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ES 2427 115T3

DESCRIPCION
Polipéptidos inmunogénicos de mycoplasma hyopneumoniae
Antecedentes
1. Campo técnico

En la presente memoria se describen los métodos y materiales implicados en la proteccién de un animal contra
neumonia enzodtica.

2. Informacién sobre antecedentes

La neumonia enzodtica en cerdos, también denominada neumonia micoplasmética, esta provocada por Mycoplasma
hyopneumoniae. La enfermedad es cronica y no fatal, afectando a cerdos de todas las edades. Aunque los cerdos
infectados muestran Unicamente sintomas ligeros de tos y fiebre, la enfermedad tiene un impacto econdémico
significativo debido a una reduccion de la eficacia de la alimentacion y una reduccion de la ganancia de peso. La
neumonia enzodtica se transmite a través de organismos transportados por el aire expelidos de los pulmones de los
cerdos infectados. La infeccion primaria de M. hyopneumoniae puede venir seguida de una infeccion secundaria de
otras especies de Mycoplasma, p. €j., Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma flocculare, asi como de otros patdégenos
bacterianos.

La M. hyopneumoniae infecta los conductos respiratorios de los cerdos, colonizando la traquea, los bronquios y los
bronquiolos. El patdgeno produce un factor ciliostatico que hace que los cilios que recubren los pasillos respiratorios
dejen de moverse. Finalmente, los cilios degeneran, dejando a los cerdos con propension a infecciones de
patégenos secundarios. En los cerdos infectados se observan lesiones caracteristicas de areas de consolidacion de
color parpura a gris. Muestreos en cerdos llevados a matadero revelaron lesiones en entre el 30% y el 80%. Los
resultados de 37 piaras de 13 estados indicaron que el 99% de las piaras tenia cerdos con lesiones de neumonia
tipicas de la neumonia enzodtica. Por lo tanto, existe una necesidad por medidas efectivas preventivas y de
tratamiento.

Los Mycoplasmas varian su estructura superficial mediante una serie compleja de eventos genéticos para presentar
un mosaico estructural al sistema inmune del hospedante. El cambio de fase de las moléculas superficiales se
produce a través de una variedad de mecanismos tales como cambios en el niUmero de unidades repetitivas durante
la replicacion de ADN, inversiones genodmicas, eventos de transposicién y/o conversion génica. Véase, por ejemplo,
Zhang y Wise, 1997, Mol. Microbiol., 25: 859-69; Theiss y Wise, 1997, J. Bacteriol., 179: 4013-22; Sachse et al.,
2000, Infect. Immun., 68: 680-7; Dybvig y Uy, 1994, Mol. Microbiol., 12: 547-60; y Lysnyansky et al., 1996, J.
Bacteriol., 178: 5395-5401. Todos los genes identificados de variable de fase y cambio de fase en micoplasmas que
codifican para proteinas superficiales son lipoproteinas.

Sumario

Se describen materiales y métodos para proteger un animal de la neumonia enzodética. Se han descubierto &cidos
nucleicos de Mycoplasma hyopneumoniae que codifican polipéptidos de superficie celular que pueden usarse para
inducir una respuesta inmune protectora en un animal susceptible a la neumonia. Mas especificamente, se
describen polipéptidos inmunogénicos purificados de estos polipéptidos para uso como antigenos para provocar una
respuesta inmune en un animal, p. ej. un cerdo. Adicionalmente, se describen acidos nucleicos que codifican estos
polipéptidos inmunogénicos para uso en la generacion de una respuesta inmune en un animal. Los polipéptidos
purificados y aislados descritos en la presente memoria pueden combinarse con vehiculos farmacéuticamente
aceptables para introducirlos en un animal. Se discuten los materiales y métodos para determinar si un animal tiene
un anticuerpo reactivo a los polipéptidos descritos en la presente memoria.

En un aspecto, la invencion proporciona un polipéptido inmunogénico purificado de 8 a 30 aminoacidos de longitud,
cuya secuencia de aminoacidos comprende al menos ocho residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO:
8.

En otro aspecto, la invencion proporciona mutantes del polipéptido inmunogénico descrito anteriormente, donde
dichos polipéptidos mutantes retienen la inmunogenicidad y presentan una variacion de aminoacido conservativa en
comparacion con el polipéptido natural.

Los polipéptidos inmunogénicos y los polipéptidos inmunogénicos mutantes de la invencion incluyen al menos 8
residuos consecutivos (p. €j., al menos 10, 12, 15, 20 6 25) de SEQ ID NO: 8.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicion que incluye uno o mas de los polipéptidos
inmunogénicos o de los polipéptidos inmunogénicos mutantes de la invencion descritos anteriormente.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicion que comprende los polipéptidos inmunogénicos o los
polipéptidos inmunogénicos mutantes descritos anteriormente de la invencién para uso en provocar una respuesta
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inmune en un animal. Dicha composicion puede administrarse oralmente, intranasalmente, intraperitonealmente,
intramuscularmente, subcutdneamente o intravenosamente. Un animal representativo en el que se pueden introducir
las composiciones de la invencién es un cerdo.

En otro aspecto, la invencion proporciona un acido nucleico aislado que consiste en una secuencia de nucleétidos
qgue codifica un polipéptido inmunogénico de 8 a 30 aminoacidos de longitud, cuya secuencia de aminoacidos
comprende al menos ocho residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8 6 un mutante del polipéptido
inmunogénico en el que el mutante presenta una variacion de aminoacido conservativa en comparacién con el
polipéptido natural, y en el que el polipéptido mutante retiene la inmunogenicidad. Un &cido nucleico representativo
que codifica dichos polipéptidos inmunogénicos presenta una secuencia de nucleétidos que es un fragmento de
SEQ ID NO: 7.

La invencién también proporciona un vector que contiene un acido nucleico de la invencion. Un vector puede incluir
ademas una secuencia de control de expresion ligada operativamente al acido nucleico. La invencién proporciona
adicionalmente células hospedantes que comprenden dichos vectores. La invencion ademas proporciona una
composicion que incluye dichos vectores y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto adicional, la invenciéon proporciona una composicion de la invencion para uso en provocar una
respuesta inmune en un animal. Dichas composiciones se pueden administrar oralmente, intranasalmente,
intraperitonealmente, intramuscularmente, subcutaneamente o intravenosamente. Generalmente, el animal es un
cerdo.

En otro aspecto adicional, la invencion proporciona un método para determinar si un animal tiene un anticuerpo
reactivo frente a un polipéptido inmunogénico de la invencion o no, comprendiendo dicho método: poner en contacto
una muestra de ensayo procedente de dicho animal con el polipéptido inmunogénico en condiciones permisibles
para la union especifica del polipéptido inmunogénico con el anticuerpo; y detectar la presencia o la ausencia de la
unién especifica, donde la presencia de union especifica indica que el animal tiene el anticuerpo, y la ausencia de la
unién especifica indica que el animal no tiene el anticuerpo.

Generalmente, una muestra de ensayo apropiada es un fluido bioldgico tal como sangre, fluido nasal, fluido de la
garganta o fluido pulmonar. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico esta unido a un soporte sélido tal
como una placa de microtitulacion, o bolitas de poliestireno. En algunas realizaciones, el polipéptido inmunogénico
es marcado. A modo de ejemplo, la etapa de deteccion puede ser mediante radioinmunoensayo (RIA),
inmunoensayo enzimatico (EIA) o ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA).

En otro aspecto, la invencién proporciona un kit de diagndstico para detectar la presencia de un anticuerpo en una
muestra de ensayo, donde dicho anticuerpo reacciona con un polipéptido inmunogénico de la invencion,
comprendiendo dicho kit uno o mas de los polipéptidos inmunogénicos de la invencion.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria
tienen el mismo significado entendido habitualmente por los especialistas en la técnica a la que pertenece esta
invencién. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
memoria en la practica o en la evaluacion de la presente invencion, los métodos y materiales adecuados se
describen mas adelante. En caso de conflicto, la presente especificacion, que incluye definiciones, sera la que
controle. Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no pretender ser
limitantes.

A partir de la siguiente descripcion detallada y de las reivindicaciones, se haran evidentes otras caracteristicas y
ventajas de la invencion.

Descripcion de las figuras

FIGURA 1: es la secuencia de acido nucleico que codifica C2-mhp210 (SEQ ID NO: 1), un paralogo de P102
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 2: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP210 (SEQ ID NO: 2) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 3: es la secuencia de acido nucleico que codifica C2-mhp211 (SEQ ID NO: 3) procedente de la cepa 232 de
M. hyopneumoniae.

FIGURA 4: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP211 (SEQ ID NO: 4) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 5: es la secuencia de acido nucleico que codifica C27-mhp348 (SEQ ID NO: 5), un paralogo de P102
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 6: es la secuencia de polipéptido de C27-MHP348 (SEQ ID NO: 6) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.
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FIGURA 7: es la secuencia de acido nucleico que codifica C28-mhp545 (SEQ ID NO: 7) procedente de la cepa 232
de M. hyopneumoniae.

FIGURA 8: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP545 (SEQ ID NO: 8) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 9: es la secuencia de &cido nucleico que codifica C28-mhp662 (SEQ ID NO: 9) procedente de la cepa 232
de M. hyopneumoniae.

FIGURA 10: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP662 (SEQ ID NO: 10) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 11: es la secuencia de acido nucleico que codifica C28-mhp663 (SEQ ID NO: 11), un paradlogo de P102
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 12: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP663 (SEQ ID NO: 12) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 13: es la secuencia de acido nucleico que codifica C2-mhp036 (SEQ ID NO: 13), un paralogo de P102
procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 14: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP036 (SEQ ID NO: 14) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 15: es la secuencia de acido nucleico que codifica C2-mhp033 (SEQ ID NO: 15), un paralogo parcial de
P102 procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 16: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP033 (SEQ ID NO: 16) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 17: es la secuencia de acido nucleico que codifica C2-mhp034 (SEQ ID NO: 17), un paralogo parcial de
P102 procedente de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 18: es la secuencia de polipéptido de C2-MHP034 (SEQ ID NO: 18) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae.

FIGURA 19: es la secuencia de acido nucleico que codifica C28-mhp545 (SEQ ID NO: 19) procedente de la cepa J
de M. hyopneumoniae.

FIGURA 20: es la secuencia de polipéptido de C28-MHP545 (SEQ ID NO: 20) de la cepa J de M. hyopneumoniae.
FIGURA 21: es la estructura de los paralogos de P102 y su organizacion en el cromosoma.

FIGURA 22: muestra un mapa y una representacion de hidrofilicidad de P216. El panel superior representa un
diagrama esquematico de la secuencia de proteina P216. Los asteriscos indican localizaciones de péptidos usadas
para clonar el gen (izquierda, aminoacidos 94-105) y usados para fabricar antisueros especificos para P130
(derecha, aminoacidos 1654-1668). La flecha indica la posicion del evento de ruptura principal. La caja gris indica la
posicion del fragmento de 30 kDa clonado y expresado (aminoacidos 1043-1226). Los triangulos sélidos invertidos
son localizaciones de residuos de triptéfano codificados por codones TGA. Las cajas con trama son la localizacion
de los dominios de espiral enrollada. La caja blanca indica la localizacion del BNBD (aminoacidos 1012-1029). La
caja negra representa el dominio transmembrana (aminoacidos 7-30). El panel inferior representa el gréafico de
hidrofilicidad.

Descripcion detallada

En esta solicitud se usan las siguientes abreviaturas: aa, aminoécido(s); Ab, anticuerpo(s); pb, par(es) base; CHEF,
campo eléctrico homogéneo fijado; H., Haemophilus; kb, kilobase(s) 6 1.000 pb; Kn, canamicina; LB, medio Luria-
Bertoni; M., Mycoplasma; mAb, Ab monoclonal; ORF, marco de lectura abierto; PCR, reaccién en cadena de
polimerasa; R resistente/resistencia; Tn, transposoén(es); ::, nueva unién (fusion o insercién). En la Tabla 1 se
muestran los cddigos de designacion de una letra y de tres letras correspondientes a aminoacidos.

TABLA 1

Caodigos de designacién de aminoacidos

Cadigo de tres Cdbdigo de una Cadigo de tres Cddigo de

Aminoacido letras letra Aminoacido letras una letra
Alanina Ala A Leucina Leu L
Arginina Arg R Lisina Lys K

Asparagina Asn N Metionina Met M

Acido Aspartico Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys C Prolina Pro P
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Cddigos de designacién de aminodacidos

Cddigo de tres Cédigo de una Cadigo de tres Cédigo de

Aminoacido letras letra Aminoacido letras una letra
Acido Glutamico Glu E Serina Ser S
Glutamina GIn Q Treonina Thr T
Glicina Gly G Triptéfano Trp W
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle | Valina Val

Polipéptidos y acidos nucleicos de M. hyopneumoniae

Tal como se emplea en la presente memoria, el término “polipéptido” se refiere a un polimero de tres o mas
aminoacidos ligados covalentemente mediante enlaces de amida. Un polipéptido puede ser modificado post-
traduccionalmente o no. Tal como se usa en la presente memoria, el término “polipéptido purificado” se refiere a una
preparacion de polipéptidos que esta sustancialmente libre de material celular u otros polipéptidos contaminantes
procedentes de la fuente celular o tisular de la cual deriva el polipéptido, o sustancialmente libre de precursores
quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Por ejemplo, una preparacion de polipéptido
esta sustancialmente libre de material celular cuando el polipéptido se separa de los componentes de la célula a
partir de la cual se obtiene el polipéptido o se produce recombinantemente. Por tanto, una preparacion de
polipéptido que esta sustancialmente libre de material celular incluye, por ejemplo, una preparacion que tiene menos
de aproximadamente 30%, 20%, 10% 6 5% (en peso seco) de polipéptidos heterdlogos (también denominados en la
presente memoria “polipéptidos contaminantes”). Cuando un polipéptido se produce recombinantemente, el
polipéptido también esta preferiblemente sustancialmente libre de medio de cultivo, es decir, el medio de cultivo
representa menos de aproximadamente el 20%, 10%, 5% del volumen de la preparacion de polipéptido. Cuando un
polipéptido se produce mediante sintesis quimica, preferiblemente estd4 sustancialmente libre de precursores
quimicos u otros productos quimicos, es decir, est4 separado de precursores quimicos u otros productos quimicos
que estan implicados en la sintesis del polipéptido. Por consiguiente, dichas preparaciones de polipéptidos tienen
menos de aproximadamente el 30%, 20%, 10%, 5% (en peso seco) de precursores quimicos o compuestos
diferentes al polipéptido de interés.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “mutante” se refiere a un polipéptido, o a un acido nucleico que
codifica un polipéptido, que tiene una o mas variaciones de aminoacidos conservativas u otras modificaciones
menores tales que (1) el polipéptido correspondiente tiene una funcion sustancialmente equivalente en comparacion
con el polipéptido natural o (2) un anticuerpo levantado contra el polipéptido es inmunorreactivo con el polipéptido
natura.

El término “variacion conservativa” denota el reemplazamiento de un residuo de aminoacido por otro residuo
biolégicamente similar, o el reemplazamiento de un nucleétido de una secuencia de acido nucleico de tal modo que
el residuo de aminoécido codificado no cambia o es otro residuo bioldgicamente similar. Los ejemplos de variaciones
conservativas incluyen la sustitucion de un residuo hidrofébico tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por
otro residuo hidrofébico, o la sustitucion de un residuo polar por otro residuo polar, tal como la sustitucion de arginina
por lisina, acido glutdmico por aspartico, o glutamina por Asparagina, y otros similares. El término “variacion
conservativa” también incluye el uso de un aminoécido sustituido en lugar de un aminoacido de origen no sustituido
siempre que los anticuerpos elevados para el polipéptido sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no
sustituido.

Se puede usar cualquier capa de M. hyopneumoniae como material de partida para producir los polipéptidos y
acidos nucleicos de la presente invencion. Las cepas adecuadas de M. hyopneumoniae pueden obtenerse a partir
de una variedad de fuentes, que incluyen repositorios tales como la American Type Culture Collection (ATCC)
(Manassas, Va.) y la NRRL Culture Collection (Agricultural Research Service, Departamento de Agricultura de
EE.UU., Peoria, IIl.). Las cepas de M. hyopneumoniae también pueden obtenerse a partir de secreciones o tejidos
pulmonares de animales enfermos seguidos de la inoculacién del medio de cultivo adecuado.

Un polipéptido inmunogénico de la presente invencion tiene una longitud de 8-30 aminoéacidos y comprende al
menos 8 residuos consecutivos de la secuencia mostrada en la Figura 8. Un polipéptido inmunogénico de la
presente invencién puede ser un fragmento de un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos mostrada en
la Figura 8. Un polipéptido inmunogénico de la invencién tiene ocho o mas aminoacidos de longitud. Por ejemplo, un
polipéptido inmunogénico puede tener 10, 12, 15, 20, 25, 30 aminoacidos de longitud. Un polipéptido de la presente
invencion también puede ser un mutante de un polipéptido de 8-30 aminoacidos de longitud y que comprende al
menos 8 residuos consecutivos de la secuencia de aminoacidos mostrada en la Figura 8. Las mutaciones a nivel de
aminoacido o de acido nucleico pueden ser (tiles para mejorar el rendimiento de los polipéptidos, su
inmunogenicidad o antigenicidad, o su compatibilidad con varios sistemas de expresién, adyuvantes y modos de
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administracion. Los fragmentos sintéticos o recombinantes de polipéptidos naturales o mutados se caracterizan por
uno o mas de los sitios antigénicos de los polipéptidos de M. hyopneumoniae nativos, cuyas secuencias se ilustran
en las Figuras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20.

Los polipéptidos de la presente invencion pueden obtenerse a partir de células de M. hyopneumoniae o pueden
producirse en células hospedantes transformadas con &cidos nucleicos que codifican dichos polipéptidos. Los
polipéptidos recombinantes producidos a partir de células hospedantes transformadas pueden incluir residuos que
no estan relacionados con M. hyopneumoniae. Por ejemplo, un polipéptido recombinante puede ser un polipéptido
de fusién que contiene una porciéon de amino&cidos derivada de un vector de expresion, o de otra fuente, ademas de
la porcién derivada de M. hyopneumoniae. Un polipéptido recombinante también puede incluir una metionina de
partida. Los polipéptidos recombinantes de la invencion presentan la antigenicidad de un polipéptido de M.
hyopneumoniae, cuya secuencia se ilustra en la Figura 8.

La secuencia de acido nucleico que codifica la SEQ ID NO: 8 de longitud completa se muestra en la Figura 7. La
presente invencion abarca secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos inmunogénicos de la invencion,
es decir, capaces de activar anticuerpos u otras respuestas inmunes (p. €j., respuestas de células T del sistema
inmune) que reconocen epitopos del polipéptido que tiene una secuencia ilustrada en la Figura 8.

