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DESCRIPCION
Proteina de fusion del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino como vacuna contra el SRRP
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a una proteina de fusion de la vacuna de subunidades contra el SRRP que induce
titulos de neutralizaciéon del VSRRP en cerdos.

2. Descripcion de la técnica relacionada

El sindrome reproductor y respiratorio porcino es una enfermedad infecciosa porcina que afecta principalmente a las
vias respiratorias de los cerdos en diversas edades y da como resultado cerdas que tienen disfuncién reproductora.
El VSRRP es un virus resistente que no tiende a provocar anticuerpos que tienen titulos de neutralizacién en el
cerdo infectado. Ademas, el VSRRP es un virus de ARN y se reproduce faciimente basandose en un sistema
genético simplificado, de modo que la probabilidad de mutaciones genéticas es muy alta. Ademas, las infecciones y
la via patogénica del virus del SRRP pueden clasificarse en dos etapas: (A) infecciones de tejidos epiteliales de los
tractos reproductores superior e inferior; y (B) infecciones de monocitos y macrofagos en tejidos que rodean los
tractos reproductores. Por tanto, el huésped debe tener inmunidad de fluidos corporales asi como inmunidad de la
mucosa con titulos de neutralizacién y también una respuesta inmunitaria mediada por células para facilitar la
eliminacién de los virus infectados y reforzar los mecanismos de proteccion del huésped. Sin embargo, no resulta
demasiado facil que el cerdo infectado con VSRRP tenga titulos de neutralizacion en condiciones naturales, por lo
que los anticuerpos tipicos basicamente tienen poco efecto sobre el VSRRP, e incluso inducen mutaciones en los
virus. Ademas, en un aumento dependiente de anticuerpo de la fagocitosis, los anticuerpos sélo podrian provocar
infecciones por VSRRP mas graves.

La patente taiwanesa n.° 1-2289933 y la publicacion de patente estadounidense n.° US 2004/0247617 dan a conocer
una proteina de fusién especifica de células diana, que utiliza una resto y un dominio funcional de exotoxinas de
Pseudomonas aeruginosa para fusionar un fragmento de proteina nuclear ORF7 del VSRRP, con un péptido sefal
KDEL afadido en el extremo carboxilo-terminal. La proteina de fusién puede producirse en gran cantidad en E. col.
Cuando se inmunizan cerdos con la proteina de fusioén, es posible reducir o eliminar la viremia tras exponerse a
VSRRP en los cerdos inmunizados. El texto completo de la patente se incorpora al presente documento.

En la heterodimerizacion entre ORF5 y ORF6 del VSRRP, el epitopo Cys-34 de ORF5 y el epitopo Cys-8 de ORF6
desempefian un papel critico en la infeccioén viral y el ensamblaje de la envuelta del mismo. (Snijder Eric J., Jessica
C. et al., Journal of Virology, enero de 2003, vol. 77, n.° 1:97-104). Ademas, la secuencia consenso de ORF5 del
VSRRP (YKNTHLDLIYNA) es un epitopo entre el aminoacido 38 y el aminoacido 44, que esta ubicado en el dominio
extracelular N-terminal de ORF5 del VSRRP y se ha identificado como un epitopo de neutralizacion (Ostrowski M., J.
A. Galeota, et al., Journal of Virology, mayo de 2002, vol. 76, n.° 9:4241-4250).

La técnica anterior da a conocer la construccion de antigenos de ORF5 u ORF6 del VSRRP completos entre PE y
KDEL. Tras la inmunizacién de estas proteinas de fusién, los cerdos padecieron una inflamacion intensa en sus
pulmones tras exponerse al VSRRP, lo que indica que ORF5 u ORF6 del VSRRP tiene un efecto alérgico especifico
de antigeno. De manera manifiesta, es dificil usarlos como antigenos de vacuna contra el SRRP. Por tanto, para
desarrollar una vacuna y proteger de manera eficaz los cerdos frente a infecciones por SRRP, existen un gran
numero de dificultades que deben superarse. Deberia disefiarse para que tenga una menor inmunotoxicidad y un
mayor titulo de neutralizacion.

La publicacién de patente estadounidense n.° 2004/0247617 da a conocer medios para la vacunaciéon contra el
VSRRP usando una proteina de fusién que comprende a) un dominio de translocacion de exotoxinas A de
Pseudomonas, b) un péptido expresado a partir de ORF7 del VSRRP, y c) una secuencia peptidica carboxiterminal
que comprende KKDELRDELKDEL. El elemento a) se usa con el fin de translocar la proteina de fusion al citoplasma
celular tras la union celular, y el elemento c) se usa con el fin de retener la proteina en el reticulo endoplasmico. En
estudios de inmunizacion (ejemplo 2) se usaron dos proteinas, una que tenia el extremo C-terminal de tipo KDEL
(“PE-DGDK”) y una sin el mismo (“PE-DGD”). La mejor proteccion frente a la exposicion viral se obtuvo con la
proteina de fusién de tipo PE-DGDK.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la invencion se refiere a una proteina de fusién del virus del sindrome reproductor y respiratorio
porcino (VSRRP), que comprende: a) un péptido de exotoxina A de Pseudomonas (PE) que comprende un dominio
de unién y un dominio de translocacion, ubicado en el extremo N-terminal de la proteina de fusién; b) un péptido de
fusion de ORF6-2~26 (SEQ ID NO: 11) y ORF5-31-63 (SEQ ID NO: 10) de la cepa americana de VSRRP, o un
péptido de fusion de ORF6-M1-128 (SEQ ID NO: 12) y ORF5-F31~A64 (SEQ ID NO: 13) de la cepa europea de
VSRRP; y c) un dominio carboxilo-terminal que comprende la secuencia de aminoacidos de KDEL-KDEL-KDEL
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ubicado en el extremo C-terminal de la proteina de fusion, en el que las letras mayusculas “KDEL” representan
cédigos de aminoacido de una sola letra.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion de vacuna que comprende una cantidad eficaz de una
proteina de fusion tal como se menciond anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una proteina de fusiéon tal como se mencioné anteriormente para su uso en
la prevencion del VSRRP.

Ademas en otro aspecto, la invencién se refiere a una composiciéon de vacuna tal como se mencioné anteriormente
para su uso en la prevencion del VSRRP.

