que sea un miembro de la
familia Suidae tales como, por ejemplo, un cerdo. El término "virus del PRRS",
o “PRRSV", como se usa en este documento, salvo que se indique otra cosa,
gsignifica cualquier cepa de los virus del PRRS de América del Norte o Europa.

Como se usa en este documento, el término "PRRS" incluye sintomas de
enfermedad en cerdos provocados por una infeccién con virus del PRRS. Los
ejemplos de dichos sintomas incluyen, aunque sin limitacién, abortio en
hembras prefiadas, y crecimiento lento, dificultades respiratorias, pérdida de
apetito, y mortalidad en cerdos jévenes. Como se usa en este documento, un
virus del PRRS que es "incapaz de producir PRRS" se refiere a un virus que
puede infectar un cerdo, pero que, no produce ningdn sintoma de enfermedad
normalmente asociado a una infeccién de virus del PRRS en el cerdo, o
produce dichos sintomas, pero en menor grado, o produce menor cantidad de
dichos sintomas, 0 ambos, en comparacién con una infeccién virulenta de tipo

silvestre.

b
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La expresion "célula hudsped transfectada” significa practicamente
cualquier célula huésped tal como se describe en la Patente de Estados Unidos
N° 5.600.662, incorporada en este documento como referencia, que cuando se
transfecta con ARN del virus del PRRS puede producir una primera ronda de
viriones del PRRS. Si se desea una infeccion mas productiva se usaria una
“célula huésped capaz de soportar la replicacién del virus del PRRS" como se
define a continuacion.

Las moléculas polinucleotidicas pueden mutarse genéticamente usando
técnicas recombinantes conocidas por los especialistas en la técnica,
incluyendo por mutagénesis dirigida de sitio, o por mutagénesis aleatoria tal
como por exposicién a mutagenos quimicos o a radiacion, como se sabe en la
técnica. Dichas mutaciones pueden realizarse por procedimientos
convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo, mutagénesis dirigida de
sitio (véase, por ejemplo, Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2® ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y.) de una copia infecciosa como se ha descrito (por ejemplo,
Meulenberg y col., Adv. Exp. Med. Biol, 1998, 440:199-206).

Por consiguiente, la presente invencién proporciona adicionalmente un
procedimiento para fabricar un virus del PRRS de América del Norte
genéticamente modificado, comprendiendo dicho procedimiento mutar la
secuencia de ADN que codifica la molécula de ARN infecciosa que codifica el
virus del PRRS como se ha descrito anteriormente, y expresar el virus del
PRRS genéticamente modificado usando un sistema de expresion adecuado.
Un virus del PRRS genéticamente modificado puede expresarse a partir de una

molécula polinucleotidica aislada usando sistemas de expresion adecuados

1
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generalmente conocidos en la técnica, ejemplos de los cuales se describen en
esta solicitud. Por ejemplo, la molécula polinucleotidica aislada puede estar en
forma de un plasmido capaz de expresar el virus codificado en una célula
huésped adecuada in vitro, como se describe con més detalle a continuacién.

Los ejemplos de isotipos especificos de protelna E que se conocen
actualmente son el polipéptido de 73 aminoacido del PRRS de América como
se predice por la secuencia presentada en el nimero de acceso a Genbank
U87392 (también conocido como VR2332) en las posiciones del genoma
12.078-12.299, y como se predice por la secuencia con nimero de acceso a
Genbank AF484042 (también conocido como P129) y presentada como.
proteina AAM18560.1, y la proteina E de 70 restos del PRRS de Europa como
se predice por el nimero de acceso a Genbank M86262 (también conocido
como el aislado Lelystad) en las posiciones del genoma 11.801-12.013.

Las secuencias de la proteina E del PRRSV de América del Norte estan
altamente conservadas y las secuencias presentadas tienen aproximadamente
un 93% de identidad entre si. Las protelnas E del PRRSV de América del Norte
y Europa son aproximadamente un 83% idénticas y comparten {entre muchos
otros restos) una cisteina conservada en el resto 54 de los aisiados de proteina
E VR2332 y P129 y el resto 51 de la proteina E del aislado Lelystad. La Figura
3 pemite la visualizacion de la cistelna que se ha denominado como la
“cistelna conservada®, es decir, la cisteina conservada entre los aislados del
PRRS de Europa y América. La numeracién de los aminoacidos mencionados
anteriormente es de acuerdo con las entradas de base de datos mencionadas.
En todos los otros aislados del PRRS, que pueden estar numerados de manera

diferente, la identificacidn de la cistelna apropiada se consigue facilmente
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identificando aminodcidos caracteristicos conservados en una cepa del PRRS
de interés y alinedndola con una cepa de referencia. Un objeto de la presents
invencién es modificar un virus del PRRS o sus acidos nucleicos codificantes
de modo que la cisteina conservativa se elimine por sustitucion, delecion o
insercién de modo que de como resultado un fenotipo de placa pequefia.

Las deleciones o sustituciones que eliminan la cistelna conservada se
introducen por maodificacion de los polinucledtidos que codifican los virus de la
invencién. En una realizacién preferida una delecién o insercién comprende 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, 6 10 aminoacidos que dan como resultado la eliminacion
de la cisteina conservada y en la que dicha delecion o sustitucién da como
resultado un fenotipo de placa pequeiia en el virus resultante. Una realizacién
preferida serla una delecion o insercién de 5 0 menos aminoécidos.

Los aminoacidos pueden clasificarse de acuerdo con las propiedades
fisicas y coniribucién a la estructura proteica secundaria y terciaria. Una
sustitucién conservativa se reconoce en la técnica como una sustitucion de un
aminodcido por oftro aminodcido que tiene propiedades similares. Las
sustituciones conservativas ejemplares se exponen en la Tabla A (del
documento WO 97/09433, pagina 10, publicado el 13 de marzo de 1997
(documento PCT/GB96/02197, presentado el 9/6/96)), inmediatamente a
continuacion.

TABLA A - SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS |
CARACTERISTICA AMINOACIDO
DE LA CADENA LATERAL
Alifatica
No polar GAP
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Polar-no cargada

Polar-cargada

Aromética

Otras

ILV
CSTM
NQ
DE
KR
HFWY
NQDE

Como altemativa, los aminoacidos conservativos se pueden agrupar

como se describe en Lehninger, |Biochemistry, Segunda Edicion; Worth
Publigshers, Inc. NY:NY (1975), paginas 71-77], como se expone en ia Tabla B,

inmediatamente a continuacién.
TABLA B — SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS Il

CARACTERISTICA
DE LA CADENA LATERAL
No polar (hidréfoba)
A. Alifatica:
B. Aromética:
C. Que contiene azufre:
D. Fronteriza:
No cargada-polar
A. Hidroxilo:
B. Amidas:
C. Sulfhidrilo:
D. Fronterizo:

Cargada Positivamente (Basica):

AMINOACIDO

ALIVP
FW

STY
NQ

KRH



Cargada Negativamente (Acida):

)

DE

Como otra alternativa mas, |las sustituciones conservativas ejemplares

8@ exponen en la Tabla C, inmediatamente a continuacién.
TABLA C - SUSTITUCIONES CONSERVATIVAS Il

Resto Original
Ala (A)
Arg (R)
Asn (N)
Asp (D)
Cys (C)
Gin (Q)
Glu (E)
His (H)
lie (1)
Leu (L)
Lys (K)
Met (M)
Phe (F)
Pro (P)
Ser (S)
Thr (T)
Trp (W)
Tyr (Y)
Val (V)

Sustitucién Ejemplar
Val, Ley, lle

Lys, Gin, Asn

Gin, His, Lys, Arg

Glu

Ser

Asn

Asp

Asn, Gin, Lys, Arg
Leu, Val, Met, Ala, Phe
lle, Val, Met, Ala, Phe
Arg, Gin, Asn

Leu, Phe, lle

Leu, Val, lle, Ala

Gly

Thr

Ser

Tyr

Trp, Phe, Thr, Ser

lle, Leu, Met, Phe, Ala

PREPARACION DE VIRUS DEL PRRS GENETICAMENTE MODIFICAD 8
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La tecnologia de ADN recombinante comprende técnicas biologia
molecular extremadamente variadas y poderosas dirigidas a modificar 4cidos
nucleicos a nivel de ADN y hacen posible analizar y modificar genomas a nivel
molecular. A este respecto, los virus tales como virus del PRRS, a causa del
pequefio tamafio de su genoma, es particulanrmente susceptible a dichas
manipulaciones. Sin embargo, la tecnologla de ADN recombinante no es
inmediatamente aplicable a virus ARN no retrovirales porque estos virus no
incluyen una etapa intermedia de ADN en su replicacion. Para dichos virus,
tienen que desanollarse clones de ADNc infecciosos antes de poder aplicar la
tecnologia de ADN recombinante a su genoma para generar virus modificados.
Los clones infecciosos puede obtenerse a través de la construccion de ADNc
de longitud completa (longitud gendmica) (aqul usado en el sentido amplio de
una copia de ADN del ARN y no s6lo en el sentido estricto de una copia de
ADN del ARNm) del virus en estudio después de lo cual se sintetiza el
transcrito infeccioso in vivo en células transfectadas con el ADNc de longitud
completa. Los transcritos infecciosos también se pueden obtener por
transcripcion in vitro de fragmentos de ADNc de longitud completa o de longitud
parcial ligados que comprenden el genoma viral completo. En todos los casos,
el ARN transcrito lleva todas las modificaciones que se ha introducido en el
ADNc y puede usarse para pasar adicionalmente el virus modificado de esta
manera.

La preparacién de un clon infeccioso de un asilado del virus del PRRS
de Europa, virus Lelystad, se describe en la Patente de Estados Unidos N°
6.268.199 Meulenberg y col., 31 de julio de 2001, que se incorpora por la

presente completamente como referencia. La preparacion de un clon de ADNc
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infeccioso de un aislado de virua del PRRS de América del Norte denominado
P129 se describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.500.662 Calvert y col.,
31 de diciembre de 2002, que se incorpora por la presente completamente
como referencia. La secuencia del ADNc de P129 se describe en el nimero de
acceso a Genbank AF494042 y en la Patente de Estados Unidos N° 6.500.662
Calvert y col., 31 de diciembre de 2002. El siguiente trabajo hace uso de dicho
clon infeccioso que en el contexto de un plasmido se expresa por el promotor
inmediato temprano de CMV y se ha denominado pCMV-S-P129 y también se
describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.500.662, Calvert y col., 31 de
diciembre de 2002. Como se describe en la Patente deo Estados Unidos N°
6.500.662 Calvert y col., 31 de diciembre de 2002, también son adecuados
otros plasmidos y promotores.