El término “acido nucleico” tal como se usa en la presente memoria abarca ARN y ADN, que incluye ADNc, ADN
genodmico y ADN sintético (p. ej., sintetizado quimicamente). El &cido nucleico puede ser de cadena doble o de
cadena sencilla. Cuando es de cadena sencilla, el acido nucleico puede ser la cadena sentido o la cadena
antisentido. Adicionalmente, el acido nucleico puede ser circular o lineal.

El término “aislado” tal como se usa en la presente memoria con referencia a acido nucleico se refiere a un acido
nucleico natural que no es inmediatamente contiguo a ambas secuencias con las que es inmediatamente contiguo
(una en el extremo 5’ y otra en el extremo 3’) en el genoma natural del organismo del cual deriva. Por ejemplo, un
acido nucleico puede ser, sin limitacién, una molécula de ADN recombinante de cualquier longitud, siempre que se
elimine o esté ausente una de las secuencias de acido nucleico que normalmente se encuentran flanqueando
inmediatamente a la molécula de ADN recombinante en un genoma natural. Asi, un &cido nucleico aislado incluye,
sin limitacién, un ADN recombinante que existe como una molécula separada (p. ej., un ADNc o un fragmento de
ADN producido mediante PCR o tratamiento de endonucleasa de restriccion) independiente de otras secuencias, asi
como ADN recombinante que se incorpora en un vector, un plasmido replicante autbnomamente, un virus (p. €j., un
retrovirus, adenovirus o herpesvirus), o en el ADN gendmico de un procarionte o un eucarionte. Ademas, un acido
nucleico aislado puede incluir una molécula de ADN recombinante que es parte de una secuencia de acido nucleico
hibrida o de fusion.

El término “aislado” tal como se usa en la presente memoria en referencia a acido nucleico también incluye cualquier
acido nucleico no natural, ya que las secuencias de &cido nucleico no naturales no se dan en la naturaleza y no
tienen secuencias inmediatamente contiguas en un genoma natural. Por ejemplo, se considera que un acido
nucleico no natural tal como un acido nucleico modificado es un &cido nucleico aislado.

Se puede fabricar acido nucleico modificado usando técnicas habituales de clonacién molecular o de sintesis
guimica de acido nucleico. El acido nucleico no natural aislado puede ser independiente de otras secuencias, 0
puede estar incorporado en un vector, un plasmido replicante autbnomamente, un virus (p. €j., un retrovirus,
adenovirus o herpesvirus), o el ADN gendémico de un procarionte o un eucarionte. Adicionalmente, un acido nucleico
no natural puede incluir una molécula de acido nucleico que es parte de una secuencia de acido nucleico hibrida o
de fusion.

Seré evidente para los especialistas en la técnica que un &cido nucleico que existe entre cientos a millones de otras
moléculas de acido nucleico dentro de, por ejemplo, bibliotecas de ADNc o gendmicas, o en tiras de gel que
contienen digesto de restriccion de ADN gendmico, no debe considerarse un acido nucleico aislado.

El término “exdgeno” tal como se usa en la presente memoria en referencia a acido nucleico y una célula particular
se refiere a cualquier acido nucleico que no tenga su origen en dicha célula particular tal como se encuentra en la
naturaleza. Por tanto, el &cido nucleico no natural se considera exdgeno para una célula una vez introducido en la
célula. Es importante destacar que el acido nucleico no natural puede contener secuencias o fragmentos de acido
nucleico de secuencias de acido nucleico que se encuentran en la naturaleza siempre que el acido nucleico
completo no exista en la naturaleza. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que contiene una secuencia de
ADN gendmico dentro de un vector de expresion es un acido nucleico no natural, y por tanto es exdégeno para una
célula una vez introducido en la célula, ya que la molécula de acido nucleico en su totalidad (ADN gendmico mas
ADN vector) no existe en la naturaleza. De este modo, cualquier vector, plasmido replicante autbnomamente o virus
(p. €j., retrovirus, adenovirus o herpesvirus) que como un todo no exista en la naturaleza se considera que es un
acido nucleico no natural. Se deduce que los fragmentos de ADN gendmico producidos mediante PCR o tratamiento
de endonucleasa de restriccion, asi como de ADNc son considerados como acido nucleico no natural, ya que existen
como moléculas separadas no encontradas en la naturaleza. También se deduce que cualquier acido nucleico que
contenga una secuencia promotora y una secuencia codificadora de polipéptido (p. €j., ADNc o ADN gendmico) en
una disposicién que no se da en la naturaleza es un acido nucleico no natural.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2427 115T3

Un &cido nucleico que existe en la naturaleza puede ser exdgeno para una célula particular. Por ejemplo, un
cromosoma completo aislado a partir de una célula de la persona X es un acido nucleico con respecto a una célula
de la persona Y una vez que el cromosoma ha sido introducido en una célula de Y.

También se proporcionan las moléculas de &cido nucleico recombinante que son Utiles para la preparacion de los
polipéptidos mencionados anteriormente. Las moléculas de acido nucleico recombinantes preferidas incluyen, sin
limitacion, (1) las que codifican polipéptidos inmunogénicos de la invencién que tienen una secuencia de acido
nucleico que es un fragmento de la secuencia de la Figura 7; (2) vectores de clonacion o de expresion que contienen
secuencias que codifican polipéptidos recombinantes de la presente invencion; (3) secuencias de 4cido nucleico que
se hibridan con las secuencias que codifican polipéptidos de M. hyopneumoniae de la invencion; (4) secuencias de
acido nucleico degeneradas que codifican polipéptidos de la invencion.

Los &cidos nucleicos de la invencién pueden insertarse en cualquiera de una amplia variedad de vectores de
expresion mediante una variedad de procedimientos, generalmente a través del uso de un sitio apropiado de
endonucleasa de restriccion. Los vectores adecuados incluyen, por ejemplo, vectores que consisten en segmentos
de secuencias cromosomales, no cromosomales y de acido nucleico sintético, tal como varios derivados conocidos
de SV40; plasmidos bacterianos conocidos, p. €j., plasmidos de E. coli que incluyen colE1, pCR1, pBR322, pMB9 y
sus derivados; plasmidos de espectro mas amplio de hospedantes, p. €j., RP4; ADNs de fago, p. €j., los numerosos
derivados del fago A, p. ej., NM 989, y otros fagos de ADN tales como M13 o fagos de ADN de cadena sencilla
filamentosos; plasmidos de levadura tales como el plasmido 2p o derivados del mismo; ADN virico tal como
baculovirus, vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar o pseudo-rabia; y vectores derivados de combinaciones de
plasmidos y ADNs de fago, tales como los plasmidos que han sido modificados para emplear ADN de fago u otras
secuencias de control de la expresion.

Dentro de cada vector de clonacion o expresion especifico, se pueden seleccionar varios sitios para la insercion de
los acidos nucleicos de la invencion. Estos sitios normalmente son designados por la endonucleasa de restriccion
gue los corta, y existen varios métodos conocidos para insertar acidos nucleicos en dichos sitios para formar
moléculas recombinantes. Estos métodos incluyen, por ejemplo, marcado con colas dG-dC o dA-dT, ligacién directa,
ligandos sintéticos, reacciones de reparacion ligadas a exonucleasa y polimerasa seguidas de ligacidn, o extension
de la cadena de acido nucleico con ADN polimerasa y una plantilla de cadena sencilla apropiada seguida de
ligacion. Debe entenderse que un vector de clonacién o expresion Util en esta invencidn no necesita tener un sitio de
endonucleasa de restriccion para la insercion del fragmento de &cido nucleico elegido, y que la insercion se puede
producir por medios alternativos.

Para la expresion de los acidos nucleicos de esta invencion, estas secuencias de acido nucleico son ligadas
operativamente a una o0 mas secuencias de control de la expresion del vector de expresion. Dicha ligacién operativa,
que puede ser efectuada antes o después de que el &cido nucleico elegido sea insertado en un vehiculo de
clonacion, permite a las secuencias de control de la expresién controlar y promover la expresion del acido nucleico
insertado.

Se puede usar cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresion —secuencias que
controlan la expresion de un acido nucleico cuando estan ligados operativamente a él— en estos vectores para
expresar las secuencias de acido nucleico de esta invencion. Dichas secuencias de control de la expresion Utiles
incluyen, por ejemplo, los promotores temprano y tardio de SV40, los sistemas lac o trp, el sistema TAC o TRC, el
operador principal y las regiones promotoras de A, las regiones de control de proteina de cubierta fd, el promotor
para fosfoglicerato quinasa y otras enzimas glicoliticas, los promotores de &cido fosfatasa, p. e€j. Pho5, los
promotores de los factores de emparejamiento a de levadura, y otras secuencias conocidas por controlar la
expresion de genes en células procaridticas o eucariéticas o sus virus, y combinaciones diversas de los mismos. El
vector de expresion también incluye una secuencia no codificadora para un sitio de union a ribosoma para el inicio
de la traduccion y un terminador de transcripcion. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para
amplificar la expresion. En células de mamifero, adicionalmente es posible amplificar las unidades de expresion
ligando el gen al que codifica para deshidrofolato reductasa y aplicando una seleccion para albergar células de
ovario de hamster chino.

El vector o vehiculo de expresién, y en particular los sitios elegidos en él para la inserciéon del fragmento de acido
nucleico seleccionado, y la secuencia de control de la expresién empleada en esta invencion se determinan a través
de una serie de factores, p. €j., el nUmero de sitios susceptibles a una enzima de restriccion particular, el tamafio del
polipéptido que va a ser expresado, caracteristicas de expresion tales como la localizacién de los codones de inicio y
parada respecto a las secuencias de vector, y otros factores reconocidos por los especialistas en la técnica. La
eleccion de un vector, secuencia de control de la expresion y/o sitio de insercion se determina mediante un equilibrio
de estos factores, ya que no todas las selecciones son igualmente efectivas para un caso dado.

A continuacion se puede emplear la molécula de &cido nucleico recombinante que contiene la secuencia
codificadora deseada ligada operativamente a una secuencia de control de la expresion para transformar una amplia
variedad de hospedantes apropiados de tal modo que permita a dichos hospedantes (transformantes) expresar la
secuencia codificadora, o fragmento de la misma, y producir el polipéptido, o porcién del mismo, para el cual codifica
el acido nucleico hibrido. La molécula de acido nucleico recombinante también se puede emplear para transformar
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un hospedante de tal modo que permita que se hospede en la replicacion para producir moléculas adicionales de
acido nucleico recombinante como fuente de secuencias codificadoras de M. hyopneumoniae y fragmentos de las
mismas.

Una amplia variedad de hospedantes también son Utiles para producir polipéptidos y acidos nucleicos de esta
invencion. Estos hospedantes incluyen, por ejemplo, bacterias tales como E. coli, Bacillus y Streptomyces, hongos
tales como levaduras y células animales o vegetales en cultivos de tejido. La seleccion de un hospedante apropiado
para estos usos esta controlada por una serie de factores. Estos incluyen, por ejemplo, la compatibilidad con el
vector elegido, la toxicidad de los co-productos, la facilidad para recuperar el polipéptido deseado, las caracteristicas
de expresién, la bioseguridad y el coste. No se puede hacer una eleccién absoluta de hospedante para una molécula
de acido nucleico o polipéptido recombinante en particular a partir de uno solo de estos factores. En su lugar, se
aplica un compromiso de estos factores evidenciando que no todos los hospedantes pueden ser igualmente
efectivos para la expresion de una molécula de &cido nucleico recombinante particular.

También se entiende que las secuencias de &cido nucleico que son insertadas en el sitio seleccionado de un vector
de clonacion o de expresion pueden incluir nucleétidos que no son parte de la secuencia codificadora real para el
polipéptido deseado o pueden incluir solo un fragmento de la secuencia codificadora completa para dicho
polipéptido. Solo se requiere que, cualquiera que sea la secuencia de ADN empleada, el hospedante transformado
produce un polipéptido que tiene la antigenicidad de los polipéptidos de M. hyopneumoniae nativos.

Por ejemplo, en un vector de expresion de esta invencion, se puede fusionar un 4cido nucleico de esta invencion en
el mismo marco de lectura a una porcién de una secuencia de acido nucleico que codifica para al menos un
polipéptido vehiculo eucariético o procariético o una secuencia de acido nucleico que codifica para al menos una
secuencia sefial eucariotica o procaridtica, o0 combinaciones de los mismos. Dichas construcciones pueden ayudar
en la expresion de la secuencia de &cido nucleico deseada o a mejorar la purificacion, permitir la secrecion y
preferiblemente la maduracién del polipéptido deseado desde la célula hospedante. Alternativamente, la secuencia
de acido nucleico puede incluir un codén de inicio ATG, solo o junto a otros codones, fusionado directamente a la
secuencia que codifica el primer aminoacido de un polipéptido deseado. Dichas construcciones permiten la
produccién, por ejemplo, de un metionilo u otro polipéptido de peptidilo que es parte de esta invencion. Esta
metionina o péptido N-terminal puede someterse entonces a ruptura intracelularmente o extracelularmente a través
de una variedad de procesos conocidos, o el polipéptido se puede usar junto con la metionina u otra fusion unidad a
ella en las composiciones y métodos de esta invencion.

La secuencia de acido nucleico apropiada presente en el vector cuando es introducido en un hospedante puede
expresar parte o solo una porcion del polipéptido que es codificado, siendo suficiente que el polipéptido expresado
sea capaz de activar un anticuerpo u otra respuesta inmune que reconozca un epitopo de la secuencia de
amino&cido mostrada en la Figura 8. Por ejemplo, al emplear E. coli como organismo hospedante, el codon UGA es
un coddn de parada de tal modo que el polipéptido expresado solo puede ser un fragmento del polipéptido
codificado por el vector, y por lo tanto, generalmente se prefiere que todos los codones UGA se la secuencia de
acido nucleico apropiada sean convertidos en codones no de parada. Alternativamente, se puede introducir en el
hospedante una secuencia de acido nucleico adicional que codifica un ARN-t que traduce el codon UGA en un
residuo de triptéfano.

El polipéptido expresado por el hospedante transformado por el vector puede ser recolectado por métodos
conocidos por los especialistas en la técnica, y usado para la protecciéon de un animal no humano tal como cerdo,
ganado vacuno, etc., contra neumonia enzodtica causada por M. hyopneumoniae. El polipéptido se usa en una
cantidad efectiva para proporcionar proteccion contra heumonia enzodética causada por M. hyopneumoniae y puede
usarse en combinacion con un vehiculo fisiolégicamente aceptable adecuado como se describe mas adelante.

Deteccion de M. hyopneumoniae

Los polipéptidos de la presente invencion también se pueden usar como antigenos para fines diagnosticos para
determinar si una muestra de ensayo bioldgico contiene antigenos de M. hyopneumoniae o anticuerpos para estos
antigenos. Dichos ensayos para infeccion de M. hyopneumoniae en un animal habitualmente implican incubar una
muestra bioldgica que contiene anticuerpos procedente de un animal que se sospecha que padezca dicha afeccion
en presencia de un polipéptido marcado detectablemente de la presente invencién, y detectar la union. El polipéptido
inmunogénico generalmente esta presente en una cantidad que es suficiente para producir un nivel detectable de
union con un anticuerpo presente en la muestra que contiene anticuerpos.

Por lo tanto, en este aspecto de la invencién, el polipéptido se puede unir a un soporte en fase sélida, p. €j., una
placa de microtitulacién, que sea capaz de inmovilizar células, particulas celulares o polipéptidos solubles. A
continuacion se puede lavar el soporte con disoluciones tamponantes adecuadas seguido de un tratamiento con la
muestra del animal. El soporte de fase sdlida puede entonces ser lavado con el tamp6n una segunda vez para
eliminar los anticuerpos no ligados. Se afiade polipéptido marcado y se lava el soporte una tercera vez para eliminar
los anticuerpos marcados no ligados. La cantidad de marca ligada sobre dicho soporte sélido se puede detectar a
continuacién empleando medios convencionales.
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Con “soporte de fase sdlida” se pretende indicar cualquier soporte capaz de ligar antigeno o anticuerpos. Los
soportes, o vehiculos, bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon,
amilasas, celulosas naturales y modificadas (especialmente nitrocelulosa), poliacrilamidas, agarosa y magnetita. La
naturaleza del vehiculo puede ser soluble en cierta medida o insoluble para los propdsitos de la presente invencion.
El material soporte puede presentar virtualmente cualquier configuracion estructural posible siempre que la molécula
acoplada sea capaz de unirse a un antigeno o anticuerpo. Asi, la configuracion del soporte puede ser esférica, como
en una bolita, o cilindrica, con en la superficie interior de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla.
Alternativamente, la superficie puede ser plana tal como por ejemplo una hoja o tira de ensayo. Los soportes
preferidos incluyen bolitas de poliestireno.

Los anticuerpos especificos de M. hyopneumoniae pueden marcarse de forma detectable ligando los mismos a una
enzima y usandolos en un inmunoensayo enzimatico (EIA), o en un ensayo inmunosorbente ligado a enzima
(ELISA). Dicha enzima, a su vez, cuando sea expuesta mas tarde a su sustrato, reaccionara con el sustrato de tal
manera que producird un resto quimico que puede detectarse, por ejemplo, a través de medios
espectrofotométricos, fluorimétricos o visuales. Las enzimas que pueden usarse para marcar de forma detectable
anticuerpos especificos de M. hyopneumoniae incluyen, aunque sin limitacién, peroxidasa de rdbano, malato
deshidrogenasa, estafilococo nucleasa, delta-V-esteroide isomerasa, deshidrogenasa de alcohol de levadura, alfa-
glicerofosfato deshidrogenasa, triosa fosfato isomerasa, alcalino fosfatasa, asparaginasa, glucosa oxidasa, beta-
galactosidasa, ribonucleasa, ureasa, catalasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoa/nilasa y acetilcolinesterasa.

La deteccién se puede realizar usando cualquiera de una variedad de inmunoensayos. Por ejemplo, marcando
radiactivamente la proteina recombinante, es posible detectar la unién de anticuerpos a través de
radioinmunoensayo (RIA). El isétopo radiactivo se puede detectar a través de medios tales como el uso de un
contador gamma o un contador de centelleo o mediante autorradiografia. Los isétopos que son particularmente Utiles
para el propésito de la presente invencion incluyen *H, *#°1, '3, **s y *C, preferiblemente **°I.

También es posible marcar el polipéptido recombinante con un compuesto fluorescente. Cuando el polipéptido
marcado fluorescentemente es expuesto a luz de la longitud de onda apropiada, su presencia se puede detectar
entonces debido a la fluorescencia. Entre los compuestos de marcado fluorescente usados mas comidnmente se
encuentran el isotiocianato de fluoresceina, la rodamina, la ficoeriterina, la ficocianina, la aloficocianina, el o-
ftaldehido y la fluorescamina. El polipéptido también puede marcarse de forma detectable usando la fluorescencia
gque emiten metales como el 12 Eu u otros de la serie de los lantanidos. Estos metales se pueden unir a la proteina
usando grupos quelantes de metales tales como el &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) o el &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA).