En la presente invencion, la secuencia de acido nucleico que codifica para la proteina de fusién que contiene un
fragmento de ORF5 del VSRRP y un fragmento de ORF6 del VSRRP puede modificarse, y no existe limitacion
particular para la secuencia, pero es preferiblemente una secuencia de acido nucleico que puede expresarse en
grandes cantidades en un sistema huésped-vector de E. coli, y las proteinas expresadas son idénticas a las de tipo
natural. Tomando como ejemplo la cepa americana del VSRRP, preferiblemente la secuencia de acido nucleico
modificada que codifica para la proteina de fusién es tal como se observa en SEQ ID NO:1. Para las cepas europeas
del VSRRP, preferiblemente la secuencia de acido nucleico modificada que codifica para la proteina de fusiéon es
SEQ ID NO:9.

Una realizacion preferida del fragmento del dominio de unidn y de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas
de la proteina de fusion en la presente invencién es una exotoxina de Pseudomonas a la que se le ha eliminado la
toxicidad, que es un fragmento de la exotoxina A de Pseudomonas sin dominio lll. Preferiblemente, el fragmento de
dominio de unién y de translocacion de la exotoxina A de Pseudomonas actia como resto ligando que puede
reaccionar con, reconocer o unirse a un receptor en la célula diana.

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede comprender un adyuvante adecuado conocido en la
técnica: dispersante, humectante (tal como Tween 80), o inyecciones estériles preparadas con suspensiones (tal
como disoluciones para inyeccion estéril o disoluciones en aceite). Las preparaciones para inyeccion estéril también
pueden usarse en diluyentes o disolventes de suspensiones o inyecciones estériles durante inyecciones inocuas, por
ejemplo, en disoluciones de 1,3-butanodiol. Los disolventes o vehiculos aceptables incluyen manitol, agua, soluciéon
de Ringer y disolucion isotdnica de cloruro de sodio. Ademas, en la técnica anterior se usan aceites esterilizados y
fijos como disolventes o medios de suspension (por ejemplo, monoglicéricos o diglicéridos sintetizados). Los acidos
grasos (tales como acidos oleicos o derivados de glicéridos) y aceites naturales farmacéuticamente aceptables (tales
como aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente derivados polioxietilados de los mismos) pueden usarse en
preparaciones inyectables. Las suspensiones o disoluciones en aceite también pueden comprender dispersantes,
diluyentes de alcohol de cadena larga, carboximetilcelulosa, o dispersantes similares. Otros tensioactivos usados
comunmente tales como Tweens y Spans, o emulsionantes y potenciadores de la biodisponibilidad (usados
habitualmente en la fabricacién de sdlidos, liquidos u otras formas de dosificacién de alumbre farmacéuticamente
aceptables) también pueden usarse con fines preparativos.

Composiciones para administracién oral pueden ser cualquier forma farmacéutica aceptable para administracion
oral, comprendiendo, pero sin limitarse a, capsulas, comprimidos, emulsiones, suspensiones acuosas, dispersantes
y disoluciones. En el caso de los comprimidos con fines de administracion oral, los vehiculos tipicos incluyen lactosa
y almidén de maiz. A menudo se afiade un lubricante, tal como estearato de magnesio. Para la administracion oral
con capsulas, los diluyentes adecuados incluyen lactosa y almidon de maiz. En el caso de la administracién oral de
emulsiones o dispersantes acuosos, los principios activos podrian asociarse con emulsiones o suspensiones para su
suspension o dispersion en fase de aceite. Dependiendo de las necesidades, pueden afiadirse ciertos edulcorantes,
agentes aromatizantes o agentes colorantes.

Una composicion para inhalacion o de aerosol nasal puede prepararse segun técnicas bien conocidas en la técnica
de formulacién farmacéutica. Por ejemplo, una composicion de este tipo puede prepararse como disolucion en
solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de la absorcién para
potenciar la biodisponibilidad, fluorocarburos y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica.
También pueden administrarse composiciones que contienen proteinas de fusién en forma de supositorios para
administracion rectal.

Los vehiculos de la composicién farmacéutica deben ser “aceptables”, es decir compatibles con los principios activos
en la formulacién (preferiblemente, capaces de estabilizar el principio activo) y no perjudiciales para el sujeto que va
a tratarse. Otros ejemplos de los vehiculos incluyen diéxido de silicio coloidal, estearato de magnesio, celobiosa,
laurilsulfato de sodio, y amarillo D&C n.° 10.

La composicién farmacéutica de la proteina de fusidon en la presente invencién comprende preferiblemente un
adyuvante inmunitario. El adyuvante inmunitario usado no esta limitado y puede ser uno cualquier convencional
usado en vacunas conocidas en la técnica, comprendiendo Alumigel y una emulsiéon en aceite, tales como FIA o
FCA de Freund o emulsionante de monooleato de manida (ISA720 o ISA206, SEPPIC®, Francia), preferiblemente
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ISA206.

Otros objetos, ventajas y caracteristicas novedosas de la invencion resultaran mas evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada tomada junto con los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 es una ilustracion esquematica de la proteina de fusion PE-PQGAB del ejemplo 1;
la figura 2 es un diagrama de flujo de la construccion de plasmido de PE(Alll)-PQGAB del ejemplo 1;

la figura 3 es el diagrama de electroforesis de los fragmentos de acido nucleico sintetizados segun el ejemplo 1, con
cuatro fragmentos de ADN (a: 70 pb, b: 129 pb, c: 186 pb, d: 204 pb); y

la figura 4 es el mapa de plasmido de PE(Alll)-PQGAB.

La figura 5 es el resultado de proteinas inducidas en el sistema huésped-vector en E. coli y extraidas de cuerpos de
inclusion mediante extraccién con urea 8 M. carril 0 h, 2 h: las muestras de lisis total 0 h y 2 h tras la induccién de
IPTG de E. coli con pPE-PQGAB-KS3; y carril 8 M: extraccion proteica con urea 8 M de PE-PQGAB-K3.