Es evidente que dada la secuencia completa de cualquier pauta de
lectura abierta de interés y la localizacién de un resto de aminoécido de interés
un especialista en la técnica simplemente necesita consultar una tabla de
codones para disefiar cambios en la posicion particular deseada.

TABLAD

l Secuencia Codlficante de Ia proteina E del alslado P129
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M G 8 I Q 8 L F D K I G Q L
ATG GGG TCT ATA CAR AGC CTC TTC GAC AAA ATT GAC CAG CTT
F V D A F TE F L V 8 I V D
TTT GTG GAT GCT TTC ACG GAA TTIT TTG GTG TCC ATT GTT GAT
I 1 1 F L A I L F G F T I A
ATC ATC ATA TTT TTG GCC ATT TTG TTT GGC TTC ACC ATC GCC
G WLV V F C I R LY € § A
GGT TG@ CTG GTG GTC TTT TGC ATC AGA TTG GTT TGC TCC GCG
V F R A R P A 1 HP E QL Q
GTA TTC CGT GCG CGC CCT GCC ATT CAC CCT GAG CAA TTA CAG
K I L =

AAG ATC CTA TGA

A continuacion se expone una tabla de aminoacidos y sus abreviaturas

representativas, simbolos y codones en |a siguiente Tabla E.

TABLAE
Aminoacido Abrev. [Simbolo Codon o codones
Alanina Ala A [GCA [GCC [GCG [GCU
Cistelna Cys C UGC [ UGU
Acido aspartico | Asp D [GAC | GAU
Acido glutamico | Glu E GAA | GAG
 Fenilalanina Phe F(00C[0U0
Glicina Gly G GGA | GGC | GGG | GGU
‘Histidina His H CAC | CAU
Isoleucina lle I AUA |AUC [AUU
Lisina Lys K AAA | AAG
Leucina Leu L UUA [UUG | CUA | CUC | CUG | CUU
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Metionina Met M |AUG
Asparagina Asn N AAC [AAU
Prolina Pro P CCA [CCC [ CCG [ CCU
Glutamina Gin Q CAA | CAG
Arginina Arg R [AGA |AGG |[CGA |CGC | CGG [ CGU
Serina Ser S AGC TAGU [UCA [UCC [UCG [UCU
Treonina Thr T ACA [ACC [ACG [ACU
Valina Val Vv GUA [GUC | GUG [ GUU
Triptéfano Tp W UGG
Tirosina Tyr Y UAC [UAU

Como se sabe bien en la técnica, los codones constifuyen tripletes de
nucledtidos en ARNm y sus moléculas de ADNc correspondientes. Los
codones se caracterizan por la base uracilo (U) cuando esta presente en un
molécula de ARNm pero se caracteriza por la base timidina (T) cuando esta
presente en ADN. Un simple cambio en un codén para el mismo resto de
aminoéacido en un polinucledtido no cambiara la secuencia o estructura del
polipéptido codificado. Es evidente que cuando una frase que establece esa
secuencia de 3 nucledtidos particular “codifica® cualquier aminoécido particular,
el especialista en la técnica reconoceria que la tabla anterior proporciona un
medio para identificar los nucledtidos particulares en cuestidn. A modo de
ejemplo, si un secuencia de tres nucleétidos particular codifica cisteina la tabla
anterior describe que las dos posibles secuencias friplete son UGC (TGC si es
en ADN) y UGU (TGT si es en ADN). La serina esta codificada por AGC, AGU
(AGT en ADN), UCA (TCA en ADN) y UCC (TCC en ADN), UCG (TCG en
ADN) y UCU (TCT en ADN). Para cambiar un resto de cistelna a serina en una
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proteina codificada, se puede remplazar un triplete TGC o TGT con cualquiera
de AGC, AGT, TCA, TCC, TCG o TCT en el dcido nucleico codificante.

La construccién de justo dicha secuencia polinucleotidica de proteina E
mutante se muestra a continuacion a modo de ejemplo ilustrativo.

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DEL PLASMIDO LANZADERA PTB-
LANZADERA-PRRSV-3997

Se construyd un plasmido lanzadera para facilitar la introduccién de
modificaciones especificas a un clon de ADNc genémico del virus del PRRS de
longitud completa. Se amplificaron por PCR un fragmento de 3.997 pb, que
representa el extremo 3' terminal del genoma viral (posiciones de nucledtido
11.504 a 15.416, incluyendo una cola de poliadenosina de 21 restos) y 84 pb
de secuencias de vector cadena abajo. La reaccién de PCR incluy6 § ng de
ADN del piasmido pCMV-S-P128 (documento US 6.5800.662 B1), 300 ng de
cebador directo P-lanzadera-Dir SEC.ID.N° 1 (5'-
ACTCAGTCTAAGTGCTGGAAAGTTATG-3": posiciones 11.504 a 11.530), 300
ng de cebador inverso P-lanzadera-inv SEC.ID.N®° 2 (5-
ATCTTATCATGTCTGGATCCCCGCGGC-3": posiciones 15.500 a 15.475), 1
mM de cada dNTP, tampén de PCR 1x [KCI 10 mM, (NH4)2SO4 10 mM, Tris-
HCl 20 mM (pH 8,8), MgSO, 2 mM, Tritén X-100 al 0,1%], y 2,5 U de ADN
polimerasa Pfu (Stratagene) usando el GeneAmp PCR system 2400 (Perkin
Eimer). Se calenté la reaccion durante 5 min a 95°C y se sometio a 35 ciclos de
amplificaciéon en las siguientes condiciones; desnaturalizacién a 95°C durante
30 segundos, hibridacién de cebador a 55°C durante 1 min, y extensién a 72°C
durante 3 min. El producto de PCR se clon6 en el vector pTrueBlue usando el
TrueBlue MicroCartridge™ PCR Cloning Kit XL (Genomics One; Buffalo, Nueva
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York) para crear pTB-lanzadera-PRRSV-3997.
EJEMPLO 2 — SUSTITUCION DEL RESTO DE CISTEINA 54 EN LA
PROTEINA E (O 2B) PARA GENERAR VIRUS P129-E-C54S

La proteina E de PRRSV P129, que estd codificada por ORF 2b,
contiene dos restos de cistelna en las posiciones de los aminoéacidos 49 y 54,
véase SEC.ID.N° 5
MGSIQSLFDKIGQLFVDAFTEFLVSIVDIIIFLAILFGFTIAGWLVVFCIRLVCSAVF
RARPAIHPEQLQKIL. EIl ADN ¢ para SEC.ID.N° 5 es SEC.ID.N° 6
ATGGGGTCTATACAAAGCCTCTTCGACAAAATTGGCCAGCTTTTTGTGGAT
GCTTTCACGGAATTTTTGGTGTCCATTGTTGATATCATCATATTTTTGGCCA
TITTGTTTGGCTTCACCATCGCCGGTTGGCTGGTGGTCTTTTGCATCAGAT
TGGTTTGCTCCGCGGTATTCCGTGCGCGCCCTGCCATTCACCCTGAGCAA
TTACAGAAGATCCTATGA. El resto de cisteina en la posicién 54 (posiciones
de nucledtido 12.221-12.223 en el genoma de P129) se reemplazé por una
serina usando mutagénesis dirigida de sitio basada en PCR. El plasmido
lanzadera pTB-lanzadera-PRRS-3897 se us6 como molde, con los cebadores
2b-C548-Dir SEC.ID.N° 3 (5'-GCATCAGATTGGTTAGCTCCGCGGTATTCCG-
3'. posiciones de nucledtido 12.207 a 12.238) y 2b-C54S-Invencién SEC.ID.N°
4 (5-CGGATACCGCGGAGCTAACCAATCTGATGC-3: posiciones de
nucledtido 12.207 a 12.238). El codén mutado estd subrayado. Las
amplificaciones por PCR se realizaron usando 5 ng de ADN del plésmido pTB-
lanzadera-PRRS-3997, 300 ng de cada uno de los cebadores directo e inverso;
concentraciones 1 mM de cada dCTP, dGTP, dATP, y dTTP, tampén de PCR
1x [KCI 10 mM, (NH,):SO; 10 mM, Tris-HCl 20 mM (pH 8,8), MgSO, 2 mM,
Tritdn X-100 al 0,1%]; y 2,6 U de ADN polimerasa Pfu (Siratagene). Las
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muestras se sometieron a 16 ciclos de amplificacibn en las siguientes
condiciones: desnaturalizacién a 94°C durante 30 s, hibridacién del cebador a
55°C durante 1 min, y extensién del cebador a 68°C durante 12 min 30
segundos. Después de la ciclaciéon por PCR, el producto de PCR se digirié con
10 U de Dpnl para retirar el molde de AND plasmidico metilado. Se
transformaron células XL1-Blue de E. coli por choque con calor con 4 pul de la
reaccion de PCR digerido con Dpnl que contenia los pldsmidos y se sembraron
en una placa de agar LB que contenia ampicilina. Las colonias se cogieron
aleatoriamente y se cultivaron durante una noche. El ADN plasmidico se
prepard usando un kit QlAprep spin miniprep (Qiagen). La presencia de
mutaciones deseadas de cistelna a serina (C54S) se verificd por secuenciacion
de nucledtidos y el plasmido resultante se llamé pTB-lanzadera-E-C54S. La
secuencia del ORF2b mutado se da en SECIDN® 7
ATGGGGTCTATACAAAGCCTCTTCGACAAAATTGGCCAGCTTTTTGTGGAT
GCTTTCACGGAATTTTTGGTGTCCATTGTTGATATCATCATATTTTIGGCCA
TITTGTTTGGCTTCACCATCGCCGGTTGGCTGGTGGTCTTTTGCATCAGAT
TGGTTAGCTCCGCGGTATTCCGTGCGCGCCCTGCCATTCACCCTGAGCAA
TTACAGAAGATCCTATGA, y el péptido codificado se da en SEC.ID.N® 8
MGSIQSLFDKIGQLFVDAFTEFLVSIVDIIIFLAILFGFTIAGWLVVFCIRLVSSAVF
RARPAIHPEQLQKIL.