El polipéptido también se puede marcar de forma detectable acoplandolo a un compuesto quimioluminiscente o
bioluminiscente. La presencia del polipéptido marcado quimioluminiscentemente se determina entonces detectando
la presencia de la luminiscencia que surge durante el transcurso de una reaccion quimica. La bioluminiscencia es un
tipo de quimioluminiscencia que se da en sistemas bioldgicos en los que una proteina catalitica aumenta la eficacia
de la reaccién quimioluminiscente. Los ejemplos de compuestos de marca quimioluminiscente particularmente utiles
son luminol, isoluminol, éster teromético de acridinio, imidazol, sal de acridinio y éster de oxalato. Los compuestos
bioluminiscentes importantes para los propdsitos de marcado son la luciferina, la luciferasa y aequorina.

La deteccion de la marca se puede llevar a cabo mediante un contador de centelleo, por ejemplo, si la marca
detectable es un emisor de radiacion gamma, o mediante un fluorémetro, por ejemplo, si la marca es un material
fluorescente. En el caso de una marca enzimdtica, la deteccidon se puede llevar a cabo empleando métodos
colorimétricos que usan un sustrato para la enzima. La deteccion también se puede llevar a cabo mediante
comparacién visual de la extension de la reaccidon enzimatica de un sustrato en comparacién con patrones
preparados de forma similar.

La deteccion de los focos de anticuerpos marcados de forma detectable es indicativa de una enfermedad o estado
disfuncional y puede usarse para medir M. hyopneumoniae en una muestra. La ausencia de dichos anticuerpos o de
otra respuesta inmune indica que el animal no ha sido ni vacunado ni infectado. Para los propdsitos de la presente
invencion, la bacteria que es detectada a través de este ensayo puede estar presente en una muestra biolégica. Se
puede usar cualquier muestra que la contenga, sin embargo, uno de los beneficios de la presente invencion
diagnostica es que se puede evitar la eliminacion de tejido invasivo. Por lo tanto, preferiblemente, la muestra es un
fluido biolégico tal como, por ejemplo, sangre o fluido nasal, de la garganta o pulmonar, pero la invencién no esta
limitada a ensayos que usen estas muestras.

La deteccion in situ se puede llevar a cabo eliminando un espécimen histolégico de un animal, y proporcionando la
combinacion de anticuerpos marcados de la presente invencion a dicho espécimen. El anticuerpo (o fragmento)
preferiblemente se proporciona aplicando o superponiendo el anticuerpo (o fragmento) marcado sobre una muestra
bioloégica. Mediante el uso de dicho procedimiento, es posible determinar no solo la presencia de M. hyopneumoniae
sino también su distribucién en el tejido examinado. Usando la presente invencion, los especialistas en la técnica
percibiran facilmente que se puede modificar cualquiera de una amplia variedad de métodos histolégicos (tales como
los procedimientos de tincién) a fin de lograr la deteccion in situ.
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Alternativamente, se puede evaluar una muestra (p. €j., una muestra de fluido o de tejido) para determinar la
presencia de una secuencia que codifica para un polipéptido de M. hyopneumoniae de la invencién mediante
reaccion con una secuencia de acido nucleico recombinante o sintética contenida dentro de la secuencia mostrada
enla Figura 1, 3,5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 o cualquier secuencia de ARN equivalente a dicha secuencia de acido
nucleico. La ausencia de la secuencia codificadora indica que el animal no ha sido vacunado ni infectado. Este
ensayo implica métodos de sintesis, amplificacion o hibridacion de secuencias de acido nucleico que son conocidas
por los especialistas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY; PCR, A Practical Approach, Volimenes
1y 2, McPherson et al. (eds.), Oxford University Press, 1992 y 1995; y PCR Strategies, Innis (ed.), Academic Press,
1995.

Composiciones

La presente invencion también contempla una composicion (p. €j., una vacuna) que comprende los polipéptidos
recombinantes de la presente invencion, o secuencias de acido nucleico que codifican estos polipéptidos, para
inmunizar o proteger animales no humanos, preferiblemente cerdos, contra infecciones de M. hyopneumoniae,
particularmente neumonia enzodtica. Los términos “proteger” o “proteccion” cuando se usan respecto a la
composicién para neumonia enzoética descrita en la presente memoria significan que la composicién previene la
neumonia enzodtica provocada por M. hyopneumoniae y/o reduce la gravedad de la enfermedad. Cuando una
composicién provoca una respuesta inmunolégica en un animal, el animal se considera seropositivo, es decir, el
animal produce una cantidad detectable de anticuerpos contra un polipéptido de la invencion. Los métodos para
detectar una respuesta inmunolégica en un animal son bien conocidos.

Las composiciones generalmente incluyen una dosis inmunolégicamente efectiva de un polipéptido de la invencion.
Una dosis “inmunoldgicamente efectiva” es una cantidad que, cuando se administra a un animal, provoca una
respuesta inmunolégica en el animal pero no hace que el animal desarrolle sintomas clinicos graves de una
infeccion. Un animal que ha recibido una dosis inmunolégicamente efectiva es un animal inoculado o un animal que
contiene un inoculante de una cantidad inmunolégicamente efectiva de un polipéptido de la invencion. Las dosis
inmunolégicamente efectivas se pueden determinar experimentalmente y pueden variar de acuerdo con el tipo,
tamarfio, edad y estado de salud del animal vacunado. La vacunacién puede incluir una Unica inoculacién o mdltiples
inoculaciones. Pueden ser Utiles otros calendarios y cantidades de vacunacion, incluyendo dosis de vacunas de
refuerzo.

La composicion puede emplearse en combinacién con un vehiculo, que puede ser cualquiera de una amplia
variedad de vehiculos. Los vehiculos representativos incluyen agua esterilizada, disolucion salina, disoluciones
tamponadas, aceite mineral, alumbre y polimeros sintéticos. También se pueden usar agentes adicionales para
mejorar las propiedades de suspension y dispersion en una disolucion. La seleccion de un vehiculo adecuado
depende de la manera en la que la composicidn vaya a ser administrada. La composicién generalmente se emplea
en animales no humanos que son susceptibles de contraer neumonia enzoética, en particular, cerdos.

La composicién se puede administrar mediante cualquier método adecuado, tal como inyeccién intramuscular,
subcutanea, intraperitoneal o intravenosa. Alternativamente, la composicion puede administrarse intranasalmente u
oralmente, tal como mezclando los componentes activos con pienso o0 agua, o proporcionando una forma de
comprimido. Son particularmente adecuados para la administracion de un &cido nucleico métodos tales como el
bombardeo de particulas, la microinyeccion, la electroporacion, la transfeccién con fosfato calcico, la transfeccion
liposomal y la transfeccién virica. Las composiciones de acido nucleico y los métodos para su administracion son
conocidos en la técnica, y se describen en las Patentes de EE.UU. N° 5.836.905; 5.703.055; 5.589.466 y 5.580.859.
Otros medios para la administracion de la composicion seran evidentes para los especialistas en la técnica a partir
de los contenidos de la presente memoria; por consiguiente, el alcance de la invencién no esta limitado a una forma
de administracion particular.

La composicion también puede incluir componentes activos o adyuvantes (p. €j., adyuvante incompleto de Freund),
ademas de el(los) antigeno(s) o fragmentos descritos anteriormente en la presente memoria. Se pueden usar
adyuvantes para potenciar la inmunogenicidad de un antigeno. Entre los adyuvantes que pueden usarse se
encuentran las emulsiones de aceite y agua, el adyuvante completo de Freund, el adyuvante incompleto de Freund,
Corynebacterium parvum, Hemophilus, Mycobacterium butyricum, hidroxido de aluminio, sulfato de dextrano, 6xido
de hierro, alginato sodico, Bacto-Adyuvante, determinados polimeros sintéticos tales como poli aminoéacidos y co-
polimeros de aminoéacidos, saponina, carragenina iota, RegressinTM, Avridine™, Mannite monooleate, aceite de
parafina y dipéptido de muramilo.

Las composiciones o vacunas de acido nucleico o polipéptidos descritas en la presente memoria pueden combinarse
con materiales de envasado que incluyan instrucciones de uso para su venta como articulos de fabricacién o kits.
Los componentes o métodos para producir articulos de fabricacion son bien conocidos. Los articulos de fabricacion
pueden combinar una o mas vacunas (p. €j., acido nucleico o polipéptido) como las descritas en la presente
memoria. En dichos kits se pueden incluir instrucciones que describan como una vacuna es efectiva para prevenir la
incidencia de una infeccion de M. hyopneumoniae, prevenir la aparicion de los sintomas clinicos de una infeccién de
M. hyopneumoniae, aliviar los sintomas clinicos de una infeccién de M. hyopneumoniae, reducir el riesgo de los
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sintomas clinicos de una infeccibn de M. hyopneumoniae, reducir la aparicién de los sintomas clinicos de una
infeccion de M. hyopneumoniae y/o la propagacién de infecciones de M. hyopneumoniae en animales.

Convenientemente, las vacunas de la invencion pueden proporcionarse en una forma pre-envasada en cantidades
suficientes para una dosis protectora para un Unico animal o para un numero especificado de animales, por ejemplo,
en ampollas selladas, capsulas o cartuchos.

La aplicacion de los contenidos de la presente invencién a un problema o un entorno especificos se encuentra entre
las capacidades del especialista en la técnica. En los siguientes ejemplos se muestran ejemplos de productos y
procesos de la presente invencion.

La invencion se describird adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

Ejemplos
A. P102 y sus paralogos
Ejemplo A.1 — Cepas de Mycoplasma

Las cepas de Mycoplasma hyopneumoniae usadas incluyeron la 232, la J y la Beaufort. La fuente y las condiciones
de cultivo usadas para cultivar M. hyopneumoniae son como se describen en Scarman et al. (1997) Microbiology
143: 663-673.

Ejemplo A.2 — Clonacion del gen que codifica P102

El gen que codifica P102 se obtuvo mediante reaccidon en cadena de polimerasa (PCR) y se clond en pTrcHis
(Invitrogen). Los oligonucleétidos TH130 y TH131 se usaron para amplificar la region que codifica los aminoacidos
33 a 887 de P102 a partir de pISM1217 como se describe en Hsu y Minion ((1998) Infect. Immun. 66: 4762-4766). El
producto PCR que tenia los sitios de enzima de restriccion 5 BamHI y 3’ Pstl fue digerido secuencialmente con
BamHlI y Pstl, purificado en gel y ligado en ADN plasmido pTrcHis digerido con BamHI/Pstl. La mezcla de ligacion se
transformé en Escherichia coli CSH50, y los transformantes fueron seleccionados para resistencia a ampicilina (100
pg por mL). El plasmido resultante se secuencié con el cebador SA1528 para confirmar la insercion y la orientacion
del injerto.

Se llevé a cabo una mutagénesis dirigida a sitio sobre la secuencia insertada para eliminar codones TGA, que
codifican para triptéfano en Mycoplasmas. Se llevé a cabo mutagénesis dirigida usando el kit QuikChange Site-
Directed Mutagenesis de Stratagene (Stratagene, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se cambiaron cinco
codones TGA de la secuencia clonada a TGG usando los siguientes pares de cebadores:

P102.2f: 5-GAT AAT TTT AAA AAA TGG TCG GCA AAA ACA GTT TTA ACT GCT GCC-3' (SEQ ID NO: 21);
P102.2r: 5-GGC AGC AGT TAAAAC TGT TTT TGC CGA CCATTT TTT AAA ATT ATC-3' (SEQ ID NO: 22);

P102.3f: 5-GAA AGA GGA AGT AAT TGG TTT TCA CGA CTT GAA AGA GC-3' (SEQ ID NO: 23);
P102.3r: 5'-GCT CTT TCA AGT CGT GAA AAC CAATTACTT CCT CTT TC-3' (SEQ ID NO: 24);

P102.4f: 5-CTA AAA TTC TAA AAT CCT GGC TTG AAA CAA ATC TTC AAG GC-3' (SEQ ID NO: 25);
P102.4r: 5'-GCC TTG AAG ATT TGT TTC AAG CCA GGA TTT TAG AAT TTT AG-3’ (SEQ ID NO: 26);

P102.5f: 5-GCC TCT CTG ATT ATT GGT ATG GAT CTC CGA ATT C-3' (SEQ ID NO: 27);
P102.5r: 5'-GAA TTC GGA GAT CCA TAC CAA TAA TCA GAG AGG C-3' (SEQ ID NO: 28);

P102.6f: 5-GGG ACA AGC ATT TGG ACA GCT TTT AAT TTC G-3' (SEQ ID NO: 29);
P102.6r: 5'-CGA AAT TAA AAG CTG TCC AAATGC TTG TCC C-3' (SEQ ID NO: 30);

E. coli XL1-Blue MRF’ fue el receptor para cada etapa de mutagénesis. Para confirmar la secuencia y los cambios
de base individuales, y para determinar si se habian introducido errores durante las etapas de clonaciéon y
mutagénesis, se secuenci6 el producto final usando los cebadores:

P102.2-SEQ: 5-TCC GAC GAT GAC GAT AAG-3’ (SEQ ID NO: 31);
P102.5-SEQ: 5-TGG AAA ATT AGT TCT TGG-3' (SEQ ID NO: 32);
P102.6-SEQ: 5-AGT TTC CAC TTC ATC GCC-3' (SEQ ID NO: 33);

La construccion final se designé pISM1316.6.
Ejemplo A.3 — Expresion y purificacion de P102

El plasmido pISM1316.6 se transformé en E. coli ER1458 (F- A(lac)U169 lon-100 hsdR araD139 rpsL (StrR) supF
mcrA trp+ zjj202::Tn10(TetR) hsdR2(rk-mk+) mcrB1), un mutante de proteasa Lon, en preparacion para la expresion
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de proteina. Se diluy6 1:10 un cultivo de una noche en medio de supercaldo fresco (por litro; 32 g de Bacto triptona,
20 g de extracto de levadura, 5 g de cloruro sédico, pH 7,3) que contiene isopropil tiogalactopiranoside (IPTG) y
céctel inhibidor de proteasa (Sigma P8848) a una dilucidon 1:200. El cultivo se incub6 durante 5 horas a 30°C con
agitacion. Las células fueron recolectadas mediante centrifugacion y resuspendidas en tampon TS (Tris 10 mM,
cloruro sodico 100 mM, pH 7,4) mas urea 8 M y 2 mg/mL de lisozima. Tras incubar durante 30 minutos en hielo, la
suspension se congel6 en un bafio de etanol en hielo seco y se pas6 secuencialmente a través de tres ciclos de
congelacion-descongelacion. EI ADN cromosomal se cortdé haciendo pasar la suspension a través de una aguja del
18, y los restos celulares insolubles se eliminaron mediante centrifugacion. La disolucién final se hizo pasar a través
de una columna de resina Talon Metal Affinity (Clontech Laboratories, Inc., CA). La columna se lavé con 10
volumenes de columna de tampdn TS que contenia imidazol 10 mM. La proteina ligada se eluyé con tampén TS que
contenia imidazol 500 mM, y el eluyente de columna se dializ6 durante la noche contra salino tamponado con fosfato
(NagHPO4 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4). Se determiné la pureza de las preparaciones de proteina mediante
electroforesis de gel de dodecilsulfato soédico y mediante inmunotransferencia usando anticuerpos monoclonales
6xHis (Clontech).

Ejemplo A.4 — Generacioén de antisueros de P102

Se inmunizaron ratones con 10 pg de P102 purificado mezclado con 200 pL de adyuvante incompleto de Freund, y
en el dia 21 se administraron las segundas dosis. Se desarrolld ascitis mediante la introduccion de células de
mieloma Sp2 usando el método de Luo y Lin ((1997) BioTechniques 23: 630-632), y el fluido ascitico fue dividido en
alicuotas y almacenado a -70°C. Se evalué la especificidad de anticuerpos mediante analisis de inmunotransferencia
usando proteina P102 purificada y antigeno completo de M. hyopneumoniae.

Ejemplo A.5 — Andlisis microscépico inmunoelectrénico de secciones celulares marcadas con inmuno-oro

Para determinar si P102 esta expuesto en la superficie o esta asociado con la adhesina de cilio P97, se us6 un
antisuero anti-P102 policlonal monoespecifico en los siguientes estudios microscépicos inmunoelectrénicos para
determinar la localizacion de P102 en la célula de Mycoplasma.

Las cepas de M. hyopneumoniae 90-1 y 60-3 fueron cultivadas en medio de Friis modificado (Friis (1971) Acta Vet.
Scand. 12: 69-79) hasta la fase mid log segun se ha descrito (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 1317-1323). Las
células fueron peletizadas mediante centrifugacion y lavadas una vez disolucién salina tamponada de fosfato (PBS)
mediante centrifugacién. Las células fueron resuspendidas en PBS y a continuacién se hicieron reaccionar con fluido
ascitico anti-P102 diluido 1:50, o con sobrenadante de cultivo de células F1B6 (Zhang et al. (1995) Infect. Immun.
63: 1013-1019) diluido 1:10, durante una noche a 4°C. Al siguiente dia, las células fueron lavadas cinco veces con
PBS y se hicieron reaccionar entonces durante 30 minutos a temperatura ambiente con IgG anti-raton de cabra +
IgM marcado con particulas de oro de 10 nm (EY Laboratories, Inc., San Mateo, Calif.) diluidas 1:25. A continuacién
las células fueron lavadas cinco veces con PBS y peletizadas mediante centrifugacion.

Los pelets celulares finales fueron fijados con glutaraldehido al 3% en tamp6n de cacodilato sédico 0,1 M (pH 7,2) a
4°C durante una noche. Los pelets fueron lavados tres veces, 15 minutos cada vez, con tampén de cacodilato sodico
0,1 M y post-fijados con tetroxido de osmio al 1% en tampén de cacodilato sédico 0,1 M durante 2 horas a
temperatura ambiente. Entonces las particulas fueron lavadas con agua destilada, pasadas a través de una serie de
acetona y embebidas en Embed 812 y Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA).

Para las secciones traqueales, se inocularon cerdos libres de Mycoplasma intratraquealmente con la cepa 232 de M.
hyopneumoniae tal como se describe en Thacker et al. ((1997) Potentiation of PRRSV pneumonia by dual infection
with Mycoplasma hyopneumonaie. En Conference of Research Workers in Animal Diseases. Ellis, R.P. (ed.)
Chicago, IL: lowa State University Press, pag. 190). Tras 10 y 21 dias, los cerdos fueron sacrificados y se extrajeron
las traqueas. Se fijaron bloques de tejido de un cm con glutaraldehido al 1% durante una noche, se deshidrataron en
una serie de acetona y se embebieron como se ha indicado anteriormente. Se tifieron secciones gruesas (1-2 pum)
con azul de metileno policromo y se examinaron mediante microscopia para determinar regiones que contenian
epitelio ciliado. A continuacién se prepararon secciones finas (80-90 nm) para marcado. Para algunos estudios, se
embebieron células cultivadas in vitro y se seccionaron antes de la tincion. Las secciones fueron pretratadas con
cloruro de amonio (1%) durante 1 hora, glicina 0,05 M en PBS durante 15 minutos, y se bloquearon durante 30
minutos en gelatina de pez al 2% + albimina de suero bovino al 2% en tampén TS (Tris 10 mM, NaCl 100 mM, pH
7,5). Los anticuerpos primarios fueron diluidos (1:50) en tampén TS y se hicieron reaccionar con secciones durante
30 minutos a temperatura ambiente. Las secciones fueron lavadas seis veces con tampén TS, y a continuacion se
incubaron con IgG anti-ratdon de cabra + IgM marcada con particulas de oro de 10 nm (diluido 1:2) durante 15
minutos a temperatura ambiente. Se diluyeron los anticuerpos primarios y el conjugado y se centrifugaron
brevemente (12.000 x g durante 5 minutos) para eliminar los agregados de oro antes de su uso. A continuacion se
lavaron las secciones seis veces con tampdn TS, se secaron, se sometieron a contraste con vapores de osmio
durante 2 minutos y se tifleron con acetato de uranilo-citrato de plomo. Las secciones se examinaron en un
microscopio electrénico Hitachi 500 a 75 kV.