La figura 6 muestra la secuencia de SEQ ID NO: 1 a 23.
Descripcion detallada de la realizacion preferida

La caracteristica de la presente invencion se basa en el hallazgo de que cuando se eliminan la mayoria de las
proteinas estructurales en OR5 y ORF®6, era posible dejar docenas de aminoacidos N-terminales de ORF5 y ORF®6,
construyendo de ese modo una cadena de péptido de fusion PQGAB, e insertar después la cadena de péptido entre
PE y la secuencia K3, y se confirmé que la proteina de fusién PE-PQGAB-K3 tenia titulos de neutralizaciéon en suero
mediante pruebas de inmunizacién en ratones y cerdos.

Se proponen los siguientes ejemplos para explicar la presente invencion, pero no se exponen para limitar el alcance
de la misma.

Ejemplo 1: Péptido de fusion PQGAB de la cepa americana del VSRRP

Se obtuvieron las secuencias proteicas de ORF5 y ORF6 del VSRRP de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI, EE.UU.). Basandose en los mecanismos mencionados anteriormente de
infecciones virales, las regiones del VSRRP que tienen titulos de neutralizacién estan ubicadas en el extremo N-
terminal de ORF5 y ORF®6. Es decir, los residuos de aminoacido 2 a 26 de ORF6 (SEQ ID NO:11), y los residuos de
aminoacido 31 a 63 de las proteinas estructurales de ORF5 (SEQ ID NO:10). La secuencia de aminoacidos que
resulta de la fusién de los dos péptidos se ilustra a continuacion:

GSSLDDFCYDSTAPQKVLLAFSITYASNDSSSHLQLIYNLTLCELNGTDWLANKFDWA

La secuencia del péptido de fusion ORF6-2~26-ORF5-31~63 del VSRRP era la combinacion de los péptidos (ORF6)-
G,SSLDDFCYDSTAPQKVLLAFSITY2 (SEQ ID NO:11) y (ORF5)-A3:SNDSSSHLQLIYNLTLCELNGTDWL
ANKFDWAs3 (SEQ ID NO:10), en los que el fragmento GSSLDDFC se denomina “P”, el fragmento
YDSTAPQKVLLAFSITY “Q”, el fragmento ASNDSSSHLQLIYNLTLC “A” y ELNGTDWLANKFDWA “B”. El fragmento
PQ es un fragmento de ORF6 y el fragmento AB es un fragmento de ORF5. G es el hueco o puente de los
polipéptidos de PQ y AB. G puede ser el aminoacido 27 de ORF6 o cualquier fragmento de polipéptido de ORF6
desde el 27 hasta cualquier codén ligado. A la posicion G también se le puede no afiadir ningiin aminoacido dentro
de los polipéptidos de PQ y AB.

El ejemplo emplea la region del péptido de fusion PQGAB para construir una proteina clave (epitopo) que puede
inducir titulos de neutralizacion y proteccion inmunitaria con el fin de obtener efectos de induccion de proteccion
inmunitaria in vivo. La ilustracion esquematica de la proteina de fusion PE-PQGAB-K3 y los diagramas de flujo de
construccion de plasmidos de PE(AIll)-PQGAB y PE (Alll)-PQGAB-K3 se muestran en la figura 1 y la figura 2,
respectivamente.

Ejemplo 2

La preparacion de la secuencia nucleica que codifica para el péptido PQGAB se ilustra a continuacién. Un
aminoacido corresponde a diversos conjuntos de tripletes de nucledtidos, asi que es preferible obtener los tripletes
de nucleodtidos correspondientes de la bibliografia (tal como http://www.kazusa.or.jp/codon) que es adecuado para su
expresion en el sistema de E. coli en lugar de los tripletes de nucledtidos correspondientes que no son faciles de
reconocer y expresar por E. coli De manera similar, si la secuencia que codifica para el péptido PQGAB debe
expresarse en sistemas de levadura, se prefieren los tripletes de nucleétidos apropiados para su expresion sistemas
de levadura (tal como Saccharomycesor pichia spp.).
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Se disefid una secuencia correspondiente con tripletes de nucleétidos adecuados para su expresion en el sistema
de E. coli segun la secuencia de aminoacidos de la proteina de fusion PQGAB. Se afiadieron los extremos en 5’y 3’
de la secuencia correspondiente mediante sitios de restriccion para su clonacion posterior. Para mejorar la eficacia
de la digestion y facilitar el disefio de cebadores de PCR, a ambos extremos de la secuencia se les podrian afadir
tripletes de nucleétidos con bases de replicacion, tales como CCC, AAA, GGG o TTT. La secuencia de acido
nucleico que codifica para la proteina de fusion PQGAB de la cepa americana del VSRRP se ilustra en SEQ ID
NO:1.

Hay un total de 207 nucledtidos en SEQ ID NO:1, y cuando se cloné en un plasmido mediante enzimas de
restriccion, se cortaron algunos de los tripletes de nucleétidos, dejando 180-186 nucledtidos ligados al plasmido.

Cuando se identificé la secuencia de acido nucleico diana que codifica para la proteina de fusion PQGAB, se analizé
el mapa de restriccion de la secuencia de acido nucleico mediante DNA Strider antes de la sintesis, y después se
ligd cada extremo de la secuencia diana a secuencias de sitio de restriccion para la clonacion posterior, segun el
mapa de restriccion. El producto sintetizado de la secuencia diana debe digerirse mediante determinadas enzimas
de restriccién antes de la clonacion, asi que es preferible evitar cualquier sitio de restriccion susceptible a las
enzimas usadas en la regidon estructural de la secuencia. Si existen sitios de restriccion sujetos a enzimas de
clonacion en la region estructural de la secuencia diana, debe volver a disefiarse la secuencia diana de modo que se
usen codones diferentes de los mismos aminoacidos, para eliminar los sitios de restricciéon que fueran idénticos para
la clonacion en la region estructural de la secuencia diana.