El plasmido lanzadera pTB-lanzadera-E-C54S y el clon genémico de
longitud completa pCMV-S-P129 contienen ambos sitios Eco47 il y BsrG |
Gnicos (posiciones 285 y 1.182, y posiciones 11.785 y 12.692,
respectivamente). Cada plasmido se digirié con Eco47 lll y BsrG |. El fragmento
de 908 pb Eco47 |1I-BsrG | se purificd en gel a partir de pTB-lanzadera-E-C54S,



10

15

20

25

23

y el fragmento de 17.984 pb Eco47 llI-BsrG 1 se purifico en gel a partir de
pCMV-S-P129. Los dos fragmentos se ligaron usando ADN ligasa T4
(Invitrogen) para construir un clon de ADNc gendmico de longitud completa
C54S-modificado. Se transformé la cepa DH5-« de E. coli con 10 pl de la
reaccion de ligamiento. Las colonias bacterianas se seleccionaron de placas LB
que contenfan ampicilina y se prepararon ADN plasmidicos. En base a los
patrones de digestidn con Xma |, se seleccionaron clones de longitud completa.
Los clones seleccionados se secuenciaron para confirmar la presencia de la
modificacion C54S en el clon de ADNc gendémico de longitud completa. El
plasmido resultante se denominé pCMV-S-P128-E-C54S.

Se hicieron crecer células MARC-145 en medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 8% (FBS; Gibco
BRL), penicilina (100 U/ml), y estreptomicina {50 ug/ml) a 37°C con CO, al 5%.
Las células se sembraron en placas de 35 mm de didmetro y se hicieron crecer
hasta una confluencia del 70%. Las células se transfectaron durante 24 h con 2
pg de ADN plasmidico de pCMV-S-P129-E-C548 o pCMV-S-P129 parental
usando Lipofectina (Invitrogen). Las células transfectadas se incubaron a 37°C
en DMEM suplementado con FBS al 8% durante 5 dias. Se observé el efecto
citopético (CPE) especifico de PRRSV 3 dias después de la transfeccion y se
la propagacién adicional a las células adyacentes se vio 5 dias después de la
transfeccién. La especificidad de CPE se confirmé por tincién de células por
inmunofluorescencia usando un antisuero de conejo para proteinas no
estructurales nsp2 y nsp3, y el MAb SDOW17 N-especifico. Los sobrenadantes
del cultivo de células transfectadas se recogieron 5 dlas después de la
transfeccién y se denominé “P129-E-C54S pase 1" (P1). El virus de pase 1 se
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usd para inocular células MARC-145 recientes y la recogida a los § dias se
denomind “pase 2" (P2). El virus de “pase 3" se preparé del mismo modo que
P2. Cada pase viral se almacené en allcuotas de 1 ml a -80°C hasta su uso.
Cada pase de virus P129-E-C54S se titulé por ensayo de placa, y se determind
que los titulos fueron 1,5 x 10*, 5 x 10*, y 1 x 10* pfu/ml para los pases 1, 2, y
3, respectivamente. El virus P129 de tipo silvestre se generd a partir de pCMV-
S-P129 y se titulé en paralelo, produciendo titulos de 1 x 107, 1 x 10*, y 5 x 10°
pfu/ml para los pases 1, 2, y 3 respectivamente.

El virus P129-E-C54S indujo un desarrollo distinto del efecto citopético
(CPE) que muestra una lenta aparicién de aspecto CPE y mostré un fenotipo
de placa pequefia con relacién al virus parental P129. La transfeccién de
células MARC-145 con el clon de ADNc parental PCMV-S-P129 o el clon de
ADNc mutante pCMV-S-P129-C54S dio como resultado focos visibles de
células infectadas, y CPE mediado por el virus P129-E-C54S fue muy similar
en tamafio, pero méas lento en aparecer que el del virus parental P129 en
aproximadamente el dla 4 después de la transfeccién. Sin embargo, a partir de
entonces el virus mutante provocd CPE rdpido y extensivo (en
aproximadamente 5 dias después de la transfeccidbn) con areas de células
muertas o despegadas en los focos, mientras que el virus parental simplemente
mostré un aumento moderado en el tamafio de los focos durante el mismo
periodo de tiempo. La diferencia en CPE se ilustra en la Figura 1. Los titulos
virales comespondian con esta diferencia en CPE, produciendo el mutante méas
virus progenie que el parental durante los dos primeros pases del virus (pero
menos en el tercero). La diferencia en la morfologla de placa se muestra en la

Figura 2. El virus P129-E-C54S produce placas que son més pequefias de
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didmetro y diferentes en morfologia, con relacién a las placas de P129 parental.
Las placas de P129-E-C54S fueron més claras, debido a que las células en el
centro de la placas morfan y se despegaban antes y mas completamente que
en las placas de P129. Aunque puede haber varias explicaciones biolégicas
para el fenotipo de placa pequefia, la observacion de placas pequefias es una
evidencia directa de que el virus P129-E-C54S se propaga de célula a célula
mas lentamente que su parental. Esta caracteristica puede usarse en la
presente invencién para generar un virus de vacuna viva atenuada (menos
virulenta) a partir de un virus parental virulento.

De hecho, hay numerosos ejemplos de virus que producen fenotipos de
placa pequefia y que estan por sl mismos atenuados en sus huéspedes
naturales (Mathew y col., The extraceliular domain of vaccinia virus protein BSR
affects plaque phenotype, extracellular enveloped virus release, and
intracellular actin tail formation. Journal of Virology. 72(3):2420-38, (1998);
Engelstad y col., The vaccinia virus 42-kDa envelope protein is required for the
envelopment and egress of extracellular virus and for virus virulence. Virology.
194(2).627-37, (1993); Lewis y col., An African swine faver virus ERV1-ALR
homologue, SGL, affects virion maturation and viral growth in macrophages and
viral virulence in swine. Jounal of Virology. 74(3):1275-85, (2000); Lee y col.,
Common E protein determinants for atenuation of glycosaminoglycan-binding
variants of Japanese encephalitis and West Nile viruses. Joumnal of Virology.
78(15):8271-80 (2004); Frampton y col., Contribution of gene products encoged
within the unique short segment of equine herpesvirus 1 to virulence in a murine
maodel. Virus Research. 90(1-2):287-301, (2002); Lee, y col., Mechanism of

virulence attenuation of glycosaminoglycan-binding variants of Japanese
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encephalitis virus and Mumia Valley encephalitis virus. Joumnal of Virology.
76(10):4901-11, (2002); Butrapet y col., Attenuation markers of a candidate
dengue type 2 vaccine virus, strain 16681 (PDK-53), are defined by mutations
in the 5 noncoding region and nonstructural proteins 1 and 3. Joumal of
Virology. 74(7):3011-8, (2000)). El siguiente ejemplo, obtenido de la Publicacién
de Patente de Estados Unidos N° 2002/0012670, proporciona una clara
directriz para la comparacién del carécter virulento de dos cepas diferentes de
virus de PRRS.
EJEMPLO 3 MUTACIONES RESISTENTES A LA REVERSION DEL RESTO
DE CISTEINA 54

La mutacion C54S descrita en el ejemplo 2 se crea cambiando un Gnico
nucledtido en un Unico codén, de TGC (cisteina) a AGC (serina). Aunque es
adecuado para determinar el fenotipo de la mutacion, se podria predecir que el
virus resultante podria revertir a la secuencia parental (y fenotipo parental) a
una frecuencia relativamente alta debido a la mutacién aleatoria y seleccion
natural. Las realizaciones preferidas de la invencion, especialmente para
propdsitos de vacuna, contendrian sustituciones y/o delaciones de nucledtidos
miiitiples, disefiados para minimizar la probabilidad de que el resto en la
posicién 54 revierta a cisteina, y para minimizar la probabilidad de que otros
restos flanqueantes (especialmente los restos 51-57) muten para llegar a ser
cistelnas. El examen de cédigo genético revela que la cistelna estd codificada
por sblo dos codones (TGT y TGC). El uso de codones que necesitan dos o
tres acontecimientos de mutacién de nucleétidos separados para llegar a ser
codones de cisteina se prefieren sobre aquellos que necesitan sélo uno. Los

ejemplos de dichas mutaciones “resistentes a la reversiéon” se muestran en la
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Tabla F, y pretenden ser representativos en lugar de limitantes. Pueden
preverse mucho otros ejemplos de mutaciones resistentes a la reversion por un
especialista en la técnica.

La mutacién C54S-2 (véase Tabla F) da como resultado el mismo
cambio de aminodcido que la mutacién C54S, pero la elecciéon del codén de
gorina se cambia de AGC a TCG. Por tanto, se necesitan dos mutaciones de
nucleétido independientes para generar un codén de cisteina y la probabilidad
de reversion fenctipica se reduce con relacién a C54S. La mutacién C54S-3
incorpora el mismo codén de serina en la posicidn 54, pero también altera los
codones para la leucina 52 (de TTG a CTG), valina 53 (de GTT a GTA), y
serina 55 (de TCC a TCG). Como resultado, estos tres codones tienen menos
probabilidad de mutar a codones de cistslna y por lo tanto tienen menos
probabilidad de complementar funcionalmente la ausencia de un resto de
cisteina en la posicién 54. En la mutacién CS54-55AA, C54 y S55 estd ambos
mutados para codificar restos de alanina. Como la serina, la alanina tiene una
pequefia cadena lateral no cargada pero carece de la capacidad de la cistelna
de formar enlaces disulfuro o de interaccionar con iones metdlicos. Dos de los
cuatro posibles codones de alanina {(GCG y GCA) son suficientemente
diferentes de los codones de cisteina de modo que los tres nucleétidos deben
mutarse para generar un codén de cisteina. Por lo tanto, las sustituciones con
alanina son un modo preferido de reducir adicionalmente la posibilidad de
reversion fenotipica. Finalmente, en la mutacién CS54-55delA, el coddn para la
posicion 54 esta delecionado. Ademads, la serina 55 est4 cambiada a alanina y
los codones para la leucina 52 y la valina 53 estan alterados. La reversién

fenotipica de dichos virus mutantes se predice que es extremadamente rara.
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Cuando se disefian mutaciones resistentes a la reversion, los codones
alterativos pueden, a veces, seleccionarse de un modo tal que los sitios de
reconocimiento por enzimas de restriccidn se crean y destruyen. Estas
diferencias pueden servir como marcadores practicos para distinguir los

5 plasmidos y virus mutados de los no mutados. En el caso de las mutaciones
C548-3, CS54-55AA, y CS54-55delA (Tabla F), la mutacion del codén S55
TGC a TCG (serina) o GCG (alanina) da como resultado la destruccién de un
gitio de restriccion Sacil de origen natural (CCGCGG).

Como ORF2b solapa con ORF2a {(que codifica GP2 en una pauta de

10 lectura diferente), hay que ser cuidadoso de no introducir codones de
terminaciébn en ORF2a en el procedimiento de modificar los codones en
.ORF2b. En algunos casos, los cambios de codones en ORF2b pueden alterar
la secuencia de aminas codificada por ORF2a. El efecto de dichos cambios en
la funcidn de la protelna GP2 puede ser dificil de predecir y se determinan

15 mejor emplricamente.