En las células cultivadas in vitro, se observé que las particulas de oro estaban externas respecto a las células y
estaban asociadas principalmente a la matriz extracelular. Se observaron resultados similares para las células
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tefiidas antes o después de la fijacién y el seccionamiento. Ocasionalmente, se observaron particulas asociadas con
la superficie celular, y en raras ocasiones se observaron particulas intracelularmente. En las células asociadas con
cilios porcinos, sin embargo, se observaron particulas de oro intracelularmente con una concentracién elevada.
También se observd P102 en asociacion con cilios porcinos, a menudo en agregados o a elevadas concentraciones.
La matriz extracelular que era tan prominente en células cultivadas en caldo no era evidente en las secciones de
epitelios de cerdos infectados.

Ejemplo A.6 — Electroforesis bi-dimensional

Se llevé a cabo una electroforesis de gel bi-dimensional (2-DGE) esencialmente como se describe en Guerreiro et al.
((1997) Mol. Plant Microbe Interact., 10:506-16). Se prepararon tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de la
primera dimension (180 mm, pH lineal y no lineal 3-10 y pH lineal 4-7 y 6-11; Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suecia) para enfocar para la inmersiéon en tampoén de hidratacion (urea 8 M, CHAPS al 0,5% p/v, DTT al
0,2% plv, Bio-Lyte al 0,52% p/v y una traza de azul de bromofenol) durante una noche. Se diluyé proteina de célula
completa de M. hyopneumoniae (100 pg para geles analiticos, 0,5-1,0 mg para geles preparativos e
inmunotransferencias) con tampén de muestra (urea 8 M, CHAPS al 4% p/v, DTT al 1% p/v, Bio-Lyte 3-10 al 0,8%
p/v, Tris 35 mM, y azul de bromofenol al 0,02% p/v) hasta un volumen de 50 a 100 pL para aplicacién a un extremo
anddico de cada tira IPG. Se llevd a cabo el enfoque isoeléctrico con una unidad de electroforesis Multiphor 1I
(Pharmacia) para 200 kVh a 20°C excepto para las tiras de pH 6-11, que fueron sometidas a electroforesis para 85
kVh. Las tiras IEF fueron reducidas y alquiladas en Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) que contenia urea 6 M, 30% p/v de
glicerol, 2% p/v de dodecilsulfato sédico (SDS), 2% p/v de DTT y 0,02% de azul de bromofenol. Las tiras
equilibradas fueron colocadas en ExcelGels de Pharmacia (T = 12 a 14% de acrilamida) para SDS-PAGE usando el
Multiphor 1I. Las condiciones electroforéticas consistieron en 200 voltios durante 1,5 horas seguido de 4 horas a 600
voltios a 5°C. Los geles fueron tefiidos en Azul de Coomassie R-250 (Bio-Rad, Hercules, CA) y las proteinas fueron
transferidas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) usando una unidad de transferencia Hoefer TE70
Series SemiPhor Semi-Dry (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). La transferencia se llevé a cabo
durante 1,5 horas a maximo voltaje y a una corriente medida multiplicando el area del gel (cm?) por 0,8 mA.

Ejemplo A.7 — Andlisis post-separacion

Las manchas de proteina fueron escindidas de los geles usando un escalpelo esterilizado y se colocaron en una
bandeja de 96 pocillos. Las piezas de gel fueron lavadas con bicarbonato aménico 50 mM/acetonitrilo al 100%
(60:40 v/v) y a continuacion se secaron en una Speed Vac (Savant Instruments, Holbrook, NY) durante 25 minutos.
A continuacion las piezas de gel se hidrataron en 12 pL de 12 ng uL'l de tripsina modificada de grado de
secuenciamiento (Promega, Madison, WI) durante 1 hora a 4°C. Se retir6 la disolucion de tripsina de exceso y las
piezas de gel fueron sumergidas en bicarbonato amoénico 50 mM e incubadas durante una noche a 37°C. Los
péptidos eluidos fueron concentrados y desalinizados usando CisZip-Tips'™ (Millipore Corp., Bedford, MA). Los
péptidos fueron lavados en columna con 10 PL de 4cido férmico al 5%. Los péptidos ligados fueron eluidos del Zip-
TipTM en disolucién de matriz (10 mg mL™ de &cido a-ciano-4-hidroxicinamico [Sigma] en acetonitrilo al 70%)
directamente en la placa diana. Se adquirieron espectros de masas de espectrometria de masas de tiempo-en-vuelo
de desorcién/ionizacion por laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS) usando un PerSeptive Biosystems Voyager
DE-STR (Framingham, MA) o un Micromass TofSpec2E (Micromass, Manchester, R.U.). Ambos instrumentos
estaban equipados con laseres de nitrogeno de 337 nm. Todos los espectros fueron obtenidos en modo
reflectron/extraccion retardada, promediando 256 disparos de laser por muestra. Se llevo a cabo una calibracion
interna de espectro de dos puntos en base a péptidos de autolisis de tripsina porcina interna (iones [M+H]" 842,5 y
2211,10). Se us6 una lista de picos monoisotdpicos correspondiente a la masa de péptidos tripticos generados para
buscar una version traducida modificada del genoma de M. hyopneumoniae. Las identificaciones exitosas se
basaron en el nimero de masas de péptido coincidentes y en el porcentaje de cobertura de secuencia logrado por
esas coincidencias. Se llevo a cabo un secuenciamiento N-terminal de Edman como se ha descrito previamente
(Nouwens et al., 2000).

Ejemplo A.8 — P102 se expresa en superficie

Para generar un anticuerpo especifico de P102, se expresoé proteina P102 recombinante en E. coli y a continuacion
se purific6 como se indica a continuacion. La secuencia codificadora para P102 se obtuvo del plasmido pISM1217,
gque contenia la secuencia completa de P102 (Hsu y Minion (1998) Infect. Immun. 66: 4762-4766). La region de la
secuencia codificadora que codifica los aminoacidos 33-887 se amplific6 mediante PCR usando cebadores que tiene
los sitios de restriccion BamHI y Pstl en los extremos 5’ para permitir la clonacion en pTrcHis. La construccion
resultante fue designada pISM1249. Para permitir la expresién de la secuencia codificadora en E. coli, se alteraron
los codones TGA de la secuencia de plSM1249 mediante mutagénesis dirigida a sitio a codones TGG. La
construccion final pISM1316.6 se secuencid para confirmar estos cambios y para buscar errores introducidos
mediante PCR durante la etapa de mutagénesis.

La expresion de la secuencia clonada en pISM1316.6 dio como resultado una proteina marcada con poli-histidina de
aproximadamente 100 kDa. Los niveles de expresién de P102 fueron bajos en E. coli a pesar de la eliminacion de
los codones de parada de 6palo (TGA). Se usé una columna de resina Talon Metal Affinity para eliminar las
proteinas de E. coli contaminantes durante la purificacién. Se us6 antisuero hiperinmune de raton activado contra
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esta proteina recombinante en andlisis de inmunotransferencia de células completas de M. hyopneumoniae. El
antisuero anti-P102 mostro tres bandas que indican la presencia de proteinas de reactividad cruzada o que el P102
estaba siendo procesado proteoliticamente. El tratamiento con tripsina de células enteras seguido de
inmunotransferencia y desarrollo con el antisuero anti-P102 mostré que el P102 estaba localizado sobre la superficie
de la membrana; todas las bandas inmunorreactivas fueron sensibles a tripsina.

Ejemplo A.9 — Se encuentran paralogos de P102 en el genoma de M. hyopneumoniae

Los estudios de hibridacién indicaron que el P102 o secuencias relacionadas con P102 pueden existir en multiples
copias en el genoma de M. hyopneumoniae (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 1317-1323). Los estudios de
secuenciamiento de genoma han identificado cuatro paralogos distintos de P102 (C2-mhp210, C27-mhp348, C28-
mhp663 y C2-mhp036) y dos paralogos parciales (C2-mhp033 y C2-mhp034) distribuidos a lo largo del cromosoma
(Figura 21). Un andlisis adicional de la secuencia de genoma de M. hyopneumoniae revel6 marcos de lectura
abiertos adicionales con homologias variables a P102. Cada una de ellas parecia ser una fusién con un segundo
gen, mientras que la secuencia original de P102 habia sufrido una evolucion significativa. Asimismo, cada paréalogo
era parte de una estructura genética de dos genes, posiblemente organizada en operones. En cada caso, el
parédlogo P102 era el segundo gen o mas. El andlisis de secuencia de ADN de cada uno de los paralogos de P102
demostré6 que la homologia con el P102 era baja, pero la homologia de aminoacidos era mucho mayor. Las
secuencias de aminoacidos de los paralogos de P102 se muestran en las Figuras 2, 6, 12, 14, 16, 18 y 20.

Ejemplo A.10 — El marcado de biotina de proteinas accesibles superficialmente identificé moléculas que pertenecen
a una familia multi-génica

Se llevaron a cabo estudios para identificar todas las proteinas accesibles superficialmente en M. hyopneumoniae
reconocidas por sueros porcinos convalecientes e hiperinmunes. Combinando biotinilacion superficial,
inmunotransferencia bi-dimensional, andlisis genémico y protedmico, se maped un subconjunto de estas moléculas
superficiales a la secuencia de genoma de M. hyopneumoniae.

Inicialmente, la electroforesis de gel bi-dimensional de proteinas biotiniladas identificé grupos de proteinas que
estaban expuestas superficialmente, altamente expresadas y que parecian resolverse a lo largo del gradiente de pl
como una serie de manchas. Las masas moleculares de estas proteinas oscilaban entre 40 y 130 kDa. Muchas de
estas proteinas fueron reconocidas mediante sueros porcinos convalecientes e hiperinmunes. Esto sugiere que
estas proteinas fueron expresadas durante la infeccion de M. hyopneumoniae y evocaron una respuesta inmune
acompanfante.

Se analizaron los fragmentos tripticos de manchas individuales de proteinas mediante huella dactilar de masas de
péptido, y los espectros se ajustaron a los productos de ruptura de tripsina teéricos generados a partir de la base de
datos del genoma de M. hyopneumoniae. Algunas de las manchas de diferentes masas moleculares fueron
mapeadas al mismo gen copia individual.

Ejemplo A.11 — Los estudios de huella dactilar de masas de péptidos y de biotinilacion demuestran que los
paralogos de P102 son expresados

Muchas de las proteinas identificadas mediante biotinilacion y huella dactilar de masas de péptidos se relacionaron
con los productos del operén de adhesion de cilios (Hsu y Minion (1998) Infect. Immun. 66: 4762-4766). Ademas de
la adhesina P97 de cilios, se identificaron productos génicos que representan P102 y proteinas relacionadas.

A.12 — Resultados

Los resultados indicaron que habia un nimero sorprendente de paralogos de P102 que fueron expresados todos y
gque estaban localizados sobre la superficie del organismo. Alguno de los paralogos de P102 presentaba un mayor
grado de identidad de secuencia con P97, mientras que otros paralogos de P102 no. Ninguna de las secuencias que
rodean a los paralogos de P102 eran similares, lo que sugiere que los genes de P102 se duplicaron y se movieron
independientemente de las secuencias que los rodeaban. Se observé una tincién diferencial de organismos
cultivados in vitro y de organismos cultivados in vivo, lo que sugiere adicionalmente que el P102 podria estar
implicado en las respuestas de tipo hiperinmune observadas durante la infeccion.

B. Estudios de p216
Ejemplo B.1 — Cepas y cultivo de Mycoplasma

La fuente y las condiciones de cultivo usadas para cultivar cepas de M. hyopneumoniae J, Beaufort y 232 son como
se describe en Scarman et al. ((1997) Microbiology 143: 663-673). Los Mycoplasmas fueron recolectados mediante
centrifugacion a 10.000 x g, lavados tres veces con tampédn TS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5) y los pelets de
células finales fueron congelados a -20°C hasta su uso.

Ejemplo B.2 — Electroforesis preparativa
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Ensayos preliminares de vacunas en cerdos inmunizados con antigenos fraccionados por tamafio de M.
hyopneumoniae indicaron que grupos de antigenos que residen en dos fracciones, las fracciones 2 (85-150 kDa) y 3
(70-85 kDa), proporcionaron una proteccién limitada contra una exposicién virulenta (Djordjevic et al. (1997) Aust Vet
J. 75: 504-511). Para determinar las secuencias de aminoacidos de proteinas que residen en estas fracciones de
masa molecular, se separaron lisatos de células enteras de la cepa J de M. hyopneumoniae usando columnas de
resolucion de 5-7% de poliacrilamida cada una con un 4% de gel de relleno usando un BioRad 491 Prep Cell como
se describe en Scarman et al. ((1997) Microbiology 143: 663-673). Las proteinas que corresponden a las definidas
para las fracciones 2 y 3 se agruparon, se concentraron mediante filtracion y se resuspendieron en PBS. Las
fracciones de proteinas fueron digeridas con tripsina, separadas usando electroforesis en geles premoldeados de
Tricina con un 8-15% de gradiente (Novex), y a continuacion transferidas a membrana de PVDF (BioRad, California,
EE.UU.) (Towbin et al. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 76: 4350-4354). Se analizaron las fracciones de proteinas
mediante (1) reaccion con sueros hiperinmunes porcinos activados contra la cepa J de M. hyopneumoniae y (2)
tincion con negro amido. Los fragmentos tipicos tefiidos con negro amido que reaccionaron con los sueros
hiperinmunes fueron analizados mediante secuenciamiento de aminoacidos N-terminales.

Ejemplo B.3 — Clonacidn del gen que codifica P216

Para clonar los genes que codifican proteinas inmunorreactivas, se disefiaron sondas de oligonucledtidos
degenerados a partir de secuencias de péptidos N-terminales determinadas anteriormente y usadas para sondear
ADN cromosomal digerido por EcoRI mediante inmunotransferencia (Southern (1975) J. Mol. Biol. 98: 503-517). El
ADN cromosomal digerido por EcoRI procedente de la cepa Beaufort fue separado en una columna de agarosa al
1% preparada en 491 Prep Cell segun la Nota Técnica de BioRad N° 2203. Se inmunotransfirieron muestras de cada
quinta fraccion a una membrana de nylon y se sondearon con sondas de oligonucleétidos degenerados derivadas de
secuencias N-terminales de fragmentos tripticos. Los fragmentos de ADN de fracciones reactivas fueron incubados
con el fragmento Klenow y Pfu ADN polimerasa para generar extremos redondeados. Los fragmentos de ADN
fueron ligados en pCR ScriptTM y transformados en XL10-Gold como se indica en las instrucciones del fabricante
(Stratagene).

De este modo, el andlisis de secuencia N-terminal de un fragmento de péptido triptico de X kDa reconocido por
hiperinmune porcina generé la secuencia ELEDNTKLIAPNIRQ (SEQ ID NO: 34). En base a esta secuencia de
aminoécidos, se preparé un oligonucleétido degenerado que tiene la secuencia 5’-GAA (T/C)T(T/A) GAA GAT AAT
AC(C/AIT) AAA TTA ATT GC(T/A) CCT AAT-3' (SEQ ID NO: 35) y se us6 como sonda para identificar un fragmento
de 4,5 kb que se hibride. El clon que contiene este fragmento de 4,5 kilobases se designé p216.

Ejemplo B.4 — Andlisis de secuencia de ADN

Para el andlisis de secuencia, se usé ADN plasmido purificado (Qiagen) o producto de PCR purificado a partir de
agarosa usando el kit BRESA-CLEAN™ gBresatec, Adelaide, Australia). Se obtuvieron cebadores de oligonucleétido
comercialmente (Sigma), y el kit BigDye'" Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) para reacciones
de secuenciamiento. Los resultados fueron analizados con un secuenciador automatizado Applied Biosystems Model
377.

El analisis de secuencia del fragmento clonado en p216 de la cepa Beaufort revel6 un ORF grande que no coincidio
significativamente con las secuencias depositadas en GenBank. El fragmento fue el extremo carboxi de un ORF de
mayor tamafo, ya que el fragmento tenia un codén de parada pero no un codén de inicio ATG. La secuencia
adicional en direccién 5’ se obtuvo mediante PCR inversa, y la secuencia N-terminal final se obtuvo mediante PCR
usando cebadores disefiados a partir de secuencias genémicas de la cepa 232. EI ORF completo (C28-mph545;
véase la Figura 7) tenia una longitud de 5.637 pares base y codifica una proteina de 216 kDa designada P216 (C28-
MPH545; véase la Figura 8). El ORF contenia 17 codones TGA, 12 de los cuales aparecieron en el extremo carboxi
de 85 kDa.

El analisis Blastp de la secuencia génica completa revel6 una identidad proxima con la secuencia génica parcial YX2
(N° de Acceso de GenBank AF279292) de la cepa 232 de M. hyopneumoniae y una homologia de secuencia
limitada con la adhesina de cilio P97 (N° de Acceso de GenBank U50901) con un 21% de identidades, un 38% de
positivos y un 19% de huecos (Expect = 4e-18). Se llevaron a cabo comparaciones de las secuencias de nucleétidos
y de proteina derivada con la base de datos usando el paquete del Grupo de Genética de la Universidad de
Wisconsin (GCG) version 7, con acceso a través del Australian National Genomic Information Service (ANGIS,
Universidad de Sidney) y MacVector (Scientific Imaging Systems, Eastman Kodak Co., New Haven, Conn.).

La secuencia de ADN que codifica el homélogo de P216 de la cepa 232 de M. hyopneumoniae se obtuvo como parte
de un proyecto de secuenciamiento de genoma. El andlisis de transferencia Southern usando una sonda de
oligonucledtido del extremo carboxi demostré que el genoma de M. hyopneumoniae contenia una Unica copia del
gen que codifica la proteina de 216 kDa. El analisis Blastn con p216 y la base de datos de genoma de M.
hyopneumoniae también identific6 una Unica copia. La proteina tiene 1.879 aminoécidos, un pl de 8,51 y es
altamente hidrofilica. Una blisqueda de motivos de proteina usando el algoritmo Prosite del servidor ISREC
Profilescan (www.isrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html) identific6 un dominio de unién nuclear bipartito
(BNBD) entre los amino4cidos 1012-1029.
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Las secuencias de nucleétidos del gen p216 de M. hyopneumoniae de la cepa 232 y la cepa J se muestran en las
Figuras 7 y 19, respectivamente.