Posteriormente, el método dado a conocer en la patente taiwanesa n.° [-2289933 y la publicacion de la patente
estadounidense n.° US 2004/0247617 se us6 para modificar los codones de nucledtidos correspondientes de la
secuencia de aminoacidos de tipo natural, de modo que la proteina de tipo natural se expresé en gran cantidad
mediante el sistema de E. coli. La esencia de la modificacion es modificar la secuencia de acido nucleico de tipo
natural de modo que los aminoacidos expresados normalmente no se vean afectados, y la expresion en E. coli se
mantenga eficaz. La secuencia de acido nucleico modificada puede sintetizarse mediante PCR usando una variedad
de pares de cebadores. Los cebadores estan numerados tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Los numeros correspondientes de cebadores para los antigenos PQGAB de la cepa americana del VSRRP

Antigeno diana | Cebador directo | SEQ. ID NO: | Cebador inverso | SEQ ID NO:
PQGAB-US F1 2 R1 6
PQGAB-US F2 3 R2 7
PQGAB-US F3 4 R3 8
PQGAB-US F4 5

Las secuencias de los cebadores directos e inversos se muestran a continuacion:

el cebador directo F1 (SEQ ID NO: 2) corresponde a los nucleétidos 79-122 de SEQ ID NO: 1, concretamente
5-GCT TTC TCC ATC ACC TAC CGT TCC AAC GAC TCC TCC TCC CAC CT-33;

el cebador directo F2 (SEQ ID NO: 3) corresponde a los nucledtidos 48-95 de SEQ ID NO: 1, concretamente
5-C GAC TCC ACC GCT CCC CAG AAAGTT CTG CTG GCT TTC TCC ATC ACC TA-3;;

el cebador directo F3 (SEQ ID NO: 4) corresponde a los nucledtidos 22-65 de SEQ ID NO: 1, concretamente
5-GGT TCC TCC CTG GAC GAC TTC TGC TAC GAC TCC ACC GCT CCC CA-3;;

el cebador directo F4 (SEQ ID NO:5) corresponde a los nucledtidos 1-40 de SEQ ID NO: 1, concretamente
5-CCC AAA CCC CAT ATG GAATTC GGT TCC TCC CTG GAC GAC T-3;

el cebador inverso R1 (SEQ ID NO: 6) corresponde a los nucleétidos 148-106 de SEQ ID NO: 1, concretamente
5-A CAG CGT CAG GTT GTA GAT CAG TTG CAG GTG GGA GGA GGA GTC-3;

el cebador inverso R2 (SEQ ID NO: 7) corresponde a los nucleétidos 176-133 de SEQ ID NO: 1, concretamente
5-GC CAG CCA GTC GGT ACC GTT CAG TTC GCA CAG GGT CAG GTT GTA-3;

el cebador inverso R3 (SEQ ID NO: 8) corresponde a los nucleétidos 207-164 de SEQ ID NO:1, concretamente
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5-TTT TTT CTC GAG AGC CCA GTC GAATTT GTT AGC CAG CCA GTC GG-3;
en los que R1, R2 y R3 eran secuencias complementarias de manera inversa de una secuencia génica.

En primer lugar se realizo el fragmento sintetizado sin molde de ADN. Se hibridaron el cebador directo F1 y el
cebador inverso R1 entre si, disenandose 10-18 bases en los extremos 3’ de cada cebador de manera
complementaria entre si, y el complejo resultante se leyd y complementé mediante polimerasa para obtener un
producto de molde de ADN bicatenario.

Tras la primera ronda de PCR, se tomaron 0,01~4 pl del producto de PCR como molde de ADN de la segunda ronda
de PCR, afhadiendo a esto el segundo par de cebadores, es decir el cebador directo F2 y el cebador inverso R2,
0,01~4 pl en cada caso, junto con la Pfu polimerasa, reactivos y dNTP necesarios, y se realizé la segunda ronda de
PCR. De manera similar, se afiadio el par de cebadores F3 y R3 a esto y se realizd de nuevo la PCR; se repitieron
los procedimientos con el par de cebadores F4 y R3, y de este modo se obtuvo una secuencia de acido nucleico de
PQGAB modificada que tenia 207 pb.

Los fragmentos de acido nucleico sintetizados se sometieron a electroforesis y se confirmé que tenian los tamafos
esperados. PQGAB-1(207 pb), tal como se muestra en la figura 3; PQGAB generé 4 fragmentos de ADN a, b,cyd
(a: 70 pb, b: 129 pb, c: 186 pb, d: 207 pb).

Ejemplo 3: Fragmento de PQGAB de las cepas europeas del VSRRP

El disefio de la proteina de fusion en los ejemplos 1 y 2 esta destinado a la cepa americana del VSRRP, pero aparte
de la cepa americana del VSRRP, la cepa europea y la cepa australiana también son muy prevalentes a nivel global.
La similitud de los aminoacidos estructurales no es alta, sélo del 60-80%, de modo que pueden realizarse disefios de
otras proteinas de fusion ORF5&0RF6 de la misma manera que en los ejemplos 1 y 2 para disefiar y sintetizar
cebadores.

Tomando como ejemplo PQGAB de la cepa europea del VSRRP, la secuencia de aminoacidos del dominio de fusion
contenia ORF6-M1~128 + (SEQ ID NO: 12), y ORF5-F31~A64 (SEQ ID NO:13) de la cepa europea del VSRRP.

Tras confirmar la secuencia, se realiz6 la preparacion de las proteinas de fusién de la cepa europea del VSRRP de
la misma manera que en los ejemplos 1-2. La secuencia de acido nucleico modificada se sintetiz6 mediante PCR
usando una variedad de pares de cebadores. Los cebadores estan numerados tal como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Los numeros correspondientes de cebadores para los antigenos PQGAB de la cepa europea del VSRRP

Antigeno diana | Cebador directo | Seq. ID n.° Cebador inverso | Seq. ID n.°
PQGAB-EP F1 14 R1 18
PQGAB-EP F2 15 R2 19
PQGAB-EP F3 16 R3 20
PQGAB-EP F4 17 R4 21

La secuencia de acido nucleico diana que codifica para la proteina de fusion PQGAB-EP se sintetizd con los
cebadores mostrados anteriormente in vitro, siguiendo el procedimiento descrito en el ejemplo 2. Para mejorar la
eficacia de la digestion y facilitar el disefio de cebadores de PCR, a ambos extremos de la secuencia se les
afiadieron tripletes de nucleétidos con bases de replicacion, tales como CCC, AAA, GGG o TTT.

Ejemplo 4: Construccion de plasmidos que contienen la secuencia diana

Tomando como ilustracion el producto del ejemplo 2, el fragmento de ADN de 207 pb sintetizado se digirié con
EcoR1y Xho1, se ligd a un plasmido de E. coli que contenia una secuencia peptidica que tenia funciones de unién y
translocacion, y un péptido carboxilo-terminal, y el plasmido resultante fue pPE-PQGAB-K3.