TABLAF

[Denominaclén Secuencla de ecuencla de | Cebadores Mutagénicos Direcio |
ﬁmlnoieldu {F) e Inverso (R) (posiciones de

de genoma 12.212- (restos 51-57 | genoma 12.207-12.238 para los
12.232 mostradas). Lo |de la proteina | dos primeros pares de cebadores,
nucledtidos mutados |E). Los restos | posiciones de genoma 12.203-
estin subrayados. mutados estén | 12242 pam los pares de
subrayados. | cebadores restantes). Los
nucledtidos mutados estan

nucledétidos (posiciones

subrayados.
WT (Gpo [ SECIDN" 9 SEC 1D N | No aplicable
gilvestre” 10
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parental) AGATTG | RLVCSAV
GOTTTACTCCGCAGTA
Co45 [ SECIDN" 11 SEC'ID N*: |SECIDN" 13
AGATTGGTTAGCTCCG | 12 F-GCATGAGATTGOTTAGCTOCGCGAT
CGATA ATTCCG
RLVSSAV
SEC ID N°: 14
R-OOGAATACCGCGGAGCTAACCAATC
TCATGC
[C4S-2 | SECIDN® 13 SEC ID N" | SECIDN™ 17
AGA 18 ;fmmnmnm
SEC ID N*: 18
R-COGAATACCOCGGACGAAACCAAT
CTCATGC
C542-3 SECIDN™ 18 SEC ID N* [SECIDN= 21
v 18 F-TTTTOCATGAGACTGATATCOTCG
RS TOGTATCGTCAG GCOOTATICCATOR0
RLVSSAV
SEC ID N%: 22
R-COCACOGAATACCOCCGACOATAC
CAGTCTCATGCAAAA
[CS54-55AA |SECIDN=Z3 SEC ID N [SECIDN"= 25
AGACTGATGGOGGOG | 24 RTTTTGCATGAGACTOGTOGCOGCG
SEC ID N*: 26
R-CGCACGGAATACCGOCGOOGOCA
CCAGTCTCATGCAAAA
C554-5hdelA | SECIDN™: 27 [BEC ID N |SECIDN= D
AGACTGGTG— 28 F-TITTGCATGAGACTGGTOQCOACG0
GCGGCGGTA RLV-AAV A
SEC ID N°: 30
R-COCACGGAATACCGODGCCACCAGT
_CTCATGCAAAA
EJEMPLO 4 ESTABLECIMIENTO DE ATENUACION
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Se incluyeron al menos 10 cachorras en cada ensayo, que se obtienen
de una granja libre de PRRSV.

Los animales se ensayan libres de anticuerpos en suero especificos del
virus de PRRS y negativos para PRRS. Todos los animales incluidos en el
ensayo son de la misma fuente y raza. El reparto de los animales en los grupos
esta aleatorizado.

Se realiza una estimulacién en el dia 90 de la prefiez con aplicacién
intranasal de 1 ml de PRRSV con 10° TCIDs, por orificio nasal. Hay tres grupos
para cada sistema de ensayo: Un grupo para estimulacién con P128; un grupo
de ensayo para estimulacion con el virus posiblemente atenuado; y un grupo de
control estricto.

Es estudio se considera vélido cuando los controles estrictos
permanecen negativos para PRRSV durante el transcurso de tiempo del
estudio y nacen al menos un 25% menos de lechones sanos vivos en el grupo
estimulado con P129 en comparacién con los controles estrictos.

La atenuacién, menos virulencia en otras palabras, se define como el
cambio con significancia estadistica de uno o méas parémetros que determinan
el rendimiento reproductor:

Se prefiere la reduccidn significativa de al menos uno de los siguientes
pardmetros para el grupo de ensayo (virus posiblemente atenuado) en
comparacion con el grupo infectado con P129:

a.) frecuencia de mortinatos

b.) aborto en o antes del dia 112 de la prefiez

c.) cantidad de lechones momificados

d.) cantidad de lechones menos anérgicos y débiles

X
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e.) mortalidad antes del destete
ademés, se prefiere un aumento significativo en uno de los siguientes
pardmetros para el grupo de ensato en comparacion con el grupo infectado con
P129:
f.) cantidad de lechones destetados por cerda
g.) cantidad de lechones sanos vivos nacidos por cerda
VACUNAS

Una cepa atenuada es valiosa para la formulacion de vacunas. La
presente vacuna es eficaz si protege a un cerdo frente a infecciébn por un virus
del PRRS. Una vacuna protege a un cerdo frente a infeccién por un virus del
PRRS si, después de la administracién de la vacuna a uno o mas cerdos no
afectados, una estimulacién posterior con un aislado del virus bioldgicamente
puro (por ejemplo, VR 2385, VR 2386, P129 etc.) da como resultado una
gravedad reducida de cualquier cambio general o histopatolégico {por ejemplo,
lesiones en el puimén) y/o de los sintomas de la enfermedad, en comparacion
con los cambios 0 sintomas tipicamente provocados por el aislado en cerdos
similares que no estan protegidos (es decir, en relacién a un control apropiado).
Mas particulammente, la presente vacuna puede demostrar se eficaz
administrando la vacuna a uno o més ceros adecuados en necesidad de la
misma, después, estimulando tras una extensién de tiempo apropiada (por
ejemplo, 4 semanas) con una muestra méas grande (107 TCIDs) de un
asilado de PRRSV biolégicamente puro. Después se extrae un muestra de
sangre de_l cerdo estimulado después de aproximadamente una semana, y
después se realiza un intento de aislar el virus de la muestra de sangre (por

ejemplo, véase el procedimiento de aislamiento de virus ejemplificado en el
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Experimento VIl a continuacion). El aislamiento de altos niveles del virus
(similar a cerdos de control no vacunados, estimulados) es un indicio de que la
vacuna puede no ser eficaz. No lograr aislar el virus, o el asilamiento de una
cantidad reducida de virus, es un indicio de que la vacuna puede ser eficaz.

Por tanto, la eficacia de la presente vacuna puede evaluarse
cuantitativamente (es decir, una disminucibn en el porcentaje de tejido
pulmonar consolidado en comparacién con un grupo de control apropiado) o
cualitativamente (por ejemplo, aislamiento de PRRSV de la sangre, deteccién
de antigeno de PRRSV en una muestra tisular de pulmén, amigdala, o nddulo
linfatico por un procedimientc de inmunoensayo). Los sintomas de la
enfermedad reproductora y respiratoria porcina puede evaluarse
cuantitativamente (por ejemplo, temperatura/fiebre), semi-cuantitativamente
(por ejemplo, gravedad de insuficiencia respiratoria [explicada con detalle a
continuacion]), o cualitativamente (por ejemplo, la prasencia o ausencia de uno
0 mas sintomas o una reduccién en la gravedad de uno o més sintomas, tales
como cianosis, neumonia, lesiones de corazén y/o cerebro, etc.).

Un cerdo no afectado es un cerdo que no se ha expuesto a un agente
infeccioso de la enfermedad reproductora y respiratoria porcina, o que se ha
expuesto a un agente infeccioso de la enfermedad reproductora y respiratoria
porcina pero que no muestra sintomas de la enfermedad. Un cerdo afectado es
uno que muestra sintomas del PRRS o del que puede aislarse PRRSV.

Las vacunas de la presente invencion pueden formularse siguiendo el
convenio aceptado para incluir vehiculos aceptables para animales, Incluyendo
seres humanos (si es aplicable), tales como tampones, estabilizadores,

diluyentes, y/o solubilizantes convenciones, y también pueden formularse para
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facilitar la liberacién sostenida. Los diluyentes incluyen agua, solucién salina,
dextrosa, etanol, glicerol, y similares. Los aditivos para isotonicidad incluyen
cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol, y lactosa, entre otros. Los
estabilizantes incluyen albimina, entre otros. Otros vehlculos y aditivos de
vacuna adecuados, incluyendo aquellos que son particularmente dtiles en
formulacién de vacunas vivas modificadas, se conocen o serdn evidentes para
los especialistas en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Science, 18® ed., 1990, Mack Publishing, que se incorpora en
este documento como referencia.

Las vacunas de la presente invencibn pueden comprender
adicionalmente uno o mas componentes inmunomoduladores adicionales tales
como, por ejempio, un adyuvante o citoquina, entre otros. Los ejemplos no
limitantes de adyuvantes que se pueden usar en la vacuna de la presente
invencién incluyen el sistema adyuvante RIBR (Ribi Inc., Hamilton, Mont.),
alumbre, geles minerales tales como gel de hidréxido de aluminio, emulsiones
de aceite en agua, emulsiones de agua en aceite, por ejemplo, adyuvantes
completo e incompleto de Freund, copolimero Block (CytRx, Atlanta Ga.), QS-
21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge Mass.), SAF-M (Chiron, Emeryvilie
Clif.), adyuvante AMPHIGEN®, saponina, Quil A o otra fraccién de saponina,
monofosforil lipido A, y adyuvante lipido-amina Avridine. Los ejemplos no
limitantes de emulsiones de aceite en agua dtiles en la vacuna de la invencién
incluyen formulaciones SEAM62 y SEAM1/2 modificadas. SEAM62 modificado
es una emulsion de aceite en agua que contiene escualeno al 5% (v/v) (Sigma),
detergente SPAN®85 al 1% (v/v) (ICI Surfactants), detergente TWEEN®80 al
0,7% (vN) (ICl Surfactants), etanol al 2,5% (v/v), 200 pg/ml de Quil A, 100
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[mgrig/ml de colesterol, y lecitina al 0,5% (v/v). SEAM1/2 modificado es una
emulsién de aceite en agua que comprende escualeno al 5% (v/v), detergente
SPAN®85 al 1% (v/v), detergente Tween 80 al 0,7% (v/v), etanol al 2,5% (v/v),
100 pg/ml de Quil A, y 50 ug/mi de colesterol. Otros agentes
inmunomoduladores que pueden incluirse en la vacuna incluyen, por ejemplo,
una o mas interleuquinas, interferones, u otras citoquinas.