Ejemplo B.5 — Generacion de antisueros contra la cepa 232 de M. hyopneumoniae

La preparacion de suero hiperinmune porcino contra M. hyopneumoniae es como se describe en Scarman et al.
(1997) Microbiology 143: 663-673. Resumidamente, se expusieron cerdos libres de M. hyopneumoniae a una
preparacion de la cepa 232 de M. hyopneumoniae emulsificada en adyuvante completo de Freund, y dichos cerdos
fueron sometidos a una segunda exposicion un mes después con la misma preparacion en adyuvante incompleto de
Freund. Se monitorizaron las respuestas de suero hasta que se confirmd una respuesta anti-M. hyopneumoniae
mediante ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA).

Ejemplo B.6 — Generacién de antisueros policlonales de P216

Para generar antisueros policlonales monoespecificos de P216, se examiné la secuencia de ADN que codifica P216
de la cepa 232 para determinar la presencia de codones TGA, ya que los codones TGA codifican triptéfanos en
Mycoplasmas. Se identificé una regiéon que no contiene codones TGA y que codifica una proteina de 30 kDa (los
aminoacidos 1043-1226). Se disefiaron cebadores de PCR para amplificar y clonar esta regién en pCR ScriptT'vI
formando el plasmido p216.1. El fragmento clonado a continuacion fue clonado direccionalmente en pQE9 (Qiagen)
mediante ligacién de ADN de p216.1 digerido con BamHI y Hindlll para formar p216.2 La mezcla de ligacién fue
transformada en Escherichia coli M15[pREP4] segun las instrucciones del fabricante (Qiagen). Se us6 una
hibridacion de colonia que usa el sistema DIG (Roche) para identificar transformantes que contienen el fragmento
apropiado.

Los cultivos de los transformantes que contenian p216.2 fueron cultivados en medio LB (Sambrook et al. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY) que
contenia ampicilina (100 pg/mL) y canamicina (25 pg/mL) a 37°C con agitacion. Para la expresion a partir de p216.2,
los cultivos fueron tratados con isopropil-B-D-tiogalactopiranoside (IPTG) 1 mM después de alcanzar una DOgqo de
0,6. Tras induccion durante 4 horas, las células fueron recolectadas mediante centrifugacion a 4.000 x g durante 20
minutos. La purificacion de la proteina marcada con His recombinante se logr6 usando resina Ni-NTA en condiciones
desnaturalizantes como se describe en las instrucciones del fabricante (Qiagen).

La proteina recombinante purificada fue sometida a didlisis contra PBS que contenia un 5% de glicerol y se
concentré usando polivinil-pirrolidona (Sigma). Se emulsificaron aproximadamente 5 mg de proteina purificada en un
volumen de 250 pL con un volumen igual de adyuvante incompleto de Freund (Sigma). La preparacién se administro
subcutaneamente a conejos en dos sitios y se administrd una inmunizacion de refuerzo, preparada de forma similar,
tres semanas después. La respuesta de suero contra el antigeno de inmunizacién se confirmé mediante andlisis de
inmunotransferencia.

De forma similar, se generaron antisueros de conejo dirigidos contra la secuencia N-terminal de P216 mediante
inmunizacién con el péptido DFLTNNGRTVLE (SEQ ID NO: 36) (aminoacidos 94-105 de P216) conjugados con
hemocianina de lapa californiana. Las inmunizaciones de conejo se llevaron a cabo como se describe en Scarman et
al. ((1997) Microbiology 143: 663-673).

Ejemplo B.7 — Andlisis electroforéticos y de inmunotransferencia

Se llevaron a cabo analisis de electroforesis de gel de poliacrilamida de dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) y de
inmunotransferencia como se describe en Laemmli (1970) Nature 227: 680-685 y en Towbin et al. (1979) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 76: 4350-4354, respectivamente. Los geles electroforéticos analiticos que contenian proteinas de la
cepa 232 de M. hyopneumoniae fueron tefiidos con plata (Rabilloud et al. (1992) Electrophoresis 13: 264-266). Se
tifieron geles preparativos con Azul Brillante de Coomassie coloidal G-250 (0,1% de Azul Brillante de Coomassie G-
250 plv, 17% pl/v de sulfato aménico, 34% de metanol v/v, 3% v/v de acido orto-fosforico). Los geles fueron
destefiidos en &cido acético al 1% v/v durante una hora.

Se usO un analisis de inmunotransferencia para determinar si el P216 es reconocido por anticuerpos activados
durante la infeccién natural usando sueros de campo de cerdo que se demostrd que contenian anticuerpos contra M.
hyopneumoniae (Djordjevic et al. (1994) Vet. Microbiol. 39: 261-273). En estos experimentos se us6 como antigeno
la proteina recombinante de 30 kDa que representa los aminoacidos 1043-1226 de P216. Otros analisis de
inmunotransferencia incluian transferencia mono- y bi-dimensionales de células enteras de M. hyopneumoniae
usando conjuntos de sueros convalecientes de cerdo (transferencias 2D) y sueros de cerdo individuales
(transferencias 1D). También se usaron sueros hiperinmunes de cerdo para realizar un escrutinio de proteinas
inmunorreactivas en los andlisis de inmunotransferencia mono- y bi-dimensionales. También se usaron antisueros
de conejo generados contra la proteina recombinante de 30 kDa y el péptido DFLTNNGRTVLE (SEQ ID NO: 36)
especifico para P130 para investigar el procesamiento de P216 en los experimentos de inmunotransferencia mono-
dimensionales.

Ejemplo B.8 — Electroforesis de gel bi-dimensional
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Se llevé a cabo una electroforesis bi-dimensional esencialmente como se describe en Guerreiro et al. ((1997) Mol.
Plant Microbe Interact 10: 506-516). Se prepararon tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de primera la
dimensién (180 mm, pH 3-10 lineal y no lineal y pH 4-7 lineal; Pharmacia-Biotechnology, Uppsala, Suecia) se
prepararon para enfocar mediante inmersion en tampoén de rehidratacion (urea 8 M, 0,5% p/v de CHAPS, 0,2% p/v
de DTT, 0,52% p/v de Bio-Lyte y una traza de azul de bromofenol) durante una noche. Se diluyeron proteinas de
células enteras de M. hyopneumoniae 232 (100 pg para geles analiticos, 0,5-1,0 mg para geles preparativos e
inmunotransferencias) con tampon de muestra (urea 8 M, 4% p/v de CHAPS, 1% p/v de DTT, 0,8% p/v de Bio-Lyte
3-10, Tris 35 mM y 0,02% p/v de azul de bromofenol) hasta un volumen de 50 a 100 pL para aplicacion en el
extremo anddico de cada tira IPG. El enfoque isoeléctrico se llevd a cabo con el kit Immobiline DryStrip en una
unidad de electroforesis Multiphor 1l (Pharmacia-Biotechnology) para 200 kVh a 20°C. Posteriormente se prepararon
tiras IEF para la segunda dimension de electroforesis de gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) mediante
equilibrado en Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) que contenia urea 6 M, 30% p/v de glicerol, 2% p/v de dodecilsulfato sodico
(SDS), 2% p/v de DTT y 0,02% de azul de bromofenol. Las tiras equilibradas fueron colocadas sobre geles ExcelGel
de Pharmacia (T = 12 a 14% de acrilamida) para la separacion de masas moleculares de proteinas de M.
hyopneumoniae en una unidad Multiphor Il. Las condiciones electroforéticas consistieron en 200 voltios durante 1,5
horas seguido de 4 horas a 600 voltios. Los geles se mantuvieron a 5°C durante todo el proceso.

Ejemplo B.9 — Huella dactilar de masas-espectrometria de masas de péptidos

Las manchas de proteinas fueron escindidas manualmente y colocadas en una placa de microtitulacion de 96
pocillos. Las condiciones usadas para la digestidn con tripsina y para la generacion de huellas dactilares de masas
de péptidos se describen en Nouwens et al. (2000) Electrophoresis 21: 3797-3809. Se llevé a cabo una etapa de
purificacion sobre los péptidos tripticos para proteinas con una pobre huella dactilar de péptido tal como se describe
en Gobom et al. (1999) J. Mass Spectrom. 34: 105-116. Se asignaron identificaciones de proteina comparando las
listas de picos generadas a partir de los datos de huellas dactilares de masa de péptidos con una base de datos que
contenia los digestos tripticos teéricos de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. Se usé el paquete Protein-Lynx
(Micromass, Manchester, R.U.) para buscar en las bases de datos.

Ejemplo B.10 — Procesamiento de imagenes

Los geles y las inmunotransferencias fueron digitalizadas a 600 dpi con un escaner de lampara UMAX PS-2400X
usando Photoshop 3.0 (Adobe, Mountain View, CA). Se llevo a cabo la deteccion de manchas y la coincidencia de
manchas de proteina gel-a-gel con el software MELANIE Il (BioRad, Hercules, CA) ejecutado sobre OpenWindows
3.0. Se determinaron las masas moleculares aparentes mediante co-electroforesis con patrones de proteinas
(Pharmacia-Biotechnology).

Ejemplo B.11 — Resultados de los analisis de electroforesis bi-dimensional y huella dactilar de masa de péptidos

Los andlisis de electroferogramas bi-dimensionales identificaron dos agrupaciones de manchas que se alineaban a
lo largo del gradiente de pl en un modo inusual. El andlisis de huella dactilar de masas de péptidos de las manchas
de cada agrupacion demostré que las manchas tenian huellas dactilares de masas idénticas y por tanto derivaban
de la misma molécula. La Agrupacion 1 con una masa aproximada de 130 kDa fue mapeada a la regién N-terminal
de P216 a partir de la secuencia de genoma de la cepa 232 de M. hyopneumoniae. La agrupacion 2 de
aproximadamente 85 kDa fue mapeada al extremo carboxi del mismo ORF. Las proteinas fueron designadas P130 y
P85, respectivamente. El pl de la agrupacion 1 oscilaba entre 9,5 y 8,0, mientras que el pl de la agrupacion 2
oscilaba entre 9,0 y 6,5. El andlisis espectrométrico de masas indic6 que el P216 fue dividido entre los aminoacidos
1004 y 1090, generando los dos fragmentos de 130 y 85 kDa.

Ejemplo B.12 — Resultados del andlisis de inmunotransferencia

Las inmunotransferencias bi-dimensionales reaccionadas con sueros hiperinmunes porcinos revelaron una
estructura compleja de manchas, dos de las cuales correspondian a P130 y P85. La P85 también fue fuertemente
reconocida por un grupo de sueros convalecientes lo que demuestra que era un antigeno importante durante la
enfermedad. Para investigar esto mas detenidamente, se expresé una region de 30 kDa que se extiende entre los
aminoacidos 1042 y 1226 de la P85, se purificO mediante cromatografia de afinidad de niquel y se transfirio a una
membrana PVDF. Los sueros convalecientes individuales procedentes de cerdos que se sabia que eran positivos en
un ELISA especifico de M. hyopneumoniae reaccionaron con la proteina de 30 kDa, confirmando que la P216 es una
molécula importante reconocida por la respuesta inmune del hospedante durante el transcurso normal de la
infeccion. Los anticuerpos activados contra un péptido de 30 kDa que se extiende entre los aminoacidos 1042 y
1226 reaccionaron Unicamente con el producto de ruptura de 85 kDa, lo que sugiere que la ruptura se produjo entre
los aminoacidos 1004 y 1042. Los sueros activados contra el péptido N-terminal de P216 reconocieron solo P130.

Ejemplo B.13 — Procesamiento post-traduccional de P216 entre diferentes cepas de M. hyopneumoniae

Para investigar modelos de fragmentos de P216 en diferentes cepas de M. hyopneumoniae, se llevé a cabo un
andlisis de inmunotransferencia con el péptido N-terminal anti-P130 y antisueros anti-P30. Los anticuerpos activados
contra el péptido N-terminal reconocieron P139 y varios péptidos de menor masa molecular en inmunotransferencias
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mono-dimensionales de lisatos celulares completos de las cepas J y 232. El modelo de proteinas reconocidas por
estos antisueros fue diferente entre las dos cepas. El antisuero activado contra el péptido de 30 kDa reconocio
fuertemente un antigeno de 85 kDa en ambas cepas, J y 232, pero también reacciond con una serie de proteinas
débilmente reactivas. De forma similar, el modelo reconocido con el suero anti-30-kDa fue diferente entre J y 232.

Para determinar si se estaban produciendo diferentes eventos de ruptura post-traduccional entre otras cepas de M.
hyopneumoniae, se examiné mediante inmunotransferencia una coleccion de cepas procedentes de diferentes
origenes geograficos. El suero anti-30-kDa reaccion6 fuertemente con un antigeno de 85 kDa y otras proteinas de
menor masa molecular en inmunotransferencias de lisatos celulares completos procedentes de diferentes cepas de
M. hyopneumoniae. Estas cepas representaron elementos aislados recuperados de diferentes localizaciones
geograficas de Australia y de diferentes paises que incluyen los EE.UU., Gran Bretafia y Francia. El suero anti-P30,
sin embargo, no reaccion6é contra antigenos de inmunotransferencias de lisatos celulares completos de
Mycoplasmas porcinos relacionados, p. ej. Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma flocculare, lo que sugiere que P216
es un antigeno especifico de M. hyopneumoniae. Sueros convalecientes de diferentes cerdos también reconocieron
la P30 recombinante purificada, lo que indica que P216 se expresa in vivo.

Ejemplo B.14 — Estudios de localizacién superficial

Se adoptaron varias estrategias para determinar si P216 y sus productos de ruptura estaban asociados a la
superficie externa de la membrana. Estas incluyeron digestion con tripsina y biotinilacion de la superficie celular.

Para los estudios de digestién con tripsina, todas las disoluciones y reservas de células de M. hyopneumoniae
fueron pre-equilibradas a 37°C. Las células de M. hyopneumoniae (200 mg/mL en PBS) fueron divididas en alicuotas
(300 pL) en tubos eppendorf esterilizados a 37°C y se afiadid tripsina hasta una concentracion final que oscila entre
0,1 y 1.000 pg/mL. Las suspensiones fueron invertidas suavemente e incubadas a 37°C durante 20 minutos.
Inmediatamente después de la incubacion, las células fueron lisadas en tampon de Laemmli, calentadas a 95°C
durante 10 minutos y analizadas mediante SDS-PAGE e inmunotincion. La tripsina digiri6 ambas, P85 y P130, de un
modo dependiente de la concentracién, pero no digirié la enzima intracelular lactato deshidrogenasa, un control para
la lisis espontanea de células (Strasser et al. (1991) Infect. Immun. 59: 1217-22). Esto sugiere que ambas porciones
de P216 son accesibles superficialmente y sensibles a la digestion con tripsina.

Para aclarar este punto ain mas, se llevé a cabo una biotinilaciéon superficial de M. hyopneumoniae. Se uso el
método descrito por Meier et al. ((1992) Anal. Biochem. 204: 220-226) con las siguientes modificaciones. Todas las
disoluciones fueron pre-congeladas a 4°C y todas las manipulaciones se llevaron a cabo en hielo. Los pellets de M.
hyopneumoniae (200 mg de peso seco) fueron resuspendidos en 4 mL de tampén BOS (tetraborato sédico 10 mM
en NaCl 0,15 M, pH 8,8). Inmediatamente después de la adicion de 5 pL de NHS-biotina (10 mg/mL en
dimetilsulféxido), se dejé que la reaccion transcurriera durante de 1 a 8 minutos con balanceo. Para determinar el
tiempo de reaccion méas adecuado, se extrajeron alicuotas a intervalos de 1 minuto durante 15 minutos. Se eligié un
tiempo de reaccion de 5 minutos para todos los estudios posteriores excepto cuando se indica lo contrario. Se
detuvo la biotinilacién mediante la adicion de 2 mL de NH4Cl 0,1 M que sirvié para saturar la NHS-biotina no ligada.
Las células fueron recolectadas mediante centrifugacién (8.500 x g, 10 minutos) y lavadas dos veces en tampdn
TKMS (Tris-HCI 25 mM, pH 7,4, KCI 25 mM, MgCl, 5 mM y NaCl 0,15 M en PBS). Los productos fueron resueltos
mediante electroforesis bi-dimensional.

Tanto P130 como P85 fueron biotiniladas facilmente, lo que confirma que todas las partes de P216 eran accesibles
superficialmente.

Ejemplo B.15 — Extracciones con Triton X-100 y X-114

Se extrajeron proteinas integrales de membrana de 200 mg de peso hiumedo de células completas con TX-114
esencialmente como describe Bordier ((1981) J. Biol. Chem. 182: 1356-1363). Las fases acuosa y detergente
resultantes fueron recolectadas y analizadas mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia. La actividad de particion
de fases del Triton X-114 provoca la separacion de las moléculas hidrofébicas en la fase detergente. Cuando se
tratd con Triton X-114, la P85 se quedo en el pellet insoluble que consistia en estructuras complejas de elevado
peso molecular que (1) estaban asociadas a membrana y (2) carecian de la solubilidad de las proteinas citosolicas
normales.

Para la extraccion con Triton X-100, las células de M. hyopneumoniae pelletizadas (cepas J y Beaufort) (200 mg en
peso humedo) fueron resuspendidas en 10 mL de tampdn TS que contiene fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM. Las
proteinas fueron extraidas mediante la adicién de Triton X-100 al 2% (Amersham Pharmacia Biotechnology) e
incubadas a 37°C durante 30 minutos como se describe en Stevens y Krause ((1991) J. Bacteriol. 173: 1041-1050).
Resumidamente, las suspensiones celulares de M. hyopneumoniae fueron centrifugadas (14.000 x g, 30 minutos) a
4°C. Se retir6 la fase acuosa y el pellet se volvié a extraer como se ha indicado antes. El pellet insoluble y ambas
fases acuosas fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia usando sueros anti-30 kDa activados
contra el péptido DFLTNNGRTVLE (SEQ ID NO: 36).
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Con el fraccionamiento con Triton X-100, las proteinas de tipo citoesqueleto de elevado peso molecular permanecen
insolubles, pero no se produce una particion de fases. Cuando se trata con Triton X-100, la P85 se particiona
principalmente hacia la fase acuosa que contiene detergente, pero aproximadamente el 30% queda en el pellet.
Estos datos indican que P216 puede formar estructuras oligoméricas extracelulares. La presencia de dominios de
bobina enrollada en ambos fragmentos de P216 también apoya esta hipotesis.