El plasmido pET15 que tiene un promotor T7 y un marcador de resistencia antibidtica (a la ampicilina) construido en
el mismo puede expresar la proteina de fusion del fragmento PQGAB del VSRRP vy eliminar la toxicidad de la
exotoxina de Pseudomonas (exotoxina A de Pseudomonas sin dominio lll). El mapa de vectores se muestra en la
figura 4.

Finalmente, se transformé el plasmido mencionado anteriormente en células o cepas bacterianas que pueden
expresar las proteinas de fusion.

Ejemplo 5: Expresion y analisis de la proteina diana
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Se confirmé que las cepas bacterianas que tenian el plasmido mencionado anteriormente contenian tanto el
plasmido como el gen de PQGAB en el 90% de la poblacion. Se prepararon las cepas como disoluciones madre de
glicerol en alicuotas de 2 ml y se almacenaron a -70°C. En un entorno estéril, se inocularon 2 ml de las disoluciones
madre almacenadas en un matraz de 500 ml esterilizado en autoclave que contenian 200 ml de LB (+500 pg/ml de
Amp), se agitaron en un incubador rotatorio a 37°C, 150 rpm durante 10~12 horas, y se obtuvo un cultivo. Se cultivd
el liquido hasta que la DO600 alcanzé 1,0+0,4.

En un entorno estéril, se inocularon 50 ml del liquido de cultivo en cada uno de los ocho matraces de 3000 ml que
contenian 1250 ml de LB (+500 pg/ml de Amp + 50 ml de glucosa al 10%), se agitaron a 37°C, 150 rpm durante 2~3
horas hasta que la DO600 alcanzé 0,3+0,1, se afiadieron 50 ppm de IPTG, se agito el cultivo de nuevo a 37°C, 150
rpm durante 2 horas, de modo que se llevo a cabo la produccién de proteina.

Entonces se disolvié la PE-PQGAB-K3 contenida en cuerpos de inclusién mediante el método de extracciéon con
urea 8 M, las proteinas PE-PQGAB-K3 extraidas se muestran en la figura 5. Pudieron obtenerse 300~400 mg de
antigeno a partir de un lote de 10 litros del liquido de cultivo. Se analizd6 el antigeno obtenido con
inmunotransferencia de tipo Western, tincion con azul de Coomasie y electroforesis en SDS-PAGE, se midiod la
densidad de las bandas mediante un densitémetro para cuantificar las proteinas contenidas en las disoluciones de
antigeno. Se usaron 0,2+0,02 mg de las proteinas como el componente principal de una inyeccion de dosificacion
baja con el fin de proceder a la inmunizacién y exposicion al virus.

Ejemplo 6: Inmunizacién y exposicion al virus en cerdos

En una granja SPF, se agruparon aleatoriamente cerdos en 3 grupos, cada uno con cinco cerdos. Se cri6 cada
grupo en una sala de aislamiento equipada con aire acondicionado e instrumentos de circulacion. A los cerdos del
grupo de inmunizacioén con PE-PQGAB-K3, con de 14 a 28 dias de edad, se les inyectd por via intramuscular una
vacuna de 2 ml que contenia 1 ml de PE-PQGAB-K3 (que contenia 200 ng de proteinas/inyeccion) y emulsionada en
1 ml de ISA206 (SEPPIC®, Francia), y se realizé el procedimiento de inmunizacion dos veces. El grupo de
inmunizacion GP5&M se inmuniz6 con PE-ORF5-K3 y PE-ORF6-K3 (que contenian 200 pg de proteinas/inyeccion),
respectivamente. El grupo control se crié sin inmunizacion.

Dos semanas tras la Ultima inoculacion, se administraron por via intramuscular 100 mg de disolucién de ketamina
para tranquilizar a los cerdos, entonces se administré gota a gota 1 ml de lidocaina al 2% en las cavidades nasales
de los cerdos para inhibir actos reflejos de tos, y entonces se inoculd el virus en los cerdos por via nasal. Se
inocularon cinco cerdos de cada grupo con 1 ml de cultivos de VSRRP de la cepa MD-1 que tenian una dosificacion
de 1x10” TCIDso/ml.

14 dias tras la inoculacién, se sacrificaron los cerdos para proceder a una autopsia completa. Se tomaron muestras
de pulmdn o higado (de ambas partes de la parte central del I6bulo superior y la parte auxiliar del I6bulo caudado) y
se fijaron mediante formaldehido con tampdn neutro al 10% para el examen patolégico tisular posterior. EI examen
se realiz6 de manera ciega y se evalu6 basandose en la gravedad de la neumonitis intersticial (Opriessnig T, P.G.
Halbur, et al.; Journal of Virology, 76 (2002):11837-11844, y Halbur, P.G., P.S. Paul, et al., 1996. J. Vet. Diagn.
Investig. 8:11-20) a una escala de 0 a 6, en la que la gravedad aumenta con el nimero.

Resultados experimentales

Dos semanas tras la segunda inmunizacion, se sometieron a prueba leucocitos de sangre porcina para determinar
VSRRP. Los resultados indicaron que no se producia viremia en ningun cerdo antes de inocular VSRRP. Las
muestras de leucocitos se sometieron a prueba con RT-PCR 3, 7 y 14 dias tras inocular el virus, respectivamente, y
los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Aparicion de viremia por VSRRP en cerdos tras inocular VSRRP

PE-ORF5-K3
Dia Control PE-PQGAB-K3
PE-ORF6-K3
3 3/5 3/5 2/5
7 3/4 (muerte 1%) 2/5 2/4 (muerte 2¥)
14 3/4 (muerte 1%) 2/5 2/4 (muerte 2¥)

*se identificé viremia por VSRRP mediante RT-PCR antes de la muerte

Se disecaron todos los cerdos, incluyendo aquéllos que se habian sacrificado y los que sobrevivieron tras el estudio
de dos semanas. Los examenes macroscopicos indicaron que los pulmones de los cerdos inoculados con virus del
grupo de vacuna ORF5&0ORF6 y el grupo control mostraron lesiones mas extensas y neumonitis intersticial grave,

7
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mientras que el grupo de vacuna PE-PQGAB-K3 de la presente invencion no mostrd lesiones tan extensas ni
neumonitis intersticial tan grave. Tal como se muestra en la tabla 4, el grupo de vacuna PE-PQGABKS de la
presente invencion mostré menos gravedad en cuanto a la neumonitis intersticial que el grupo control y el grupo de

vacuna ORF5&0RF6.