Las vacunas de la presente invencién pueden formularse opcionalmente
para liberacion sostenida del virus, molécula de ARN infecciosa, plasmido, o
vector viral de la presents invencion. Los ejemplos de dichas formulaciones de
liberacién sostenida incluyen virus, molécula de ARN infecciosa, plasmido, o
vector viral en combinacién con compuestos de polimeros biocompatibles, tales
como, por ejemplo, poli(acido lactico), poli(acido lactico-co-glicdlico),
metilcelulosa, acido hialurénico, colageno y similares. La estructura, seleccién y
uso de polimeros degradables en vehiculos de suministro de fArmacos se han
analizado en varias publicaciones, incluyendo A. Domb y col., 1992, Polymers
for Advanced Technologies 3: 279-292, que se incorpora en este documento
como referencia. Puede encontrarse una directriz adicional sobre la seleccion y
uso de polimeros en formulaciones farmacéuticas en textos conocidos en la
técnica, por ejemplo, M. Chasin y R. Langer (eds), 1990, "Biodegradable
Polymers as Drug Delivery Systems” en: Drugs and the Pharmaceutical
Sciences, Vol. 45, M. Dekker, N.Y., que también se incorpora en este
documento como referencia. Como altemativa, o adicionalmente, el virus,
plasmido, o vector viral puede microencapsularse para mejorar la
administracion y eficacia. Los procedimientos para microencapsular antigenos

son bien conocidos en la técnica, e incluyan tédcnicas descritas, por ejemplo, en

A
e
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la Patente de Estados Unidos N° 3.137.631; Patente de Estados Unidos N°
3.950.457; Patente de Estados Unidos N° 4.205.060; Patente de Estados
Unidos N° 4.608.940; Patente de Estados Unidos N° 4.744.933; Patente de
Estados Unidos N° 5.132.117; y la Publicacién de Patente Intemacional WO
05/28227, todas las cuales se incorporan en este documento como referencia.

También pueden usarse liposomas para proporcionar la liberacion
sostenida del virus, plasmido, o vector viral. Pueden encontrarse los detalles
con respecto a cdmo fabricar y usar formulaciones liposomales en, entre otros
sitios, la Patente de Estados Unidos N° 4.016.100; Patente de Estados Unidos
N° 4.452.747; Patente de Estados Unidos N° 4.921.706; Patente de Estados
Unidos N° 4.927.637; Patente de Estados Unidos N° 4.944.948; Patente de
Estados Unidos N° 5.008.050; y Patente de Estados Unidos N° 5.008.956,
todas las cuales se incorporan en este documento como referencia.

Una cantidad eficaz de cualquiera de las vacunas descritas
anteriormente puede determinarse por medios convencionales, comenzando
con una baja dosis de virus, plasmido o vector viral, y después aumentando la
dosificacion mientras se controlan los efectos. Una cantidad eficaz puede
obtenerse después de una administracidn Gnica de una vacuna o después de
administraciones miiltiples de una vacuna. Pueden tenerse en cuenta factores
conocidos cuando se determina una dosis 6ptima por animal. Estos incluyen la
especie, tamafio, edad y condicién general del animal, la presencia de otros
farmacos en el animal, y similares. La dosificacion real se elige preferiblemente
después de considerar los resultados de otros estudios animales.

Un procedimiento para detectar si se ha conseguido una respuesta

inmune adecuada es determinar la seroconversién y titulo de anticuerpo en el

‘4
&
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animal después de la vacunacion. El ritmo de vacunacion y la cantidad de
estimulaciones, si las hay, se determinard preferiblemente por un doctor o
veterinario en base al andlisis de todos los factores pertinentes, algunos de los
cuales se describen anteriormente.

La cantidad de dosis eficaz de virus, molécula de ARN infecciosa,
plasmido, o vector viral, de la presente invencién puede determinarse usando
técnicas conocidas, teniendo en cuenta factores que pueden determinarse por
un especialista en la técnica tales como peso del animal a vacunar. Esta
cantidad de dosis de virus de la presente invencibn en una vacuna de la
presente invencidon varia preferiblemente de aproximadamente 10' a
aproximadamente 10° pfu (unidades formadoras de placas), mas
preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 10® pfu, y més
preferiblemente de aproximadamente 10° a aproximadamente 107 pfu. La
cantidad de dosis de un plasmido de la presente invencién en una vacuna de la
presente invencién preferiblemente varla de aproximadamente 0,1 pg a
aproximadamente 100 mg, mas preferiblemente de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 10 mg, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 10
pug a aproximadamente 1 mg. La cantidad de dosis de una molécula de ARN
infecciosa de la presente invencibn en una vacuna de la presente invencion
preferiblemente varia de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 mg,
mas preferiblemente de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 10 mg,
incluso més preferiblemente de aproximadamente 10 ug a aproximadamente 1
mg. La cantidad de dosis de un vector viral de la presente invencién en una
vacuna de la presente invencion varia preferiblemente de aproximadamente

10 pfu a aproximadamente 10° pfu, mas preferiblemente de aproximadamente
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10 pfu a aproximadaments 10° pfu, e incluso més preferiblemente de
aproximadamente 10 a aproximadamente 107 pfu. Un tamafio de dosificacién
adecuado varia de aproximadamenta 0,5 ml a aproximadamente 10 ml, y mas
preferiblemente de aproximadamente 1 ml a aproximadamente 5 mi.

La presente invencion proporciona adicionaimente un procedimiento
para preparar una vacuna que comprende un virus del PRRS, molécula de
ARN infecciosa, plasmido, o vector viral descrito en este documento,
comprendiendo dicho procedimiento combinar una cantidad eficaz de uno de
virus del PRRS, molécula de ARN infecciosa, plasmido, o vector viral de la
presente invencién, con un vehiculo aceptable para uso farmacéutico o
veterinario.

Ademés, la vacuna atenuada viva de la presente invencién puede
modificarse como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.500.662
para que codifique un epitope antigénico heterblogo que esta insertado en el
genoma viral del PRRS usando técnicas recombinantes conocidas. Los
epftopes antigénicos Gtiles como epitopes antigénicos heterblogos para la
presente invencién incluyen epitopes antigénicos de un patbgeno de cerdos
distinto del virus del PRRS que incluyen, aunque sin limitacién, un eplitope
antigénico de un patégeno de cerdos seleccionado entre el grupo constituido
por parvovirus porcino, circovirus porcino, un rotavirus porcino, gripe del cerdo,
virus de la pseudommabia, virus de la gastroenteritis transmisible, coronavirus
respiratorio porcino, virus de la fiebre del cerdo clasica, virus de la fiebre del
cerdo africana, virus de la encefalomiocarditis, paramixovirus porcino,
Actinobacillus pleuropneumoni, Bacillus anthraci, Borfedella bronchiseptica,
Clostridium haemolyticum, Clostridium perfringens, Clostridium tetani,

\90

O



10

15

20

25

38

Escherichia coli, Erysipelothdix rhusiopathiae, Haemophilus parasuis,
Loptospira spp., Mycoplasma hyopneumoniae, Mycoplasma hyorhinis,
Pasteurslla haemolytica, Pasteursila multocida, Salmonella choleraestiis,
Saimonella typhimurium, Streptococcus equismilis, y Streptococcus suis. Las
secuencias de nucledtidos que codifican los epitopes antigénicos de los
patdgenos del cerdo mencionados anteriormente son conocidas en la técnica y
pueden obtenerse de bases de datos de genes piblicas tales como GenBank
(hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Web/Genbank/index.html})  proporcionado  por
NCBI.

Las caracteristicas y variaciones adicionales de la invencidn serdn
evidentes para los especialistas en la técnica a partir de la totalidad de esta
solicitud, incluyendo la descripcién detallada, y todas dichas caracteristicas se
entienden como aspectos de la invencién. Del mismo modo, las caracteristicas
de la invencidn descrita en esie documento pueden re-combinarse en
realizaciones adicionales que también se entienden como aspectos de la
invencién, sin tener en cuenta si la combinacién de caracteristicas esta
especificamente mencionada anteriormente como un aspecto o realizacién de
la invencion. Ademés, sélo dichas limitaciones que se describen en este
documento como criticas para la invencion deben verse como tales; las
variaciones de la invencién que no se han descrito en este documento como
criticamente limitantes se entienden como aspectos de la invencion. Quedara
claro que la invencién puede practicarse de manera distinta a la descrita
particularmente en la descripcién y ejemplos anteriores.

Son posibles numerosas modificaciones y variaciones de la presente

invencién a la luz de los contenidos anteriores y, por lo tanto, pertenecen al
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alcance de la invencion.
La descripcién completa de todas las publicaciones citadas en este

documento se incorporan por la presente como referencia.
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara como propiedad lo

contenido en las siguientes.
REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende al menos uno de los siguientes:

a) un virus del PRRS genéticamente modificado que se ha modificado de modo
que el resto de cistelna conservado en la proteina E se ha mutado;

b) una molécula de ARN infecciosa que codifica el virus del PRRS
genéticamente modificado de a.);

c) una molécula polinucleotidica aislada que comprende una secuencia de ADN
que codifica la molécula de ARN infecciosade b.).

2. La composicién de la reivindicacion 1, en la que la cisteina conservada

osta delecionada o remplazada con un resto no de cistelna.

3. La composicidn de la reivindicacién 2, en la que la cisteina se ha
remplazado con otro resto no de cistelna, con la condicién de que el resto no

sea tirosina.

4. La composicién de la reivindicacion 1, en la que la cisteina conservada

se ha remplazado con serina o sustituciones conservativas para la serina.

5. La composicién de la reivindicacion 1, en la que la cistelna conservada
86 ha remplazado con un resto de aminoécido seleccionado entre el grupo

constituido por serina, treonina, metionina y tirosina.

97
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6. La composicidn de la reivindicaciéon 1, en la que la cisteina conservada
se ha remplazado con un resto de aminoacido seleccionado entre el grupo

constituido por serina, treonina y metionina.

7. La composicion de las reivindicaciones 1-6, en la que la mutacién de la
cistelna conservada se hace resistente a la reversidbn para minimizar la

probabilidad de que el resto de la posicidn 54 revierta a cisteina.

8. La composicion de la reivindicacién 1, en la que el virus del PRRS es un

virus del PRRS de América del Norte, o un virus del PRRS de Europa.

9. La composicién de la reivindicacién 1, en la que la modificacién da como

resultado un virus con fenotipo de placa pequefia.

10. Una vacuna para proteger a un animal porcino de infeccién por un virus
del PRRS que comprende la composicién de cualquiera de las reivindicaciones
1-9 en una cantidad eficaz para producir inmunoproteccién frente a infeccién

por un virus del PRRS; y un vehiculo aceptable para uso veterinario.

11.  Un procedimiento para proteger a un animal porcino de infeccién por un
virus del PRRS, que comprende vacunar al animal con una cantidad de la
vacuna de la reivindicacién 10, que es eficaz para producir inmunoproteccion
frente a infeccion por un virus del PRRS.
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12. Una céiula huésped transfectada que comprende una composicién de

acuerdo con cualquiera de las reivindicacion 1-8.