C. Estudios de p97
Ejemplo C.1 — Cepas y plasmidos bacterianos

Se cultivaron las cepas de M. hyopneumoniae 232 (cepa original virulenta), 232_91.3 (clon altamente adherente),
232_60.3 (clon poco adherente) y cepa tipo J (NCTC 10110) en caldo de Friis modificado y se recolectaron como se
describe en Zhang et al. ((1995) Infect Immun 63: 1013-1019) y Djordjevic et al. ((1994) Vet Microbiol 39: 261-273),
respectivamente. Todos los medios de caldo fueron esterilizados por filtraciéon a través de filtros de 0,22 um, lo que
eliminé la mayoria de la materia particulada. Los Mycoplasmas fueron recolectados mediante centrifugacion y se
lavaron intensamente para eliminar los contaminantes de medio remanentes. Se cultivd Escherichia coli TOP10 que
contenia pISM405 en agar de Luria Bertani (LB) o en caldo LB (Sambrook et al., 1989) que contenia 100 p mL™ de
ampicilina. Se llevd a cabo la induccion de isopropil-B-D-tiogalactopiranoside (IPTG) mediante la adicion de IPTG a
una concentracion final de 1 mM. Los cultivos bacterianos fueron cultivados rutinariamente a 37°C y los cultivos
liguidos se airearon mediante agitacién a 200 rpm.

Ejemplo C.2 — Construccion y expresion de proteina de fusién de adhesina

Se construyeron proteinas de fusién hexa-histidil P97 usando el vector de clonacién pTrcHis (Invitrogen, Carlsbad,
CA). Se usaron los cebadores FMhp3 (5-GAA CAA TTT GAT CAC AAG ATC CTG AAT ATA CC-3' (SEQ ID NO:
37)) y RMhp4 (5-AAT TCC TCT GAT CAT TAT TTA GAT TTT AAT TCC TG-3' (SEQ ID NO: 38)) para amplificar un
fragmento de 3013 pb que representa los pares base 315-3321 de la secuencia génica que contiene los
aminoacidos 105-1107. El fragmento fue digerido con Bcll (secuencia subrayada) e insertado en el sitio BamHI del
vector pTrcHisA. Se identific6 una construccién con la orientacién de fragmento apropiada mediante digestion de
restriccion. La proteina de fusién recombinante resultante de 116 kDa de P97-polihistidina contenia las regiones de
repeticion R1 y R2, asi como el sitio principal de ruptura en el aminoacido 195 de la secuencia de P97.

Ejemplo C.3 — Antisueros

El Mab F1B6 ha sido descrito (Zhang et al. (1995) Infect. Immun. 63: 1013-1019). El Mab F1B6 se une a la regiéon R1
de la adhesina de cilios que tiene al menos 3 secuencias de repeticion (Minion et al. (2000) Infect. Immun. 68: 3056-
3060). Se usaron péptidos con las secuencias TSSQKDPST (ANP97) (SEQ ID NO: 39) y VNQNFKVKFQAL (NP97)
(SEQ ID NO: 40) para activar anticuerpos contra P97/P96 y P22, respectivamente. Los péptidos fueron ligados a
hemocianina de lapa californiana con el Kit Pierce Imjet Maleimide Activated Immunogen Conjugation (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL). Estos conjugados fueron usados a continuacion para generar antisueros hiperinmunes
de raton mediante el método de Luo y Lin ((1997) BioTechniques 23: 630-632). Los antisueros resultantes fueron
evaluados mediante ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA) usando conjugado de ovalbumina-péptido y
antigenos de P97 recombinantes purificados, y mediante inmunotransferencia con el antigeno recombinante P97. El
antisuero activado contra los 28 kDa C-terminales (suero R2) de la adhesina de cilio de la cepa J ha sido descrito
(Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943). Se adquiri6 comercialmente el Mab 2B6-D4 de raton activado
contra fibronectina humana (BD Biosciences, Pharmingen) como los anticuerpos Ig(H+L) anti-raton de cabra
conjugados a fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL). El IgG + IgM anti-raton
de cabra marcado con particulas de oro coloidal de 10 nm (EY Laboratories, Inc., San Mateo, CA) se usaron en
estudios de microscopia electrénica de inmuno-oro.

Ejemplo C.4 — Analisis de inmunotransferencia

Se llevaron a cabo andlisis de electroforesis de gel de poliacrilamida de dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) y de
inmunotransferencia como se describe en Laemmli ((1970) Nature 227: 680-685) y en Towbin et al. ((1979) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 76: 4350-4354), respectivamente. Las proteinas fueron transferidas a membranas de PVDF
(Micron Separations, Inc.). Para los experimentos de control de medios, se incubd P97 recombinante purificada con
medios de Friis fresco y usado. Los medios usados se prepararon a partir de cultivo de fase logaritmica temprana
gue habia sido centrifugado y filtrado a través de un filtro de 0,1 um. Se diluyé P97 recombinante purificada (2,5 pg)
en proporcion 1:1 con 20 pL de disolucion salina tamponada con fosfato en medio fresco o usado y se incubd
durante una noche a 37°C. A continuacién se cargaron diez pL de la mezcla en geles de SDS-PAGE, se transfirieron
a nitrocelulosa y se desarrollaron con Mab F1B6. Para la transferencia de ligandos, las manchas de PVDF se
transfirieron, se bloquearon y se lavaron como se ha descrito previamente (Wilton et al. (1998) Microbiology 144:
1931-1943). Las manchas se expusieron a fibronectina humana (5 pg mL'l) disuelta en tamPén TS (tampén TS: Tris-
HCI 10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM) durante 1,5 h, se lavaron y se expusieron a 0,4 ug mL™ de Mabs de fibronectina
anti-humana durante 1 h a temperatura ambiente. Las manchas se lavaron y se desarrollaron como se ha descrito
anteriormente.
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Ejemplo C.5 — Tratamiento con tripsina de M. hyopneumoniae

Se trataron células de M. hyopneumoniae (0,5 g) con tripsina esencialmente como se ha descrito previamente
(Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943). Resumidamente, se afiadio tripsina a suspensiones celulares de
M. hyopneumoniae a 0, 0,3, 0,5, 1,0, 3,0, 10, 50, 300 y 500 pg mL? a 37°C durante 15 minutos. Inmediatamente
después de la incubacion, las suspensiones celulares fueron liadas en tampén de Laemmli y se calentaron a 95°C
durante 10 minutos. Los lisatos fueron analizados mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia usando Mab F1B6.

Ejemplo C.6 — Electroforesis de gel bi-dimensional

La electroforesis de gel bi-dimensional (2-DGE) se llevé a cabo esencialmente como se describe en Cordwell et al.
((1997) Electrophoresis 18: 1393-1398). Se prepararon tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) de primera
dimensiéon (180 mm, pH lineal 6-11; Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) para enfoque mediante
inmersion en tampoén de muestra compatible con 2-DGE (urea 5 M, tiourea 2 M, 0,1% de anfolitos portadores 3-10,
2% pl/v de CHAPS, 2% de p/v de sulfobetaina 3-10, tributil fosfina 2 mM (TPB; Bio-Rad, Hercules, EE.UU.)) durante
una noche. Se diluyd proteina de célula completa de M. hyopneumoniae (250 pg) con tampén de muestra hasta un
volumen de 100 pL para aplicacion al extremo anddico de cada tira IPG a través de una copa aplicadora. Se llevo a
cabo el enfoque isoeléctrico con una unidad de electroforesis Multiphor Il (Amersham Pharmacia Biotech) para 85
kVh a 20°C. Las tiras IPG fueron intercambiadas con detergente, reducidas y alquiladas en tampén que contenia
urea 6 M, 2% de SDS, 20% de glicerol, TBP 5 mM, 2,5% v/v de mondmero de acrilamida, cantidades traza de
colorante de azul de bromofenol y Tris-HCI 375 mM (pH 8,8) durante 20 minutos antes de cargar la tira IPG sobre la
parte superior de un gel de poliacrilamida de 20 cm x 20 cm de 8-18% de T, 2,5% de C (diacrilamida de piperacina).
La electroforesis de segunda dimension se llevo a cabo a 4°C usando 3 mA/gel durante 2 horas, seguido de 20
mA/gel hasta que el colorante de azul de bromofenol habia atravesado el extremo del gel. Los geles se fijaron en
metanol al 40%, acido acético al 10% durante 1 hora y a continuacion se tifieron durante una noche en Sypro Ruby
(Molecular Probes, Eugene, OR). Las imagenes fueron adquiridas usando un Molecular Imager Fx (Bio-Rad). A
continuacion los geles fueron tefiidos doblemente en Azul de Coomassie G-250.

Ejemplo C.7 — Analisis post-separacion

Las manchas de proteinas fueron escindidas de los geles usando un escalpelo esterilizado y se colocaron en una
bandeja de 96 pocillos (Gobom et al. (1999) J. Mass. Spectrom. 34: 105-116). Los trozos de gel se lavaron con
bicarbonato aménico 50 mM/acrilonitrilo 100% (60:40 v/v) y a continuacién se secaron en un Speed Vac (Savant
Instruments, Holbrook, NY) durante 25 minutos. A continuacion los trozos de gel fueron hidratados en 12 L de 12
ng uL'1 de tripsina modificada de grado de secuenciamiento (Promega, Madison, WI) durante 1 h a 4°C. El exceso
de disolucion de tripsina se elimind y los trozos de gel se sumergieron en bicarbonato aménico 50 mM y se
incubaron durante una noche a 37°C. Los péptidos eluidos fueron concentrados y desalinizados usando Cig Zip-
Tips™ (Millipore Corp., Bedford, MA). Los péptidos fueron lavados en una columna con 10 pL de &cido formico al
5%. Los péptidos ligados se eluyeron del Zip-Tip™ en disolucién de matriz (10 mg mL™ de &cido a-ciano-4-
hidroxicinamico [Sigma] en acetonitrilo al 70%) directamente sobre la placa diana. Se adquirieron espectros de
masas de espectrometria de masas de tiempo-en-vuelo de desorcidn/ionizacion por laser asistida por matriz
(MALDI-TOF MS) usando un PerSeptive Biosystems Voyager DE-STR (Framingham, MA) o un Micromass
TofSpec2E (Micromass, Manchester, R.U.). Ambos instrumentos estaban equipados con laseres de nitrégeno de
337 nm. Todos los espectros fueron obtenidos en modo reflectron/extraccion retardada, promediando 256 disparos
de laser por muestra. Se llevd a cabo una calibracion interna de espectro de dos puntos en base a péptidos de
autolisis de tripsina porcina interna (iones [M+H]" 842,5 y 2211,10 ). Se us6 una lista de picos monoisotopicos
correspondiente a la masa de péptidos tripticos generados para buscar una version traducida modificada del
genoma de M. hyopneumoniae. Las identificaciones exitosas se basaron en el nimero de masas de péptido
coincidentes y en el porcentaje de cobertura de secuencia logrado por esas coincidencias. Se llevo a cabo un
secuenciamiento N-terminal de Edman como se ha descrito previamente (Nouwens et al. (2000) Electrophoresis 21:
3797-3809).

Ejemplo C.8 — Microscopia inmunoelectrénica

Se cultivaron células de la cepa 232 de M. hyopneumoniae hasta la fase logaritmica media, se peletizaron mediante
centrifugacién y se lavaron con disolucion salina tamponada de fosfato (PBS). Los pellets celulares finales se fijaron
con glutaraldehido al 3% en tampdn de cacodilato sddico 0,1 M (pH 7,2) a 4°C durante una noche. Los pellets fueron
lavados tres veces con tampon de cacodilato sodico 0,1 M, 15 minutos entre los cambios y se post-fijaron con
tetroxido de osmio al 1% en tampdn de cacodilato sédico 0,1 M durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacion
los pellets fueron lavados con agua destilada, se hicieron pasar a través de una serie de acetona y se embebieron
en Embed 812 y Araldite (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). Entonces se lavaron secciones
pequefias (80-90 nm) seis veces con tampén TS, y se hicieron reaccionar con fluido ascitico F1B6 (diluido 1:50),
fluido ascitico anti-ANP97 (diluido 1:10), fluido ascitico anti-NP97 (diluido 1:10), o fibronectina anti-humana de ratén
(diluida 1:25) durante una noche a 4°C. Las rejillas se lavaron cinco veces con tampon TS y a continuaciéon se
hicieron reaccionar con IgG anti-ratébn de cabra + IgM marcada con particulas de oro coloidal de 10 nm (EY
Laboratories, Inc.) diluido 1:25 durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion las células fueron
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lavadas 5 veces con tampén TS, secadas, contrastadas con vapores de osmio durante 2 minutos y tefiidas con
acetato de uranilo-citrato de plomo. Se examinaron las secciones en un Hitachi 500 a 75 kV.

Para las secciones traqueales, se inocularon cerdos libres de micoplasma intratraquealmente con la cepa 232 de M.
hyopneumoniae. En los dias 10 y 21 los cerdos fueron sacrificados, se extrajeron las traqueas y se fijaron bloques
de 1 cm de tejido con glutaraldehido al 1% durante una noche, se deshidrataron en una serie de acetona y se
embebieron como se ha indicado antes. Se tifieron secciones gruesas (1-2 pm) con azul de metileno policromo y se
examinaron mediante microscopia para determinar regiones que contenian epitelio ciliado. A continuacion se
prepararon secciones delgadas (80-90 nm) para marcado. Las secciones fueron pretratadas con cloruro aménico
(1%) durante 1 h, glicina 0,05 M en PBS durante 15 minutos, bloqueadas durante 30 minutos en tampén TS (Tris 10
mM, NaCl 100 mM, pH 7,5) con 2% de gelatina de pez + 2% de albimina de suero bovino. Los anticuerpos primarios
fueron diluidos en tamp6n TS y se hicieron reaccionar con secciones durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Las secciones se lavaron seis veces con tampon TS, y a continuacion se incubaron con IgG anti-ratén de cabra +
IgM marcado con particulas de oro de 10 nm (diluido 1:2) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tanto los
anticuerpos primarios como el conjugado fueron diluidos y centrifugados brevemente (12.000 x g durante 5 minutos)
antes de su uso. Las secciones fueron lavadas a continuacién seis veces con tampén TS, secadas, contrastadas
con vapores de osmio durante 2 minutos y se tifieron con acetato de uranilo-citrato de plomo. Las secciones se
examinaron en un Hitachi 500 a 75 kV.

Ejemplo C.9 — Ensayo de unién de fibronectina

Placas de 96 pocillos Immunlon 2 (Dynatech Laboratories, Inc.) fueron recubiertas con 100 uL de fibronectina
humana (Sigma, F 0895) a una concentracion de 5 ug mL™? en carbonato sédico en 0,1 M. Las placas fueron
incubadas a 4°C durante una noche, se lavaron tres veces con PBS y se bloguearon con albumina de suero bovino
al 1% en PBS durante 2 h. A continuacion las placas fueron incubadas con P97 recombinante purificada con o sin
inhibidor a una concentracion de 10 ug mL™. Los inhibidores evaluados fueron fibronectina humana intacta, el
fragmento proteolitico de 45 kDa de fibronectina (Sigma, F 0162), el fragmento proteolitico de 30 kDa de fibronectina
(Sigma, F 9911) y polimero RGD modificado (Sigma, 5022). Se afiadieron a tubos Eppendorf con P97 recombinante
purificada (10 ug mL™) a concentraciones de 37,5 pg mL™?, 7,5 pg mL™ y 1,5 ug mL™, y se incubaron a 37°C durante
1 h. A continuacion se transfirié la P97 recombinante mas inhibidor a una placa recubierta de fibronectina, que
entonces fue incubadas a 37°C durante 2 h. La unién de P97 a fibronectina se determiné mediante ELISA con Mab
F1B6. La densidad dptica a 405 nm era indicativa de la unidon de P97 a los pocillos recubiertos de fibronectina. Se
ensayaron tres réplicas por tratamiento de los diferentes experimentos. Se determinaron las diferencias estadisticas
mediante el Modelo Lineal General con un contraste lineal basado en varianzas agrupadas.

Ejemplo C.10 — Resultados de electroforesis de gel bi-dimensional y espectrometria de masas

Estudios previos han demostrado que el producto génico para la adhesina de cilio de la cepa 232 (preproteina de
126 kDa, 1036 aminoacidos) sufre un evento de ruptura en el aminoacido 195 para producir lo que antes se pensoé
que era una molécula “madura” (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 1317-1323). Durante los estudios de mapeado
de masas de péptido de las proteinas de la cepa J, se identificaron cuatro manchas de 22, 28, 66 y 94 kDa
(posteriormente denominadas P22, P28, P66 y P94, respectivamente) que representaban diferentes fragmentos de
la adhesina. Las secuencias N-terminales correspondientes a estas proteinas permitieron el alineamiento inequivoco
con la preproteina de adhesina de cilios. La P94 de la cepa J, el homélogo de P97 de la cepa 232, se maped a una
region que comienza inmediatamente por debajo del aminoacido 195 y hasta el final del ORF. Dos proteinas
ubicadas proximas la una a la otra en 66 kDa presentaron mapas de masas idénticos y correspondian a una region
que empieza inmediatamente por debajo del aminoacido 195 de la adhesina y acaba cerca de la repeticion R1. El
andlisis de secuencia N-terminal de P66 mostré una secuencia de ADEKTSS (SEQ ID NO: 41) que es idéntica a la
de P94. Los resultados de inmunotransferencia usando Mab F1B6 confirmaron que la P66 contiene R1. Por tanto, el
evento de ruptura debe de producirse inmediatamente por debajo de la region de repeticion R1. Estos datos
sugieren que se habia eliminado un fragmento con un tamafio de aproximadamente 28 kDa del extremo C en
algunas moléculas de P94, aunque no en todas. Esta observacion fue confirmada cuando se identificé un fragmento
de 28 kDa que se mapeo al extremo C de la P94. También, las inmunotransferencias mono- y bi-dimensionales de
las proteinas de la cepa J probadas con antisueros activados contra una proteina recombinante de 28 kDa que
contenia R2 pero no R1 (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943) reconocieron las proteinas P28 y P94.
Previamente, se demostr6é que los antisueros activados contra un péptido recombinante C-terminal de 28 kDa de la
adhesina reconocia la forma madura de este antigeno (93-97 kDa) en diferentes cepas de M. hyopneumoniae y un
fragmento de 28 kDa sélo en la cepa J (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943). El mapeado de masas de
péptido triptico demostré que los péptidos de P22 se mapearon a los primeros 190 aminoéacidos de la preproteina de
adhesina de 123 kDa. La secuencia N-terminal de P22 (SKKSKTF (SEQ ID NO: 42)) se aline6 con los aminoacidos
2-8 del extremo N de la pre-proteina de 123 kDa, lo que sugiere que la ruptura del péptido lider hidrofébico
(aminoacidos 8-22) no es necesaria para la traslocalizacion de la adhesina de cilio a través de la membrana.