5 Tabla 4: Comparaciones de las lesiones pulmonares macroscopicas inducidas mediante VSRRP, 14 dias tras
inocular VSRRP
Grupo control Grupo de vacuna PE- Grupo de vacuna PE-
Cerdo n.° o ) PQGAB-K3 ORF5-K3, PE-ORF6-K3
indice de lesion indice de lesion indice de lesion
1 6 5 6
2 6 3 5
3 6 4 6
4 6 4 6
5 5 3 6
Promedio 5,75£0,50 3,8020,84 5,8020,45

*: indice de lesién por neumonitis intersticial

Tabla 5: Los indices de lesidon pulmonar macroscopica mostrados por el grupo de vacuna PE-PQGAB-K3 son
significativamente menores que los del grupo control y el grupo de vacuna ORF5&0ORF6 en vista de la

10

bioestadistica.

Numero de individuos Total Promedio Varianza
Grupo control 29 0,2
Grupo PE-PQGAB-K3 19 0,7
Grupo PE-ORF5&0RF6- K3 29 0,2
ANOVA
Fueptg 'de Grado de libertad MS F Valorde P Valor critico
variacion

Entre grupos 13,33333

Dentro de los
grupos

Total 17,73333

2

12

14

6,666667  18,18182

0,366667

0,000233 3,885294

Los experimentos anteriores indican claramente que la PE-PQGAB-K3 de la presente invencion no sdélo puede
proteger de manera eficaz a los cerdos frente a infecciones por VSRRP, sino que también provoca una neumonitis
intersticial mas leve que otras vacunas (tal como PEORF5-K3, PE-ORF6-K3).

15 La variacion de los titulos de anticuerpo en cerdos inmunizados se muestra en la tabla 6. El grupo A tiene buenos
titulos de IgG mediante ELISA, pero los titulos de IFA y NT eran menores que los del grupo C. Ademas, a partir de la
tabla 5, se indica que VSRRP ORF5 u ORF6 tienen un efecto alérgico especifico de antigeno tras la inmunizacion y
la exposicion al virus. De manera manifiesta, es dificil usarlos como antigenos de vacunas contra el SRRP.

Tabla 6: Titulos séricos

Grupo

Antigeno de recubrimiento

PE(AII)

PQGAB

Titulos de | Titulos de

NT*
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Titulos de IgG mediante ELISA (S/BK)

A
PE-ABCF-K3 12 80 8-16 8-16
PE-PQGF-K3

B

Negativo para
CTL

c
17 30 32-64 16-64
PE-PQG1AB-K3

*: El titulo de neutralizacion se determina mediante la inhibicion del crecimiento y la proliferacion del VSRRP en una
muestra de dilucién en serie afiadida al sistema de cultivo de células MAC-10A.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> HealthBanks Biotech Co., Ltd.

<120> PROTEINA DE FUSION DEL VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTOR Y RESPIRATORIO PORCINO
COMO VACUNA CONTRA EL SRRP

<130> ADT35146P.EPA

<140> EP06253982.0
<141> 29/07/2006

<160> 21
<170> PatentIn versioén 3.2

<210> 1

<211> 207

<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 1
cccaaacccc atatggaatt cggttcctcc ctggacgact tctgctacga ctccaccgct 60

ccccagaaag ttctgetgge tttctccatc acctacgctt ccaacgactc ctcctcccac 120
ctgcaactga tctacaacct gaccctgtgc gaactgaacg gtaccgactg getggetaac 180
aaattcgact gggctctcga gaaaaaa 207

<210> 2
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-US.

<400> 2
gctttctcca tcacctacgc ttccaacgac tectecteee acct 44

<210>3
<211> 48
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-US.

<400> 3
cgactccacc gctccccaga aagttctget ggctttctce atcaccta 48

<210> 4
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-US.

<400> 4
ggttcctcec tggacgactt ctgctacgac tccaccgcete ccca 44

<210>5
<211> 44

10
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-US

<400> 5
ggttcctcec tggacgactt ctgctacgac tccaccgcete ccca

<210>6
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-US.

<400> 6
acagggtcag gttgtagatc agttgcaggt gggaggagga gtc

<210>7
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-US.

<400>7
gccagccagt cggtaccgtt cagttcgcac agggtcaggt tgta

<210> 8
<211> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-US.

<400> 8
ttttttctcg agagcccagt cgaatttgtt agccagccag tcgg

<210>9
<211> 219

<212> ADN
<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 9
cccgaattcc atatggtcga catgggttct ctcgacgact tttgtaacga ctctaccgct

gctcagaaac tggttctgge tttttctatc acctacaccc caatctttgt tgctggtggt
tcttcttcta cctaccagta catctacaac ctcaccatct gtgaactcaa cggtaccgac

tggctgtcta accactttga ctgggctctc gagaaaaaa

<210>10

<211> 33

<212> PRT

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 10

11

44

43

44

44

60
120
180
219
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Ala Ser Asn Asp Ser Ser Ser His Leu gén Leu Ile Tyr Asn Leu Thr
1 5 15

Leu Cys Glu ggu Asn Gly Thr Asp ;gp Leu Ala Asn Lys gge Asp Trp

LA1a

<210> 11
<211> 25
5 <212> PRT
<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 11
ily Ser Ser Leu ?sp Asp Phe Cys Tyr ggp ser Thr Ala Pro g;n Lys

val Leu Leu Ala Phe Ser Ile Thr Tyr
20 25

10

<210>12

<211> 28

<212> PRT

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino
15

<400> 12

§et Gly Ser Leu ?sp Asp Phe Cys Asn igp ser Thr Ala Ala ?}n Lys

Leu val Leu gaa Phe Ser Ile Thr ;gr Thr Pro Ile

<210>13
20 <211> 34
<212> PRT
<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 13

ihe val Ala Gly g]y Ser Ser ser Thr Igr Gln Tyr Ile Tyr ggn Leu

Thr Ile Cys g%u Leu Asn Gly Thr ggp Trp Leu Ser Asn His Phe Asp
30

Trp Ala
25 P

<210> 14

<211> 42

<212> ADN
30 <213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.
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<400> 14
ctggcttttt ctatcaccta caccccaatc tttgttgctg gt

<210> 15
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 15
gactctaccg ctgctcagaa actggttctg gctttttcta t

<210> 16
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 16
ggttctctcg acgacttttg taacgactct accgcetgct

<210> 17
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 17
cccgaattcc atatggtcga catgggttct ctcgacga

<210> 18
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-EP.