13. Un procedimiento para fabricar un virus del PRRS de América del Norte
genéticamente modificado, comprendiendo dicho procedimiento:

a) mutar una secuencia de ADN que codifica una molécula de ARN infecciosa
que codifica un virus del PRRS, para producir un virus del PRRS
genéticamente modificado en el que la cistelna conservada en la proteina E se
ha cambiado a un resto no de cisteina; y

b) introducir el virus del PRRS de América del Norte genéticamente modificado
en una célula huésped capaz de soportar la replicacién del virus del PRRS.

14. El procedimiento de la reivindicacién 13, en el que la célula huésped
capaz de soportar la replicacion del PRRS es una célula MARC-145.

15. El procedimiento de la reivindicacién 13, en el que la célula huésped
capaz de soportar la replicacion del PRRS estd comprendida en un animal

porcino vivo.

2
\¢
\&)



43

RESUMEN

La presaente invencién proporciona un virus del PRRS genéticamente

modificado y polinucledtidos que lo codifican. También se proporcionan

5 vacunas que comprenden el virus y polinucledtidos genéticamente modificados.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Pfizer Inc.
Yoo, Dongwan
Calvert, Jay G.
Lee, Changhee
<120> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino Mutante

<130> PC32633A

<150> 60/626767
<151> 11-11-2004

<160> 30

<170> Patentin Version, 3.3
<210> 1

<211>27

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 1

actcagtcta agtgctggaa agttatg a7

<210> 2
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<211>27
<212> ADN
<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 2

atcttatcat gtctggatcc cogcogge

<210> 3

<211>31

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 3

gcatcagatt ggttagctcec geggtattec g |

<210> 4

<211>31

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 4

cggaataccg cggagctaac caatctgatg ¢

<210> 6
<211>73

a7

31

3



<212> PRT
<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

10

<400> 5

Mat Gly Ber Ile Gln Ser Leu Phe Asp Lys Ile Gly Gln Leu Phe Val
1 5 10 15

Asp Ala FPhe Thr Glu Phe Leu Val Ser Ile Val Asp Ile Ile Ile Phe
a0 a5 30

Leu 'Ala Ile Leu Phe Gly Phe Thr 1le Ala Gly Trp Leu Val Val Phe
33 40 45

Cys Ile Arg Lau Val Cys Ser Ala Val Phe Arg Ala Arg Pro Ala Ile
50 55 60

His Pro Glu Gln Leu Gln Lya Ile Lsu
[ 1] 70

<210> 6

<211>222

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 6

atgoggteta tacaasgect cttogacaaa attggccage titttgtgga tgetttcacg &0
gaatttttgg tgtccattgt tgatatcate atatttttgy ccoatttigtt tggetteace 1a0
atcgecggtt ggetggtggt cttttgcatc agattggttt gotcegoggt attaegtgeg - 180
cgcectgecea ttcaccctga goaattacag aagatccetat ga 223
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<210>7

<211>222

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 7

atggggtcta tacasagoct cttcgacaaa attggocage tttttgtgga tgotttcacy
glatttttgg-tgteelttgt tgatatcate atatttttgg ccattttgtt tggecttoace
atcgecggtt ggotggtggt cttttgoatc agattggtta geteegeggt ltteegigcg
cgccctgoca ttoaccctga goeasttacag sagatcctat ga

<210>8

<211>73

<212> PRT

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 8

Met Qly Ser Ile Gln Ser Leu Phe Asp Lys Ile Gly Gln Leu Fhe Val
1 5 10 15

Asp Ala Fhe Thr Glu Pha Leu Val Ser Ile Val Asp Ile Ile Ile Phs
20 as . 30

Leu Ala Ile Leu Phe Gly Phe Thr Ile Ala Gly Trp Leu Val Val Phas
as 40 43

Cys Ile Axg Leu Val Ser Ser Ala Val Phe Arg Ala Arg P:.'o Ala Ile
50 55 60

His Pro Glu Gln Lsu Gln Lys Ile Leu
65 70

120

180
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<210>9

<211>21

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 9

agattggttt gctccgeggt a . 21

<210> 10

<211>7

<212> PRT

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 10

Axrg Leu Val Cys Ber Ala Val
1 5

<210> 11

<211>21

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 11

agattggtta getecgeggt a . a1
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<210> 12

<211>7

<212> PRT

<213> Virus det Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 12

Arg Leu Val Ber Sar Ala Val
1 5

<210> 13

<211> 31

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 13

gcatgagatt ggttagetce geggtattee g b §

<210> 14

<211>31

<212> ADN

<213> Virus del SIndrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 14

cggaataoog cggagctasc caatctcatg c© B 8
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<210> 15

<211>21

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 15

agattggttt cgtccgeggt a . a1

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 16

Arg Leu Val Ber Ser Ala Val
1 5

<210> 17

<211>31

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 17

gecatgagatt ggtttcgtce gegytattece g 31

<210> 18
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<211>31
<212> ADN
<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 18

cggaatacog cggacgaaac caatctcatg ¢

<210> 19

<211>21

<212> ADN

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 19
agactggtat cgtcggoggt a

<210> 20

<211>7

<212> PRT

<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 20

Arg Leu Val Sexr 8er Ala Val
p | 5

<210> 21

<211>39

31

2l
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<212> ADN
<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino

<400> 21

ttttgeatga gactggtatc gtcggcggta ttcegtgeg
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<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino
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<213> Virus del Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL DE PATENTABILIDAD
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F., Jr
Pfizer Inc.

201 Tabor Road

Morris Plains, NJ 07950
Estados Unidos de América

Fecha de expedicién: 04.10.2006

Referencia del expediente del solicitante 0 mandatario: PC32633A
Solicitud Internacional No.: PCT/1B2005/003366

Fecha de presentacion internacional: 02.11.2005

Fecha de prioridad: 11.11.2004

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. et. al.

1.

Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del
Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo
transmite adjunto, acompariado, si procede, de sus anexos.

. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus

anexos, a la Oficina Internacional para comunicacién a todas las
Oficinas elegidas.

. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizard

una traduccién en inglés del informe (con exclusion de sus anexos) y
la transmitird a las Oficinas interesadas.

RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentaciéon de la traduccion y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (o0 mas tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) {Articulo
39 (1)) (véase también el recordatorio enviado por la Oficina
Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Cuando deba entregarse una traduccion de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluird la traduccién de cualquier anexo de
informe de Examen Preliminar [nternacional. Corresponde al



solicitante preparar la traduccibn en cuestion y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para més amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacion
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) s6lo serviran a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5])). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacién, la claridad de las
reivindicaciones.

Nombre y direccién postal de 1a Administracién encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea — PB-5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk — Paya Bas

Tel: +31 70 340-2040 Tx: 31 651 eponl

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: Wallentin, Marko
Tel: +31 70 340-3991



TRATAD DE COOPERACION DE PATENTES
PCT

INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD

(Capitulo II del Tratado de Cooperacion en materia de Patentes}
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante o mandatario: PC32633A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/003366

Fecha de presentaciéon internacional: 02.11.2005

Fecha de prioridad: 11.11.2004

Clasificacién Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacién
nacional e IPC: INV. C12N 15/40, C12N 7/04, A61K 39/00, CO7K
14/18, A61K 39/12, C12N 15/86

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC. etal.

1

El reporte de examen preliminar internacional ha sido preparado
por esta Autoridad de Revision Preliminar Internacional bajo el
Articulo 35 y es transmitido al solicitante segtn el Articulo 36.

Este REPORTE consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [] (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de hojas, descritas a continuacion:

[ hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
los dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccién Administrativa
607 del PCT).

[0 hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que esta Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden mas alla de la
divulgacién de la invenciébn tal como fue
originalmente presentada, segin se indica en el punto
4 del Reglamento | y en el Recuadro Suplementario.

b. [0 (remitido anicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(s)) ’
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en e} Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).

\'Vq

\ZL



q, El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:

{d Recuadrol Base de este informe

(] Recuadroll Prioridad

] Recuadro III Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacién industrial

[] RecuadrolV  Falta de unidad de Invencién

(X RecuadroV Declaracion motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacion industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracién

[J Recuadro VI Ciertos documentos citados

[[] Recuadro VIl  Defectos en la Solicitud Internacional

[[J Recuadro VI Observaciones relativas a la solicitud
internacional

Fecha de radicacién de la demanda: 26.01.2006

Fecha de elaboracion de este reporte: 04.10.2006

Nombre y direccién postal de la Administracion encargada del Examen

Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea — PB-5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk — Pays Bas
Tel: +31 70 340-2040 Tx: 31 651 eponl

Fax: +31 70 340-3016

Funcionario Autorizado: CHAMBONNET, F

Tel: 431 70 340-



Recuadro I. Base de este informe

1. Por lo que respecta al idiloma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacién en contra serialada a continuacién.

O Este informe esta basado en una traducciéon del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccion
roporcionada a los fines de:
E] busqueda internacional (segiin Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[0 publicacién de la solicitud internacional (segiin Regla

12.4)
[0 examen preliminar internacional (segin Reglas 55.2
y/0 55.3)
2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,

esta opinidn se ha establecido sobre la base de flas hojas de reemplazo
que hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segin el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcién, Piginas

1-22 tal como se presentaron inicialmente

Lista de secuencias que hacen parte de la descripcibén, paginas,
1-6 tal como se presentaron inicialmente

Reivindicaciones, Nimeros

1-15 tal como se presentaron inicialmente
Dibujos, Figuras
1-3 tal como se presentaron inicialmente

B una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3. [ Las modificaciones ha ocasionado la cancelacion de:
la descripcion, paginas

]
[J 1as reivindicaciones, Nos.
[J los dibujos, hojas/fig.



|
L

4. O

la lista de secuencias (especificar):

&

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

El presente informe ha sido establecido como si no se
hubiesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a
este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban
mas alla de la divulgacion de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario {(Regla

70.2(c)).

[0 1la descripcién, paginas

[0 1as reivindicaciones, Nos.

[(] los dibujos, hojas/fig.

[l lalista de secuencias (especificar):

]

tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida”.

Recuadro No. V

Declaracién razonada segin el Articulo 35

(2) con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacion
industrial: anterioridades y explicaciones que soportan tal

declaracion
1. Declaracion
Novedad (N) 8Si: Reivindicaciones 6 79 10 11 13 14
15
No: Reivindicaciones 1-58 12
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-15
Aplicacién Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-15
No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.