Los estudios de mapeado de masas de péptido comparativos de la cepa 232 identificaron dos manchas de 70 y 97
kDa, identificadas posteriormente como P70 y P97, respectivamente. Los mapas de masas representativos de P97
correspondieron a una regién que comienza inmediatamente por debajo del aminoacido 195 y hasta el extremo del
ORF y que correspondia al producto mas abundante del gen de adhesina de la cepa 232 (Zhang et al. (1995) Infect.
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Immun. 63: 1013-1019). De forma interesante, los mapas de masas representativos de P70 correspondian a una
regién que comenzaba inmediatamente por debajo del aminoacido 195 y acababa cerca de la repeticion R1, un
mapa que era virtualmente idéntico a P66 de la cepa J. La presencia de seis copias extra de la repeticion R1 es la
explicacién mas probable para la diferencia de masas entre P66 y P70 en las cepas J y 232, respectivamente.
Consistentes con estos datos, las inmunotransferencias probadas con antisueros activados contra una proteina
recombinante de 28 kDa que contenia R2 pero no R1 (Wilton et al. (1998) Microbiology 144: 1931-1943)
reconocieron P97 pero no P70 6 P28. Ademas, P28 6 P22 no pudieron ser identificados en geles 2D de proteinas
232 resueltas mediante electroforesis de gel 2D en regiones en las que fueron identificadas en la cepa J. Esta
variacion no se debia a diferencias en la secuencia, ya que las secuencias de P22 eran idénticas en las dos cepas.
Sin embargo, esto no era cierto para las secuencias de P28. La masa y el pl predichos para la P28 de la cepa 232
eran 24,6 kDa y 5,88, respectivamente, y para la P28 de la cepa J eran 26,0 kDa y 8,39. Era posible que la P28 no
se observara en la cepa 232 debido al cambio de pl que provoca un desplazamiento de la localizacion de la proteina
en el gel. También era posible que en la cepa 232 se produjera una ruptura adicional de P22 que no se daba en la
cepa J.

Para descartar la posibilidad de que la ruptura fuera resultado de una actividad proteolitica en el medio usado para
cultivar M. hyopneumoniae, se incubé P97 recombinante purificada con medio fresco y usado y a continuacion se
examin6 para determinar la ruptura proteolitica mediante inmunotransferencia. Debido a que el medio contenia un
20% de suero porcino, habia presentes grandes cantidades de inmunoglobulinas porcinas en las muestras de
proteina, produciendo algo de tincion de fondo con el conjugado anti-ratén. Aun asi estaba claro que ni el medio
fresco ni el usado contenian actividad proteolitica capaz de romper P97 recombinante después de 12 horas de
incubacién a 37°C. Por tanto, la ruptura de la adhesina de cilio estaba mediada por actividades codificadas por
micoplasma y no se debia a suero porcino o a otros componentes del medio.

Ejemplo C.11 — Sensibilidad a tripsina de productos de ruptura que contienen R1

Los analisis de inmunotransferencia de células de cepa J y 232 digeridos con diferentes concentraciones de tripsina
se usaron para investigar la localizacién celular de fragmentos de ruptura que contienen R1. El Mab F1B6 reconocio
tipicamente proteinas con masas de 35, 66, 88, 94 y 123 kDa en la cepa J, observandose una estructura similar para
la cepa 232. La exposicion de M. hyopneumoniae a concentraciones de tripsina que oscilan entre 0,1 y 10 ug mL*?
demostré una pérdida gradual de proteinas de las mayores masas moleculares. Concentraciones entre 10 y 50 ug
mL™ dieron como resultado la pérdida de todas las proteinas inmunorreactivas (excepto una de 35 kDa), lo que
indica que los fragmentos de adhesina que contienen R1 son accesibles superficialmente. La estructura de digestion
de fragmentos de adhesina que contienen R1 fue consistente en experimentos repetidos, excepto en que el
fragmento de 35 kDa no permanecia fiablemente resistente a tripsina a concentraciones por encima de 10 ug mL™.
Manchas idénticas reaccionadas con antisueros activados contra lactato deshidrogenasa recombinante de M.
hyopneumoniae (que se ha demostrado previamente que reside citosélicamente) (Strasser et al. (1991) Infect.
Immun. 59: 1217-1222) y contra antisueros activados contra los fragmentos recombinantes de las subunidades A y
D de piruvato deshidrogenas demostraron que dichas proteinas permanecen detectables con concentraciones de
tripsina de hasta 500 pg mL™. En los experimentos de control en los que las células fueron expuestas a tripsina, la
lactato deshidrogenasa y la subunidad D de la piruvato deshidrogenasa se degradaron rapidamente.

Ejemplo C.12 — Resultados de microscopia electrénica de inmuno-oro

Estudios de microscopia electrénica de transmisidon han demostrado que las cepas de alta y baja adherencia de M.
hyopneumoniae difieren en su estructura de membrana exterior. Los clones altamente adherentes poseian fibrilos en
la superficie exterior que parecian interconectarse con las células adyacentes; dichos fibrilos eran dificiles de
detectar en los clones de baja adherencia (Young et al. (1994) “Isolation and characterization of high and low
adherent clones of Mycoplasma hyopneumoniae”. En IOM Letters. 10™ International Congress of the International
Organization for Mycoplasmology. Volumen 3, Burdeos, Francia, pag. 684-685). Los antisueros generados contra
regiones especificas de la adhesina permitieron el andlisis de la ruptura in vivo usando microscopia electrénica de
inmuno-oro. En estos estudios se uso la cepa virulenta 232 porque los resultados tendrian el maximo impacto en la
comprension de los mecanismos patogénicos. En estos estudios se usaron Mab F1B6 especificos de R1 y
antisueros activados contra los péptidos TSSQKDPST (antisuero ANP97) (SEQ ID NO: 39) y VNQNFKVKFQAL
(antisuero NP97) (SEQ ID NO: 40). Los Mab F1B6 permanecieron asociados a la membrana de micoplasma, pero
no asociados intimamente a la célula, lo que confirma una publicacion previa (Zhang et al. (1995) Infect. Immun. 63:
1013-1019) y los estudios anteriores con tripsina. El antisuero ANP97 demostré que esta porcion de la molécula esta
localizada distal respecto a la membrana en asociacion con material extracelular de composicién desconocida. En
algunos casos, los anticuerpos parecieron definir estructura de tipo fibrial unidas todavia a la membrana de la célula
de micoplasma. Los anticuerpos de NP97 se agrupaban en agregados en localizaciones citosolicas, intimamente
con la superficie de la membrana, y también se observaron en sitios distantes de la superficie extracelular de la
membrana celular.

Ejemplo C.13 — Resultados de unidn de fibronectina

Puesto que la ruptura de la adhesina de cilios se produce en la posicién de aminoacido 195 (Hsu et al. (1997) J.
Bacteriol. 179: 1317-1323), no era facilmente evidente coémo el resto de la adhesina podia permanecer asociada a la

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2427 115T3

célula y dirigir la unién a los cilios porcinos. Estudios de inmuno-oro demostraron que todos los cilios que se unen a
epitopos de R1 permanecieron asociados a la célula en ausencia de la secuencia N-terminal hidrofobica, pero
aparentemente no insertados directamente en la membrana. Esto no es sorprendente, ya que ninguna otra region de
la proteina tenia una hidrofobicidad suficiente para dirigir la insercion de la membrana (Hsu et al. (1997) J. Bacteriol.
179: 1317-13123). Se examino la posibilidad de que otras proteinas desempefien una funcion en la union de
fragmentos de proteina que contienen R1 de la adhesina de cilios a la membrana a través de interacciones proteina-
proteina. El andlisis de la secuencia de proteina predicha de la preproteina de adhesina de 123 kDa con el programa
de ordenador COILS (http://www.ch.embnet.org) revelé que la proteina contenia tres dominios de bobina enrollada.
Uno de éstos residia entre los aminoacidos 180 y 195 de P22 (ajustes de ventana de los aminoacidos 14, 21y 28) y
dos estaban localizados en P97 entre los aminoacidos 367 y 387 (ajuste de ventana 14) y 780-805 (ajuste de
ventana 14 y 21). Se sabe que estos dominios median en las interacciones proteina-proteina. Adicionalmente, se
penso que los dominios R1 y R2 también podrian desempefiar una funcién en las interacciones con otras proteinas.
Una proteina obvia para evaluar era la fibronectina, una proteina que se da en abundancia en todo el hospedante y
gque se ha demostrado que participa en otras interacciones bacteria-hospedante (Probert et al. (2001) Infect. Immun.
69: 4129-4133; Talay et al. (2000) Cell Microbiol. 2: 521-535; Rocha y Fischetti (1999) Infect. Immun. 67: 2720-2728;
y Schorey et al. (1996) Mol. Microbiol. 21: 321-329).

Los estudios de transferencia de ligando confirmaron que la P97 recombinante ligaba fibronectina porcina. También
se identificaron otras proteinas de unién de fibronectina en lisatos de variantes de M. hyopneumoniae de baja
adherencia (banda 1) y de alta adherencia (banda 2) de la cepa 232 y en la cepa J (banda 3). Las cepas de 232 de
baja y alta adherencia difieren en la ausencia de una banda de unién de fibronectina a aproximadamente 50 kDa,
gue también estaba presente en la cepa J.

También se llevaron a cabo ensayos de union de fibronectina con fibronectina humana y adhesina de cilio
recombinante purificada. La maxima inhibicién se produjo con el dominio RGD modificado a las tres concentraciones
evaluadas (p < 0,001). Como era de esperar, también se produjo una inhibicidn con fibronectina intacta (p < 0,001).
De forma interesante, el fragmento purificado de fibronectina de 45 kDa potencio la union a la maxima concentracion
evaluada.

Para investigar la(s) funcion(es) que puede tener la fibronectina en la unién de M. hyopneumoniae a células
epiteliales respiratorias porcinas, se aplicaron anticuerpos anti-fibronectina a secciones de pulmén que muestran la
cepa 232 de M. hyopneumoniae en estrecha asociacion con cilios epiteliales respiratorios. Las particulas de oro se
localizaron en regiones en las que las células de M. hyopneumoniae estaban intimamente asociadas con cilios,
sobre la superficie de cilios y sobre la superficie de células de M. hyopneumoniae.

D. Deteccion de la infeccion y composiciones inmunogénicas
Ejemplo D.1 — Deteccion de la infeccion de M. hyopneumoniae en cerdos

Los polipéptidos que muestran antigenicidad de M. hyopneumoniae de esta invencion se pueden usar en métodos y
kits disefiados para detectar la presencia de la infeccion de M. hyopneumoniae en piaras de cerdos, y por lo tanto
para reconocer cerdos de una piara que han sido infectados con esta bacteria. Por ejemplo, los antigenos
producidos por hospedantes transformados por moléculas de &cido nucleico recombinantes de esta invencion, o
anticuerpos activados contra ellos, se pueden usar en RIA o ELISA para estos propésitos. En un tipo de
radioinmunoensayo, los anticuerpos contra uno o mas de los antigenos de esta invencion, activados en un animal de
laboratorio (p. €j., conejos), se une a una fase sélida, por ejemplo, el interior de un tubo de ensayo. A continuacion
se afiade el antigeno al tubo para unirse con el anticuerpo.

Una muestra de suero porcino, tomada de 1 de cada 10 a 20 cerdos por piara, junto con una cantidad conocida de
anticuerpo de antigeno marcado con un isétopo de radioactivo, tal como yodo radiactivo, a continuacién se afiade al
tubo recubierto con el complejo antigeno-anticuerpo. Cualquier anticuerpo de antigeno (un marcador para la
infeccion de M. hyopneumoniae) del suero porcino competira con el anticuerpo marcado por los tres sitios de union
del complejo antigeno-anticuerpo. Una vez que se ha permitido que el suero interaccione, el liquido se exceso es
eliminado, se lava el tubo y se mide la cantidad de radiactividad. Un recuento radiactivo bajo indica un resultado
positivo, es decir, que el suero porcino ensayado contiene anticuerpos de M. hyopneumoniae.

En un tipo de ensayo ELISA, se recubre una placa de microtitulacién con uno o mas antigenos de esta invencién y a
ésta se aflade una muestra de suero porcino, de nuevo, de 1 de cada 10 ¢ 20 cerdos de la piara. Tras un periodo de
incubacién que permita la interaccion de cualquier anticuerpo presente en el suero con el antigeno, la placa se lava y
se aflade una preparacion de anticuerpos de antigeno, activada en un animal de laboratorio y ligada a una marca
enzimatica, se incuba para permitir que se produzca la reaccion, y a continuacién se vuelve a lavar la placa.
Después de ello, se afiade el sustrato enzimatico a una placa de microtitulacion y se incuba durante un periodo de
tiempo para permitir que la enzima trabaje sobre el sustrato, y se mide la adsorbancia de la preparacion final. Un
cambio grande de la adsorbancia indica un resultado positivo, es decir, el suero porcino evaluado tenia anticuerpos
para M. hyopneumoniae y estaba infectado con dicha bacteria.

Ejemplo D.2 — Composiciones inmunogénicas
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Se pueden usar métodos estandares conocidos por los especialistas en la técnica para preparar composiciones
inmunogénicas de polipéptidos y acidos nucleicos de la presente invencién para la administracion a cerdos. Por
ejemplo, el polipéptido de eleccidon se puede disolver en disolucién salina esterilizada. Para el almacenamiento a
largo plazo, el polipéptido puede liofilizarse y a continuacion reconstituirse con disolucién salina esterilizada poco
antes de la administracion. Antes de la liofilizacién, se pueden afadir conservantes y otros aditivos estandares tales
como los que proporcionan volumen, p. €j., glicina o cloruro sédico. También se puede administrar un adyuvante
compatible con la composicion.

Adicionalmente, se pueden preparar composiciones usando anticuerpos activados contra los polipéptidos de esta
invencién en animales de laboratorio, tal como conejos. Esta vacuna “pasiva” puede administrarse entonces a
cerdos para protegerlos frente a la infeccion de M. hyopneumoniae. También se puede usar la incorporacion directa
de secuencias de acido nucleico en células de hospedante para introducir las secuencias en las células del animal
para la expresion de antigeno in vivo.

La descripcion, figuras y ejemplos anteriores son solo ilustrativos de las realizaciones preferidas que encarnan los

objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion. No se pretende que la presente invencion esté limitada
por las realizaciones ilustradas.
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido inmunogénico purificado con una longitud de 8 a 30 aminoacidos, cuya secuencia de aminoacidos
comprende al menos ocho residuos consecutivos de la secuencia de SEQ ID NO: 8 6 un mutante de dicho
polipéptido inmunogénico, donde dicho mutante tiene una variacion conservativa de aminoacido en comparacién con
el polipéptido de tipo natural y donde el polipéptido mutante retiene la inmunogenicidad.

2. El polipéptido inmunogénico de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos comprende al menos 10
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8.

3. El polipéptido inmunogénico de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos comprende al menos 12
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8.

4. El polipéptido inmunogénico de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos comprende al menos 15
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8.

5. El polipéptido inmunogénico de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos comprende al menos 20
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8.

6. El polipéptido inmunogénico de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos comprende al menos 25
residuos consecutivos de una secuencia de SEQ ID NO: 8.

7. Una composicion que comprende el polipéptido inmunogénico o el mutante de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8. Un acido nucleico aislado que consiste en una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido inmunogénico
de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

9. El &cido nucleico de la reivindicacion 8, donde dicha secuencia de nucledtidos es un fragmento de SEQ ID NO: 7.
10. Un vector que comprende el &cido nucleico de la reivindicacién 8 6 9.

11. El vector de la reivindicacion 10, donde dicho acido nucleico esta ligado operativamente a una secuencia de
control de la expresion.

12. Una célula hospedante que comprende el vector de la reivindicacion 10 u 11.
13. Una composicion que comprende el vector de la reivindicacion 11 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
14. La composicion de la reivindicacién 7 6 13 para uso en la activacion de una respuesta inmune en un animal.

15. La composiciéon de la reivindicacién 14, donde dicha composicion es para administracion oral, intranasal,
intraperitoneal, intramuscular, subcutédnea o intravenosa.

16. La composicion de la reivindicacion 14 6 15, donde dicho animal es un cerdo.

17. Un polipéptido inmunogénico purificado como el reivindicado en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para
uUso como un antigeno para activar una respuesta inmune en un animal.

18. Un &cido nucleico como el reivindicado en la reivindicacién 8 ¢ 9 para uso en la generacién de una respuesta
inmune.

19. Un método para determinar si un animal tiene o no un anticuerpo reactivo con el polipéptido inmunogénico de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, comprendiendo dicho método:

poner en contacto una muestra de ensayo procedente de dicho animal con dicho polipéptido inmunogénico en
condiciones que permitan la unién especifica de dicho polipéptido inmunogénico con dicho anticuerpo; y

detectar la presencia o la ausencia de dicha unién especifica, donde dicha presencia de unién especifica indica
que dicho animal tiene dicho anticuerpo, y donde dicha ausencia de union especifica indica que dicho animal no
tiene dicho anticuerpo.

20. El método de la reivindicacion 19, donde dicha muestra de ensayo es un fluido biolégico.

21. El método de la reivindicacion 20, donde dicho fluido biolégico se selecciona del grupo que consiste en sangre,
fluido nasal, fluido de garganta y fluido pulmonar.

22. El método de la reivindicacion 19, donde dicho polipéptido inmunogénico esta unido a un soporte sélido.
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23. El método de la reivindicacién 22, donde dicho soporte sélido es una placa de microtitulacién, o bolitas de
poliestireno.

24. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, donde dicho polipéptido inmunogénico esta
marcado.

25. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, donde dicha deteccién es por radioinmunoensayo
(RIA), inmunoensayo enzimatico (EIA) o ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA).