<400> 18
gatgtactgg taggtagaag aagaaccacc agcaacaaag at

<210> 19
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-EP.

<400> 19
gttgagttca cagatggtga ggttgtagat gtactggtag gt

<210> 20
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
13

42

41

39

38

42

42
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<223> Cebador inverso para PQGAB-EP.

<400> 20
gtggttagac agccagtcgg taccgttgag ttcacagat

<210> 21
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-EP.

<400> 21
ttttttctcg agagcccagt caaagtggtt agacagcc

14

39

38
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REIVINDICACIONES
Proteina de fusion del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino (VSRRP), que comprende:

a) un péptido de exotoxina A de Pseudomonas (PE) que comprende un dominio de unién y un dominio de
translocacion, ubicado en el extremo N-terminal de la proteina de fusion;

b) un péptido de fusion de ORF6-2~26 (SEQ ID NO: 11) y ORF5-31-63 (SEQ ID NO: 10) de la cepa
americana de VSRRP, o un péptido de fusién de ORF6-M1-128 (SEQ ID NO: 12) y ORF5-F31~A64 (SEQ ID
NO: 13) de la cepa europea de VSRRP; y

c) un dominio carboxilo-terminal que comprende la secuencia de aminoacidos de KDEL-KDEL-KDEL
ubicada en el extremo C-terminal de la proteina de fusion, en el que las letras mayusculas “KDEL”
representan codigos de aminoacido de una sola letra.

Proteina de fusién segun la reivindicacion 1, en la que la proteina de fusion comprende un epitopo que
puede inducir titulos de neutralizacion.

Composicion de vacuna que comprende una cantidad eficaz de una proteina de fusién segun la
reivindicacion 1 6 2 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Proteina de fusidén segun la reivindicacion 1 6 2, para su uso en la prevencion del virus del sindrome
reproductor y respiratorio porcino (VSRRP).

Composicion de vacuna segun la reivindicacion 3, para su uso en la prevencion del virus del sindrome
reproductor y respiratorio porcino (VSRRP).

Proteina de fusibn segun la reivindicacion 1, que comprende el péptido de fusion de
GSSLDDFCYDSTAPQKVLLAFSITYASNDSSSHLQLIYNLTLCELNGTDWLANKFDWA, en el que las letras
mayusculas representan cédigos de aminoacido de una sola letra.

Proteina de fusibn segun la reivindicacion 1, que comprende el péptido de fusidon de
MGSLDDFCNDSTAAQKLVLAFSITYTPIFVAGGSSSTYQYIYNLTICELNGTDWLSNHFDWA, en el que las
letras mayusculas representan cédigos de aminoacido de una sola letra.

Proteina de fusién segun la reivindicacion 1, en la que ORF5-31-63 esta ubicado entre ORF6-2~26 y el
dominio carboxilo, y ORF5-F31~A64 esta ubicado entre ORF6-M1-128 y el dominio carboxilo.

15
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> HealthBanks.Co.,Ltd

<120> PROTEINA DE FUSION DEL VIRUS DEL SINDROME REPRODUCTOR Y RESPIRATORIO

PORCINO COMO VACUNA CONTRA EL SRRP
<130> $50200/0613
<160> 23
<170> Patentln version 3.2

<210> 1

Qll> 207

21> ADN

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 1 :
cccaaacccc atatggaatt cggttectce ctggacgact tctgotacga ctccaccget

ccccagaaag Lictgotgge titctccalc acctacgett ccaacgactc ctcctéccac
ctgcaactga tctacaacct gaccclgigc gaactgaacg glaccgaclg getggetaac

aaattcgact gggetctega gaaaaaa

Ll 2

2ll> 4

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-US.

<400> 2
gctttcteca tecacctacge ttccaacgac tectccteee acet

Qlk> 3

<2ll> 48

<212> ADN

<213> Artificial

Q20>

<223> Cebador directo para PQGAB-US.

<400> 3
cgactccace gelccccaga aagttctget ggetttetee atcaceta

Ql> 4
Qll> 44
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-US.

<400> 4
ggticcrcce tggacgactt ctgctacgac tccaccgerc ccca

<21 5

Qll> 4
<212> ADN
<2l3> Art

220>
<223> [ebador directo para PQGAB-US,

<400> 5§
gellcctece tggacgactt ctgctacgac tccaccgcte ccca

ificial

FIGURA 6
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Q210> 6

<211> 43

Q17> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-US

<400> 6
acagggtcag gltgragatc agtigcaggt gggaggagea glc

Q1> 7

<Qll> 44 )
<2l>> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso para PQGAB-US

<400> 7
gccazccagt cpgtaccglt cagttcgcac agggtcaggt tgta

210
<2l1>
<1
<213>

’-§ g

rtificial

<220>
«223> Cebador inverso para PQGAB-US

<400> 8
tittttctcg agageccagt cgaatttgtt agecagecag tcgg

Q> 9

2ll> 207

Q1> FRT

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 9
Cys Cys Cys Ala Ala Ala Cys Cys Cys Cgs Ala Thr Ala Thr Gly Gly
1 5 1 15

Ala Ala Thr Thr Cys Gly Gly Thr Thr Cys Cys Thr Cys Cys Cys Thr

: 2 25 s

Gly Gly Ala Cys Gly Ala Cys Thr Thr Cys Thr Gly Cys Thr Ala Cys

35 40 45
Gly Ala Cys Thr Cys Cys Ala Cys Cys Gly Cys Thr Cys Cys Cys Cys
50 55 60