Recuadro suglementnrlo relativo a listas de secuencias

Continuacion del Recuadro 1, punto 2:

1. En lo que se refiere a las secuencias de nucledtidos y/o de
aminodcidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para
la invencion reivindicada, esta opinion se ha establecido sobre la base
de:

a. tipo de material

Bd una lista de secuencias

[] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias
b. formato del material

Bd por escrito

X en soporte legible por ordenador
c. fecha de presentacidn/entrega

Bd contenido en la solicitud internacional tal y como se
presento

Bd presentado junto con la solicitud internacional en
formato legible por ordenador

[[] presentado posteriormente a esta Administracién a
los fines de bisqueda y/o examen

[0 recibido como modificacién, por esta Administracion
en fecha

2. [J Ademas, en caso de que se haya presentado mas de una
version o copia de una lista de secuencias y/o tabla(s) relacionada(s)
con ella, se ha entregado la declaracidn requerida de que la informacién
contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de
la solicitud tal y como se presenté o no va més alla de lo presentado
inicialmente.

3. Comentarios adicionales, si se requiere:



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA \‘ 2 }
Solicitud Internacional No. PCT/IB2005/003366 \ ‘ﬁ,

ftem 11

El documento de prioridad no estaba disponible en la Oficina de Patentes Europea en el
momento y la validez de la prioridad no pudo verificarse. El siguiente razonamiento
debe estar por escrito asumiendo que la prioridad es vélida.

ftem v
Declaracién razonada con respecto a novedad, nivel inventivo, y aplicacién
industrial; citas y explicaciones soportando cada declaracidn,

Se hace refefencia al siguiente documento:

D1: DATABASE UNIPROTKB/TREMBL embl; db_xref
UniProtKB/TfEMBL:QSPZ71 1 Mayo 2000, YOO, D., CARMAN, §: “ORF2b
PRRSV” XP002374565

Novedad

La presente solicitud no cumple con los criterios establecidos en el Articulo 33(1) del
PCT, puesto que la materia de las reivindicaciones 1-5, 8, 12 no es novedosa a la luz del
Articulo 33(2) del PCT.

D3 divulga la secuencia de aminoécidos de las proteinas codificada por par ORF2b a
partir de una cepa del Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(PRRSV) : MGSMQSLFDK IGQLFVDAFT EFLVSIVDII IFLAILFGFT
IAGWLVVFCI RLVYSAILRT RPAIHSEQLQ KIL. El aminodcido 54 es un residuo
de tirosina. Por lo tanto, se conoce un virus PRRSV norteamericano modificado a partir
del cual el residuo de cisteina C54 conservado en la proteina E codificado por ORF2b es
reemplazado por tirosina.

La presente solicitud no cumple con los criterios del Articulo 33(1) del PCT, puesto que
la materia de las reivindicaciones 1 a 5, 8 y 12 no es novedosa a la luz del Articulo
33(29 del PCT.

La materia de las reivindicaciones 6, 7, 9-11, 13-15 parece novedosa a la luz del
Articulo 33(2) del PCT.

Nivel Inventivo

Solo se puede reconocer actividad inventiva para la materia que aparezca soportada y
suficientemente divulgada en la descripcién (Articulos 5 y 6 del PCT).

La descripcién subyacente divulga en el ejemplo 2 la sustitucién del residuo de cisteina
54 en la proteina E (6 2b) del Virus Norteamericano del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV-NA) P129 para generar el virus P129-E-C54S. El



ejemplo 3 describe varias mutaciones del residuo de cisteina 54 en serina resumidas en Q
laTabla F. \@
Al transfectarse en células Marc-145, el clon mutante P129-E-C54S C54S indujo un \ﬁ)
efecto citopético distinto y demostré un fenotipo de placa-pequefia relativo al virus

P129 parental (pégina 14 lineas 18-32, Figura 2). La descripci6n indica (pigina 14,

linea 32 hasta la pdgina 15 linea 2): “Aunque pueden existir varias explicaciones

biolégicas para el fenotipo de placa-pequetfia, la observacién de placas pequefias es una

evidencia directa que el P129-E-C54S se estd regando de céluia en célula de manera

més lenta en comparacién a su ascendencia. Esta caracteristica puede utilizarse en el

actual invento para generar un virus de vacuna vivo atenuado (menos virulento) a partir

de un virus parental virulento.”

El ejemplo 4 estd describiendo solamente una metodologia y no se proporciona dato

alguno. La naturaleza de la atenuacién del mutante P129-E-C54S solo se postula y el

uso como vacuna es puramente especulativo. Las sustituciones por otro aminoécido,

particularmente la treonina, metionina y tirosina, o por un virus europeo PRRS no han

sido realizadas.

Las reivindicaciones 1-15 no han sido soportadas por la descripcién tal como lo requiere
el Articulo 6 del PCT, puesto que su alcance es mis amplio que lo justificado por la
descripcién y los dibujos. Por lo tanto las razones se exponen a continuacién:

El alcance de las reivindicaciones 1-9 parece excesivo a la luz de la contribucion al
estado de la técnica: la descripcién (ejemplos 2 y 3) dan la impresién que el efecto
técnico solo puede llevarse a cabo de una manera en particular, a saber por la sustitucién
del residuo de cisteina 54 en la proteina E (6 2b) del Virus Norteamericano del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV-NA). La materia de las
reivindicaciones 1 a 9 solamente es divulgada y soportada de manera suficiente
mediante una descripcién que abre posibilidades en cuanto a relacionarse con un virus
PRRS-NA en donde la cisteina conservadora en la posicién 54 de la proteina E ha sido
sustituida por serina (Articulos 5 y 6 del PCT). La materia que se relaciona con otros
virus PRRS modificados es especulativa.

fdem, 1a materia de las reivindicaciones 10 y 11 es puramente especulativa puesto que
no ha sido demostrado en la descripcién (Articulo 6 del PCT) que sea adecuado resolver
el problema y si lo hace, cémo lograr el efecto.

Ninguna actividad inventiva a la luz del Articulo 33 del PCT podria reconocerse para tal
materia especulativa,

Adicionalmente, la descripcién es bastante general y simplemente recuerda
procedimientos estdndares, A seguir concierne materia obvia para el experto en el
estado de la técnica a la luz del Articulo 33 del PCT. Si fuera argumentado que por
cualquier razén, la materia especulativa de las reivindicaciones 1-15 no fuera obvia
porque requeriria adaptaciones particulares sobre lo que serla obvio para el experto,
entonces habria una falta de divulgacién (Articulo 6 del PCT) puesto que dicha
adaptacion no estd descrita en la solicitud.

La presente solicitud no cumple con los requisitos establecidos en el Articulo 33(1) del
PCT, puesto que la materia de las reivindicaciones 1-15 no es novedosa y/o no posee
nivel inventivo a la luz de los Articulos 33(2) y (3) del PCT.



La materia de las reivindicaciones 1 a 9, 12 y 13-15, en lo que se relaciona con un virus (3 \
PRRS-NA en donde la Cistelna conservadora en la posicién 54 de la proteina E ha sido \

sustituida por Serina, parece estar soportada, y parece novedosa y poseer nivel inventivo PA
en vista del estado de la técnica anterior si la prioridad es considerada vélida.



REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL — HOJA ANEXA
Solicitud Internacional No. PCT/IB2005/003366

ftem I1

El documento de prioridad no estaba disponible en la Oficina de Patentes Europea en el
momento y la validez de la prioridad no pudo verificarse. El siguiente razonamiento
debe estar por escrito asumiendo que la prioridad es vélida.

ftem v
Declaracion razonada con respecto a novedad, nivel inventivo, y aplicacién
industrial; citas y explicaciones soportando cada declaracidn.

Se hace referencia al siguiente documento:

DI: DATABASE UNIPROTKB/TREMBL embi; db_xref
UniProtK B/TTEMBL:Q9PZ71 1 Mayo 2000, YOO, D., CARMAN, S: “ORF2b
PRRSV” XP002374565

Novedad

La presente solicitud no cumple con los criterios establecidos en el Articulo 33(1) del
PCT, puesto que la materia de las reivindicaciones 1-5, 8, 12 no es novedosa a la luz del
Articulo 33(2) del PCT.

D3 divulga la secuencia de aminodcidos de las prote{nas codificada por par ORF2b a
partir de una cepa del Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(PRRSV) : MGSMQSLFDK IGQLFVDAFT EFLVSIVDII IFLAILFGFT
JAGWLVVFCI RLVYSAILRT RPAIHSEQLQ KIL. El aminoécido 54 es un residuo
de tirosina. Por lo tanto, se conoce un virus PRRSV norteamericano modificado a partir
del cual el residuo de cisteina C54 conservado en la proteina E codificado por ORF2b es
reemplazado por tirosina.

La presente solicitud no cumple con los criterios del Articulo 33(1) del PCT, puesto que
la materia de las reivindicaciones 1 a 5, 8 y 12 no es novedosa a la luz del Articulo
33(29 del PCT.

La materia de las reivindicaciones 6, 7, 9-11, 13-15 parece novedosa a la luz del
Articulo 33(2) del PCT.

Nivel Inventivo

Solo se puede reconocer actividad inventiva para la materia que aparezca soportada y
suficientemente divulgada en la descripcion (Articulos 5 y 6 del PCT).

La descripcion subyacente divulga en el ejemplo 2 la sustitucién del residuo de cistelna
54 en la proteina E (6 2b) del Virus Norteamericano del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV-NA) P129 para generar el virus P129-E-C54S. El



ejemplo 3 describe varias mutaciones del residuo de cisteina 54 en serina resumidas en
la Tabla F.

Al wransfectarse en células Marc-145, el clon mutante P129-E-C54S C54S indujo un
efecto citopédtico distinto y demostrd un fenotipo de placa-pequefa relativo al virus
P129 parental (pigina 14 lineas 18-32, Figura 2). La descripcién indica (pégina 14,
linea 32 hasta la pAgina 15 linea 2): “Aunque pueden existir varias explicaciones
bioldgicas para el fenotipo de placa-pequefia, la observacion de placas pequefas es una
evidencia directa que el P129-E-C54S se estd regando de célula en célula de manera
mds lenta en comparacion a su ascendencia. Esta caracteristica puede utilizarse en el
actual invento para generar un virus de vacuna vivo atenuado (menos virulento) a partir
de un virus parental virulento.”

El ejemplo 4 est4 describiendo solamente una metodologia y no se proporciona dato
alguno. La naturaleza de la atenuacién del mutante P129-E-C54S solo se postula y el
USO como vacuna es puramente especulativo. Las sustituciones por otro aminoécido,
particularmente la treonina, metionina y tirosina, o por un virus europeo PRRS no han
sido realizadas.

Las reivindicaciones 1-15 no han sido soportadas por la descripcién tal como lo requiere
el Articulo 6 del PCT, puesto que su alcance es més amplio que lo justificado por la
descripcidn y los dibujos. Por lo tanto las razones se exponen a continuacion:

El alcance de las reivindicaciones 1-9 parece excesivo a la luz de la contribucion al
estado de la técnica: la descripcién (ejemplos 2 y 3) dan la impresion que el efecto
técnico solo puede llevarse a cabo de una manera en particular, a saber por la sustitucién
del residuo de cisteina 54 en la protelna E (6 2b) del Virus Norteamericano del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino (PRRSV-NA). La materia de las
reivindicaciones 1 a 9 solamente es divulgada y soportada de manera suficiente
mediante una descripcién que abre posibilidades en cuanto a relacionarse con un virus
PRRS-NA en donde la cisteina conservadora en la posicion 54 de la proteina E ha sido
sustituida por serina (Articulos 5 y 6 del PCT). La materia que se relaciona con otros
virus PRRS modificados es especulativa.

fdem, la materia de las reivindicaciones 10 y 11 es puramente especulative puesto que
no ha sido demostrado en la descripcidn (Articulo 6 del PCT) que sea adecuado resolver
el problema y si lo hace, cdmo lograr ¢l efecto.

Ninguna actividad inventiva a la Juz de) Articulo 33 del PCT podria reconocerse para tal
materia especulativa.

Adicionalmente, la descripcién es bastante general y simplemente recuerda
procedimientos estindares. A seguir concierne materia obvia para el experto en el
estado de la técnica a la luz del Articulo 33 del PCT. Si fuera argumentado que por
cualquier raz6n. la materia especulativa de las reivindicaciones 1-15 no fuera obvia
porque requerirla adaptaciones particulares sobre lo que serfa obvio para el experto,
entonces habria una falta de divulgacién (Articulo 6 del PCT) puesto que dicha
adaptacion no estd descrita en la solicitud.

La presente solicitud no cumple con los requisitos establecidos en el Articulo 33(1) del
PCT, puesto que la materia de las reivindicaciones 1-15 no es novedosa y/o no posee
nivel inventivo a la luz de los Articulos 33(2) y (3) del PCT.
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La materia de las reivindicaciones 1 29, 12 y 13-15, en lo que se relaciona con un virus
PRRS-NA en donde la Cistefna conservadora en la posicion 54 de la proteina E ha sido
sustituida por Serina, parece estar soportada, y parece novedosa y poseer nivel inventivo
en vista del estado de la técnica anterior si la prioridad es considerada vélida.
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international preliminary report on patentablilty and its annexes, if any, established on the Intemational

2. A copy of the report and lts annexes, if any, le being transmitted to the International Bureau for
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and industrial applicability described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intemational
preliminary examination and that "any Contracting State may apply additional or different criteria for the
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27(5)). Such additional criterla may relate, for example, to axemptions from patentabliity, requirements for
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Authorlty under Article 35 and transmitied to the applicant according to Article 36.
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® BoxNo.l  Basis of the report
O BoxNo.ll  Priorly
[0 BoxNo.Ill Non-esiablishment of opinlon with regard to novelty, Inventive step and Industrial applicablity

. O BoxNo.IlV Lack of unity of Invention

2 BoxNo.V Reascned statement under Arlicle 35(2) with regard to novetly, inventive step or industrial
applicabliRy; citations and explanations supporting such statement

O BoxNo.V1 Certaln documents clted
O Box No. VIl Certaln defects in the Intemational appfication
O Box No.VHl Carlain observations on the Intemational application

I
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Form PCTAPEA/400 (Cover Sheet) (April 2005)
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Box No.| Baals of the report

1. With regard to the languags, this report Is based on the intemational application In the language In which it was

filed, unless otherwise Indicated under this item.

3 This report is based on translations from the original language Into the following language ,
which Is the language of a translation fumished for the purposes of: -

O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the intemational application (under Rule 12.4)
O intemational prefiminary examination (under Rules 552 andbr 55.3)

. With regard to the elements® of the inlemational application, this report Is based on npahcamam' sheels which
have been furnished to the receiving Office in response 1o an invitation undsrAniab(ﬂam relerred o in this
report as "originally filed” and are not annexed io this report):

Description, Pages
1-22 as originally flled

Sequence listings part of the description, Pages
1-8 as originally fllad

Claims, Numbers

1-16 as originally tlled
Drawings, Figures
13 as originally flled

B asequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating 1o Sequence Listing

. O The amendments hava resulted in the cancellation of:

0 the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to sequenca listing (specify):

. Ead Thlsbr:port hcal: been et:';‘tablti‘sahedbas i (tmml?j o:)o:'he amgndmams annexed 1o this report and listed below
not been made, since they have been considered to go nd the disclosure as filed, as indicated
Supplemental Box (Rule 70.2(c)). goneye icated in the

O the description, pages

O the claims, Noe.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing {specily):

D any table(s) related to sequence listing (specily):

* If item 4 spplies, gome or all of these sheets may be marked "superseded.”

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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Box No.V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventiva step or Iindustrial
spplicablility; citatlons and explanations supporting such staiement

1. Statement
Novaelty {N) Yes: Claims 6791011131415
No: Claims 1-5812
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-15
Industrial epplicabillty (1A) Yes: Claims 1-15
No: Claims

. 2. Cilatlons and explanations (Rule 70.7):
see separate sheet -

Form PCTAPEA/400 {Janusary 2004)
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box. I, Hem 2:

1. With regard to any nuclecilde andlor smino acid sequence disclosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this report has been established on the basis of:

a. type of material:
B asequencs listing
D table{s) related to the ssquence lisling
b. format of material:
B  in written format
B in computer readable form
c. time of filingfurnishing:
B contained in the intemational application as flled
B3 flled together with the intemational application in computer readable form
OO tumished subsequently o this Authority for the purposes of search andbr examination
O received by this Authority as an amendment on

2. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequance listing andbr table(s) relati
thereto has been filed or fumished, the required statements that the Informatlog inthe subse(ql’lem o:-‘g
additional coples is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed
as appropriate, were fumished. )

3. Additional observations, if necessary:

Form PGTAPEA/408 (January 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY International appication No.
REPORT ON PATENTABILITY

(SEPARATE SHEET) ' PCT/IB2005/003366
Reltem il

The priority document was not available in the EPO at this time and the validity of the
priority cannot be checked. The following reasoning has be written assuming the priority is
valid.

BeltemV
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or Industrlal applicability;
citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following document

D1: DATABASE UNIPROTKB/TREMBL embl; db_xref UniProtKB/TrEMBL:Q9PZ71 1
May 2000 (2000-05-01), YOO,D., CARMAN,S: "ORF2b PRRSV" XP002374565

Novelty

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-5, 8, 12 are not new in the sense of Article 33(2) PCT.

D3 discloses the amino acld sequence of the proteins encoded par ORF2b from an
Ontario strain of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) :
MGSMQSLFDK IGQLFVDAFT EFLVSIVDII IFLAILFGFT IAGWLVVFCI RLVYSAILRT
RPAIHSEQLQ KIL. The amino acid 54 is a tyrosine resldue. Hence, an infectious North
American modified PRRSV virus from which the conserved cysteine residue C54 in the
protein E encoded by ORF2b is replaced by tyrosine is known.

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
. subject-matter of claims 1 to 5, 8 and 12 is not new in the sense of Article 33(2) PCT.

The subject-matter of claims 6, 7, 9-11, 13-15 appears novel in the sense of Arficle 33(2)
PCT.

Inventive step

Form PCT/Separste Sheet/400 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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Inventive activity can only be acknowledged for the subject matter that appears supported
and sufficiently disclosed in the description ( Articles 5 and 6 PCT).

The underlying description discloses in example 2 the substitution of Cysteine residue 54
in protein E { or 2b) of North American Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome
Virus (PRRSV-NA) P129 io generate P129-E-C54S virus, Example 3 describes several
mutations of cysteine residue 54 in serine summarized in Table F.

When transfected into Marc-145 cells, the P128-E-C54S C54S mutant clone induced a
distinct cytopathic effect and displayed a small-plaque phenotype relative to £129 parental
virus ( page 14 lines 18- 32, Figure 2). The description indicates ( page 14, line 32 to page
15 line 2) : " Although there can be a number of biological explanations for a small-plaque
phenotyps, the observation of small plaques is a direct evidence that the P129-E-C548S Is
spreading from cell to cell more slowly than its parent. This characteristic can be used In
. the current invention to generate an attenuated ( less virulent) live vaccine virus from a
virulent parent virus.”

Example 4 Is only describing a methodology and no data are provided. The character of
attenuation of the mutant P129-E-C548 is only postulated and the use as a vaccine is
purely speculative. Substitutions by another amino acid, in particular Threonine,
Methionine and Tyrosine, or for a European PRRS virus, has not been done.

Claims 1-15 are not supported by the description as required by Article 6 PCT, as their
scope is broader than justified by the description and drawings. The reasons therefor are
the following:

The scope of claims 1-9 seems excessive in the light of contribution to the ant : the
description (examples 2 and 3) convey the impression that the technical effect can only be
carried out in a particular way, namely by the substitution of Cysteine residue 54 in protein
E ( or 2b) of North American Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus
(PRASV-NA). The subject-matter of claims 1 to 9 is only sufficiently disclosed and
supported by an enabling description as far as pertaining to a North American PRRS virus
wherein the conservative Cysteine in position 54 of the protein E has been substituted by
Serine (Aricles 5 and 6 PCT). The subject-matter pertaining to other modified PRRS virus
Is speculative.

Idem, the subject matter of claims 10 and 11 is purely speculative because it has not been

Form PCT/Separate Shesti08 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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shown in the description (Art. 6 PCT) that it is suitable to solve the problem and if it does,
how to achieve the effect.

No inventive activity in the sense of Article 33 PCT may be acknowledged for such a
speculative subject matter.

Moreover, the description is fairly vague and simply recalls standard procedures. It follows
that it concems subject-matter obvious to the skilled artisan in the sense of Article 33 PCT.

. It.it were.argued_that,. for whatever reason, the speculative subject matter of claims 1-15 is

not obvious because it requires particular adaptations over what would be obvious to the
skilled artisan, then there is lack of disclosure (Art. 6 PCT) because said adaptation is not
described in the application.

The present application does not meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claims 1-15 is not new and/or does not involve an inventive step in the
sense of Articles 33 (2) and (3) PCT.

The subject matter of claims 1 to 9, 12 and 13-15, as far as it pertains to a North American
PRRS virus wherein the conservative Cysteine in position 54 of the protein E has been
substituted by Serine, appears supported, novel and inventive in view of the prior state of
art If the priority will be deemed to be valid .

Frédérique Chambonnet

Form PCT/Separate Sheet/4D8 (Shest 3) (EPO-January 2004)
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