Ala Gly Ala Ala Ala Gly Thr Thr Cys Thr Gly Cys Thr Gly Gly Cys

65 70 75 80

Thr Thr Thr Cys Thr Cys Cys Ala Thr Cys Ala Cys Cys Thr Ala Cys

85 95 95

Gly Cys Thr Thr Cys Cys Ala Ala Cys Gly Ala Cys Thr Cys Cys Thr

YRR o0 103 10

Cys Cys Thr Cys Cys Cys Ala Cys Cys Thr Gly Cys Ala Ala Cys Thr
e e llg . 1%0 125

FIGURA 6 CONTINUACION
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Gly Ala Thr Cys Thr Ala Cys Ala Ala Cys Cys Thr Gl!f Ala Cys Cys
130 135 140

Cys Thr Gly Thr Gly Cys Gly Ala Ala Cys Thr Gly Ala Ala Cys Gly

145 150 ) 155 160

Gly Thr Ala Cys Cys Gly Ala Cys Thr Gly Gly Cys Thr Gly Gly Cys
165 170 175

Thr Ala.Ala Cys Ala Ala Ala Thr Thr Cys Gly Ala Cys Thr Gly Gly

180 185 190
Gly Cys Thr Cys Thr Cys Gly Ala Gly Ala Ala Ala Ala Ala Ala
Y 195 o 200 205

210> 10

<211> 219

Q1> PRT : o
<213> Vjirus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 10
?ys Cys Cys Gly gla Ala Thr Thr Cys (1:58 Ala Thr Ala Thr %y Gly

Thr Cys Gly Ala Cys Ala Thr Gly Gly Gly Thr Thr Cys Thr Cys Thr
20 25 30
Cys C}y Ala Cys Gly Ala Cys Thr Thr Thr Thr Gly Thr Ala Ala Cys
35 40 45
Gly Ala Cys Thr Cys Thr Ala Cys Cys Gly Cys Thr Gly Cys Thr Cys
50 55 60
Ala Gly Ala Ala Ala Cys Thr Gly Gly Thr Thr Cys Thr Gly Gly Cys
65 70 : 75 gg
Thr Thr Thr Thr Thr Cys Thr Ala Thr (9!3& Ala Cys Cys Thr Ala Cys
85 95
Ala Cys Cys Cys Cys Ala Ala Thr Cys Thr Thr Thr Gly Thr Thr Gly
100 105 110
Cys Thr Gly Gly Thr Gly Gly Thr Thr Cys Thr Thr Cys Thr Thr Cys
115 120 125
Thr Ala Cys Cys Thr Ala Cys Cys Ala Gly Thr Ala Cys Ala Thr Cys
130 135 140
Thr Ala Cys Ala Ala Cys Cys Thr Cys Ala Cys Cys Ala Thr Cys Thr
145 : 150 155 160
Gly Thr Gly Ala Ala Cys Thr Cys Ala Ala Cys Gly Gly Thr Ala Cys
165 170 175

Cys Gly Ala Cys Thr Gly Gly Cys Thr Gly Thr Cys Thr Ala Ala Cys
180 185 190
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Cys Ala Cys Thr Thr Thr Gly Ala Cys Thr Gly Gly Gly Cys Thr Cys
195 200 . 205
Thr Cys Gly Ala Gly Ala Ala Ala Ala Ala Ala
210 215

Q10> 11

<21l> 219

<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 11 :
cccgaatlce atatggtcga catgggttct ctcgacgact ttigtaacga ctctaccgct 60

gctcagaaac tggttctgec lttltctatc acctacaccc caatctttgt tgetggtggt 120
tcttcttcta cctaccagta catctacaac ctcaccatct gtgaactcaa cggtaccgac 180
tggetpteta accactttpa ctgggctetc gagaaaaaa 219
Ql> 12
<2ll> 33

Q>
<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 12
?la Ser Asn Asp §er Ser Ser His Leu (IE‘IJn Leu Ile Tyr Asn Il.gu Thr

Leu Cys Glu Leu Asn Gly Thr Asp Trp Leu Ala Asn Lys Phe Asp Trp
20 25 30
Ala

Q10> 13

Q11> 25

21> PRT

<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino
<400> 13

(l}ly Ser Ser Leu gsp Asp Phe Cys Tyr :}Sp Ser Thr Ala Pro C‘i;n Lys
Val Leu Len Ala Phe Ser Ile Thr Tyr
20 25

210> 14
211> 28
22> PRT

213> \firus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 14 -
Met Gly Ser Leu gsp Asp Phe Cys Asn tl\(s’p Ser Thr Ala Ala (l;;n Lys
1 5

Len Val Leu gtl)a Phe Scr Ile Thr gr Thr Pro Ile

Qo> 15
<2ll> 34
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212> PRT
<213> Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

<400> 15
Phe Val Ala Gly gly Ser Ser Ser Thr '}‘gr Gln Tyr lle Tyr o1\§n Leu
1

Thr Ile Cys Giu Leu Asn Gly Thr Asp Trp Leu Ser Asn His Phe Asp
20 25 30
Trp Ala

210> 16

Qll> 42

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 16
ctggcttttt ctatcaccta caccccaatc tttgttgetg gt

Q10> 17
2> 41

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 17
gactctaccg ctgetcagaa actggttctg gotttutcta

210> 18

2ll> 39

212> ADN

Q13> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 18
ggttctcteg acgactiitg taacgactct accgctget

Q210> 19

Qll> 38.

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo para PQGAB-EP.

<400> 19
cccgaattce atatggtega catgggttct ctcgacga

<210> 20
Qll> 42
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<€223> Cebador inverso para PQGAB-EP.

<400> 20
gatgtactgg taggtagaag aagaaccacc agcaacaaag at
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210>
211>
21>
213>

<220>
<223>

<400>

ES 2384524 T3

21

42

ADN
Artificial

Cebador inverso para PQGAB-EP.
21

grigagttca cagatggtga ggtigtagat gtactggtag gt

210>
<2l11>
212>
213>

<220>
<223>

<400>

22

39

ADN
Artificial

Cebador inverso para PQGAB-EP.
2

gtggttagac agccagtcgg taccgttgag tlcacagat

<400>

23

K}]

ADN

Artificial

Cebador inverso para PQGAB-EP.
23

ttttttctcg agageccagt caaagtgett aga'csgcc
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