26. Un kit diagnoéstico para detectar la presencia de un anticuerpo en una muestra de ensayo, donde dicho
anticuerpo es reactivo con el polipéptido inmunogénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
comprendiendo dicho kit el polipéptido inmunogénico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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ATTTTATCGG
CTAATTTATT

TTCGGATATT
ACTTGACTIT
CCCACCTGAA

TAAATCAARAA TTTAGACAART
GTCCTTTITC ACTTGRARARA
TTAGTGCTTT TTCATCATCA
GTCAARAATG GTCACCATTT
CTAACRACGA AAARAATTAAC
ATTTTGCCCG CGATCAMAMTA
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TTTAATAAAC
TATAATCGCG
ARATTCTTTG
CTTGACCTTT
ACTGCARATTA
ARARRTATTG
GAGTTTAGCA

AATCTTAATT
AACGGRATRA

AATTATCAAC
CCGAATTATC
AAMRNTAGCA
AGAAACGCCT

CAGCAAAAAT
CTTATTATCA
ATAATTIRTT
TRACGTTAAT
AAAATATTGT
AARARRATCT
AGGAATTACA
CGTATAATTT
TTACAAACCA
CCCCTGATTT
AHATTAATTAG
ACTTATTTGA
ATAGTGAAAT
AACAARAACT
TACCCGAGCC
AAATTAAGGA
GTGATGAAAT
GTGATGATCA
ATGATGATAT
AATTRAGCCAC
TTCTTGATGG
ATGATTTAGA
ARAATATTGC
TTARACCAARAR
TTAAATTTAT
AACCCGARAR
ARAATTTTAR
RGCAAGCAGT
TTGAACTTGC
TRAATCGAAGA
TAAATTCAAA
TARATCTTGA
GCATAATTTT
TTATTAARGC

TGTAACTAGC -

AAAATTAAART
CATTAGTAART
TAATCTTGAT
ATTTTTTATA
TGCTARATIT
ARATCAATTT
AGTTARCAGT
AGGGAATAAR
AGAGATTAAA
GGAAARTTTA
TTATGTACAA
ACCTGCTTTA
AATTAAAATT
ARAATCTGAG
RTTTAACAAT

ATRTATAARR

Figura 1
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GAGRAATTAAT
ATGAAAAAAG
ATAATRAGGA
ATATTIGTCAG
CAGACAATAA
AAGRAGGTTT
GCCCAAGTTT
ARCATTACCT
ATGARACACA
ACCAGRACAR.
GAAAGCCAAT
GTTTTTATCG
ARATTATCAR
GARAMRCTAT
ATCCARRAMA
ACGATCCAGA

(SEQ ID NO:1)

AACTCCGTGA
CTATAATRTT
AACAACGGAT
ATTAARCAACA



MKKIPNFKGF

IKPONFLSFA
GRXTEIPLET

AAWTSKKLVN
AIWKVLNIQR
EIIDLSDNNI
SDGNGLFIQK
YSLANLFFFE
SVEISAFSES
KTRNFARDQI

FNKPAKIVTS
LDLLTLINLD
EFSKELQNQF
NGITPDLEIK
IKKNSEIPAL
IINKIKEFNN
NLINDDISSD
HFEDDLDSKN
IKNFKFINKN
LIDKQAVILG
NYQLNSKTSL
RNAFIKAYIR
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JLLLSGIITI STAIFLGIWS
KLYQKNYQIS YDLSNATASG
IKTSKTOKQT FIAFEEALIQ
NEIIKWIKAE LEEKIKLKES
ELNNLLKDDK IRLEINVDIS
ELDPENFDIK LVSQLYLLDF
FILDNKEGDE TIEFSLISNK
QLTOEGFKLT NPIKFQONQS
TTIQGIAGLE TEKTTQNSDI
PNSWKPIKNF SAEINQNLDN
NLNGKTIYNI NPVSQRWSPF

(SEQ 1D ND:2)

YNRAYYQRLN
TAIKNIVFFI
LGGSYNLVNS
IQAELIRENL
KWVQOKLIKI
GKIGDEIAIE
NKOKLATRKI
KTKENLARTV
TFIKPENLDQ

PNYLNLDWRQ

Figura 2
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EXKSONLSISQ TENPFENNLG KFFDNLFISN QFKELSASTA
RTSDQRQIFS KAVEIKGFSD KNIEKNLAKF EIDEKKSSIS
LGLPTFIEKG QILEPKIFDN NWLNFTNQGNEK NYLNFIFTNE
SLAKSFYVDK NMNPLISTTK NFENLFDYVQ SEHLINTNXI
LNFKFDWDLK FDLNQYARIF AQNLPEPKSE VFLLKKDENS
NYKRELIITA KILKNQLVKV QEFSDDQVNK AQNNEKSLGK
KISNIVSSEM SAFDDAAKFY PTFFLDGKSS FSKSDNKKGY
NISSPSFRSA PFSRLDSGLI YLAFKPKNIN DYKKHYLLAD
KNKDETQOKQ VDGYFIGLDF KQIKNFKSPQ SYLYQNKKSL
GENRFYRQEL RNSSPFSLEK SKEIIEEDQD IVLEIIKTPW
IGPNPKKTTD KNGSMNEKIN KNSSIILKGI AVYNDPELTT
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ATGCAGGCTA ATTTGATIGG CAGATTTATC AAAAATAARA AAGCAATTTT
ACTTCTGTCG GAATTAGTIT AACAATTAAA TATAATGGTT CTCACCCGCG
AGTTTTAAAC CTGAGCAAAT TAGTAAAAAT AGTAATTICT GAAAARTARA
AATCTTGAAG ACGTATCTCCA ATTTTATATT TTTGATAARA ATTCTAATGA
GAATTTGAAT TTAGTGATTT ARRATTIGAT GATTTAARCC AAAATTTTAA
TATGCATATT CGGATTTTTT CAGCCAACCA ATTACATTIT ATGAATCAAA
ATGTTTCGCC AAATTAATGA AARATATTTTA AATATRGGTA ATTTTACCAC
TTATACAGAG CAATTGATTIT TGCGCAAGAA GTTAATAAAA TTGAAAATCC
TTATCTAACT TGATTTTACA AGCACGCGAA TCGAARGATA ATAARATTGG
AATAAAACTA ATAATCAATT TGTAAATCTA CAAGATAATA TCCCAACTAT
TTAGGTGATA TTGGTCAAAA CTTTAGCGAA AAAATCTTIG AARATTAGATT
AATTTTTTTC ARAATATTAA ACTAARACCA CTARRATTTA
GACATATTTT CAAAAATTAA ATCCGGAATT TTATCTGCCA
GATTTAGCTC TAGATTTTGG GCCGACTTCA ARACTAATIC
TTARAAAATG AARATGATAA TTATATAATT GRAATTCCCT
ATCTATGAAR ARGAGTTGTT TTTAAGTATT GGCGGCTITG
GOCTTTAATTT ATCGGAGAAA TTCACTTTTT AATGATGAGG
BATARTCCCT TRAARAAAGA AGAAATTGAT AATTTATTAT
TATAATTTTA ATTTTGATAA TTTTGAGGCC RRASTICGEG
CGATTAAATC AACARAAAAT TGATATAAAT TCACAAAATC
AATCCTTCOGG ATGTAACAGC TTTTTTTGCT GRTTTAATIC
TTTGGACTTT TARATCAAAR TCGGACTGCT TCGCARATTT
TTTGATAATA ARACTACAAA TATTTTAAGT TTTAATAATC
ARATCAATAA ARGATAARTT CAATRATCTA RAAAGCAAGT
ACAGCTAGAA AATTTACAAG ACAACAAATT GAGGAAAARCC
TATTATAAGG CTAGTCAACT TGATAATTTT TTAGGGTGAA
GAAATTTCAA AAGCTCGITA TGATTCTGAA ATTCAGRAGC
AATTCTGAAN TTCAACCAGA ATCTAAAAAT TTAGRCTCTG
TATAATGCCA ATGTTGATAA TGAATATCTR ACATTRARTT
CCAATTCAAR ARATTTTAART ARATTTCTCA ACTCRARAAA
GTTCCGGCTG ATTTGTTAAA TTATAGIGTC AGTGRAGRAR
AMMAATRATG ACAATAATAA CGATTTAGAT TTATATTTTA
TTTCCCARAG AGGAGACAAA ATTTTTACTT GAACCAAGTT TTGAARACTC
CTTAATAAGA AGGATARAAAA TCCCAAAGAT TTAAAAGCTG ATAATARAMA
AAATTAAAAR TTATAATAAC ARARAATTCT AARAART (SEQ 1D NO:3)

TTGATGRAAA
RTTTTAAARA
AAGAAACTTIC

Figura 3
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GGTACTAGCT
GGCARARAGTT
AGRARARTTG
TTTGGTTAAR
TCTTAAATTT
TARATTTTTA
ARRTTTITCT
RARCGAGGTT
RRRRRCAGRA
GTATCTTGAG
TGAAACTAAT
RAAAAGACGGA
MAAATTACATA
AAACGGAATT
CCTTAGAGAA
TAAARATGGT
ARATAAATTT
TTATAAAGGT

TARGACATAC .

AATTGAACTA
AAGCCRMLTA
GGCTGGAGAR
TTTTTATAAT
TGTAATTAGT

- TGTTAAARTTC

TACCAATTTA
CGAATTAAAT
AARARMATCR
TATTGCTGAT
TICTAMATA
AATTAAGGAA
CATAAATATT
ACTARATACG
TGATGAAAAT

TCARCTTITG CTGGGTTART TTTATTTACT
AATGAATTTC CACAAAAAAT TAGTTITGTT
TTTTCCGGTG ATCAGCTTAA ARAAGAAATA
TTCTCAAARG ATTCARATCC TTTTTCTATT
CGTGTTAGGC AARARCRAMA ‘AAATAATCAA
AAAGCAGATT TTAACTTTGT TCTTCAAAAA
GATCARRCTA GTARAAAAAA ATTAAAARAG
GAGGTCAAAR . TAAATGAAAT TTTCCCTGAA
AATCCGATTT TTAGTCTTAR ATTTATAAAA
GCARRATTAA CTGATCAAGC CGCAAAAATG
GATAAARAAT CRTTATTTTT CAATGTTGAG

_AAATTAATAA TAACTAAACT GAATCCTTTT

ARRGGGGTTA TTAATTCTTT ATTAGAAGAG
AGTTTTGARR TTATCCARCA ARATGCTAAM
TCCTTATTTA AACCTGGTTC ACAARAARTT
CAARTCTAR TAATTCCAGG AAGCCAGARA
ATTTCARCTT TTGGTCRACC GGTCATTICG
TTAGARAGAC AGCTARATTS ATTATCACGG
TTACCTAGTT TAACAGAMAT TGCAAATTTT
AAAACACTAC ATTCACAAAG TTTTTTTATA
GCARRTAGTT TTTICTTAAT TGCAAAGGOT

ATARATGGAR ATTTAGAAAR AGATAATACT
TCTAGTCAGA ARAARTTTTT CTTTCAAAGS
CAAGARRART TCGATAAGGT AGTTGAAAGT.
ARRTTAACAR ATRAGCATTC' ACCTGAACCA
GATRAAATTR GTTCTTATIT TARRGAACAA
GATAAACTAA CCTTTTTAAT AAGTTITTAL
AGCCCGATAA ATCCAATTIAT TGCAAGGCAG



KNKKAILVLA
FOKNSENDLVK
NIGNFTTNFS

LSANTNONYI
GGFGISNING

- KVRAWSGKTY

SQIFRNLAGE
EENLKSSVEF
LOSOUNNIFKS
SEENTKKIKE
LKADNKNDEN

STFAGLILFT
FSKDSNPFSI
DOTSKXKLKK
AKLTDQAARM
KGVINSLLEE

ONLIIPGSOK,

LPSLTEIANF
NIFEASSKID
TTLADLLLUAF
INGNLEKDNT
KLTNKHSPEP
SPINPIIARQ
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TSVGISLTIK
EFEFSDLKFD
LYRAIDFAQE
LGDIGONF SE
DLALDFGPTS
ALIYRRNSLF
RLNQQKIDIN
FDNKTTNILS
YYKASQLDNF
YNANVDNEYL
KNNDNNNDLD
KLXIIITENS

YNGSHPRAKV
DLNQNFNLKF
VNKIENPNEV
KIFEIRFETN
KLIPQNQNGI
NDEESPENKF
SONQEQKIEL
FNNHFADFYN
LGWTKLDTRL
TLNFYYIIGD
LYFKETSINRI

NEFRQKISFV
RVROKQKNNQ

EVKINEIFPE-

DKKSLFFNVE
SFEITQONAK
ISTFGQPVIS
KTLHSQSFFI
QGFFSSLFLP
DYQIVFOKEN
SSQKKFYFQS
DKISSYFKEQ

RN (SEQ ID NO:4)

Figura 4
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SFKPEQISKN
YAYSDFFSQP
LSNLILOARE
NFFQNIKLKP
LKNENDNYIT
NNFLKKEEID
NPSDVTAFFA
KSTKDRFNNL
EISKARYDSE
PIOKILINFS
FPKEETKFLL

SNFWKIKEKL
ITEYESNKFL

SKDNKIGKTE .

LEKFNTEEKDG
EIPYKIFLRE
NLLLOODYKG
DLIQKKPSQI
KSKSISDVI1S
IQKLEXPELN
TQKIDENSKI
EPSFENSLNT

FECDQLKKEL
KADFNFVIQK
NPIFSLKFIK
KLIITKLNPF
SLFKPGSQRI
LERQLNSLSR

ILEDQELFKE
SLEKQENLNK
QEKFDKVVES
DRLTTLISFY
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TTGACGAAAA AGAGAAACAA CATAATAMAG CAAARGCAAT
TCCCAATTGG ACTAACARTT TTTGAGARAT CATTTAGTTC
ATTCAGATCA AATCTTCTCA GAAGAAGATT PTATAAGAGC

TGGCATTAGEG TCTTGCCAGG GAAGCAGCTA ATGCCTTTAA

TTTCTTTGGA TATTTCCGAT GCCTTTGCGG
ATTCAAGACT AACTTCTCTA AAMAGGTTGAA
GTCTATCACT TTCTTCCCTA GCCCCTGARA
ATAAAAAARC AGGATCAAGA GCCGAGGCTT
CCACTATGCT CCAAAAGGCT TATGTGCTAG
ATGACCGTGC AAGGGTTAAT AAACTACAAA
TTGAACTCTG AGATCCAAAT GGTAAATTAG
ARGAGGARRA AGTACTTCAA AAGGTRACTG
CTGAARTTAT CTATARARGT GATAATARTC
ATAATAATAC ATCCACTACT ARATTTCAAG
CAAAGGAAAR TTTCCTTAGT TTTTTIGATC
TTAATTTTGA TRGAAATATT GAAGARAATG
ARGTTGTTAG CGATATTAGA GCCCCTTATT
TAGGTAMCGG GTCAAATTCA AAAGTTGTCC
AAAGAGAAAT AATTAATACT TTATTAAAGG
TAGATCTTAA CAATGATGAT CTATTAGCAA
AGTTAGTCAA AGAGGTTATC CRATATARRR
ATCATCTACC TCAAAGTRAR AAAGACCTCG
CAAGTCRAGC AAARCCAGAT CAAGCRRARA

GTCTAAARAT AARCAGCGATT CTAAAAGRAA

GCAATACTAA CTCCAAACCA ARTAAAAAGT
GATCTGGGAA TAARCGCCACC ARAAACGGAA
CATTAAAAARC CGAAGGTGAG ACAGTCCTIG
ARAACGAARAA TCAATCAGAT ARCAATCAAA
CAGGGCGAAA TCAAATTAAR ATTACAARCA
AAATTGATGT AAGACTTGGT CTACTAGTAC
TAACAATTGA TTTCGCTGAA GGGACAARAT
ATACCCAAGC CCAAGACGAT GRAGGTGATG
ARGCCGCTAC TGTTGAAARA GCAGAGAGAT

CTAATAAAGA
AAGARGAAGAR
GCGCGCATCT
TTCGCCAGGC
CCCCCARAAC
AACTACARAA
TATCCCAATA
AATTTGTTGA
CGGAGTATCT
AAGAGGATCT
TARGATCGAG

TCTTTCAACC GGATTTTCGE TTACATCAAT TGCAACTACA

CCAAGTTTCA
AGTTGAGAAT
CTTTTTAGAT
AGTARAAGCG

GGGTACAACC

CCARTTATTA
ACCAGGAACT
CTTAGTCCAR

TGGCACTARG

CTCCART
TAATAATTCC
CCCAAGTACG
AACAACTACT
ACTTCATCTT
TGATTTAAART

CTTTATGGGG

Figura §
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GGAGGAGTCG ATAAGAACAA AGTTGTGGAT

GATGATATTA TAGATTATCA AATTAATCAA
GRAATGGCTT TTCGGCTTGA TAATGACTTT
AATTATCTTG GTTATAACTT AGTTAACCGC
AAAAMATGCAR GCGAAGAAAA ATTAGTAAAT
AAAAACTTAR CCGATCCAMAA TGGAACGCTT
ATTAAGGGAR TCAAAARACT TGATTTTGAT
TATGTTCAAT TAGGTTTART CCGTGATAAT
TTAGCTAAAC TAAARGAACA CARTAACAAC
CCAARTTCTA ATGGATCAGA ACAAGATTCT
ATTCCCGATC TTCCTTTATA TTATCTTAAR
AATGAACAAG TAGTACTCAA AGTAGATTTT
TCAAATTATC CCCCGGTTTT GAAAGCTTCG
TCTTCAAGAT TTAAAGTTCA ACTTGATTAT
GAATTACARG CTARAATTGA AAGTAAGACG
RACCCTGAAG GAGATTGAAT AACTTTAGGG
GATGATGRAG TCGCTAAAAC ACTTTATTAT
ARRARCARGT TTATTAACGA AATRAARCCT
GARATCAGCCC ARGCAGARTC TTCATCTTCA
CAAACAAATA ATTCCTCTAC AGRAACAACA
TCGGCTAARG TAAMAACAAC TAAATTCCAA
GATACTAAAR GAAATARRGA AGACTCAGGG
ACCTGAGATT TCCATGTTGA ACCAGATAAT
ARTCCAGATA GTAAAAACCT AACTTCCCTA.
GRAGATCCAG TACTICTIGT AGATTATACA
CCTCAAATGG CATCTTCTGA AACTAGTCCC
ATAAAAGAGA. CAAGARARAG CRACRACCAGC
RTRARRARCC CGGGRACAAA AARGGARTGA
ACCCAAATAT GAATARCCAG ACTAGGAACA
CAAGGTGARG TTCTCTGAAC TACTATTAAR
CATAGTTTAR ‘'CAACCAATTC TCGATCAAAT
TCGLOGGCCC RRAGOCCAAT ACAAARATCCT
TGGTGGATTG CTARTGATAG CTCTGATGAG
TATGTCGGAE GGCTTTTAAA AAATACTACA
TTAGGGATCT ATGAATTTCC TGATGATGAA

CTATTTAGGG AR (sm 1D NO:S)



MNOFDEKEXQ
TARMALGLAR
ELSGLSLSSL
INENDRARVN
LSLSEIIYKS
VNSINFDRNI
SAKQRET INT
LDFHHMLPQSK
NSNSATTTST
FNDRLKITAI
‘EXAKLEITEE
SVGSLKXTEGE
DPNQIDVRLG
SIDOAATVEK

ES 2427115

HNKAKAILST GFSVTSIATT VVAVPIGLTI FEKSFSSQVS
EAANAFNFLD TYDYTPITKH SFKISLDISD AFAANKEVKA
APESAHLLAS EMAFRLDNDF QVAYKKTGSR AEAFRQALIK
KLOKVENLAF KNLSDPNGTL SITFELWDPN GKLVSEYDFK
EENEKEFLLK NEUVVLKVDF SLEKKVVSDIR APYLVSSQVR
LLKENPEREK ELORRIESKT FSPIDLNNDD LLAIEFQYED
KDLEEYKEKH KNKFINEIKP ATPASQAKFD. QAKNEKEVKE
TTQAAATSAS SAKVKTTKFQ EQVKEQEQKQ EKAKETNQLL
LKENTSQAKS NWFDSKNLTSL SRNLIIKGVM ANKYIDYLVQ
GLRVKKGGTHK IKETRKSTTS NAXSNTNSKP NKKLVLLKGS
TVLGISNNNS QGEVLWTTIK SKLENERQSD NNQIQYSEST
LLVQDKKLHL WWIANDSSDE PERITIDFAE GTKFNYDDLN
AERLYKMFMG LFRE (SEQ 1D No:e)

Figura 6
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T3

GGVDKNKVVD LKSDSDQIFS
VVVSRYSOKY QVTYSRLTSL
NYLGYNLVNR QGLPTMLQKG
IKGIKKLDEFD LKKQEEKVLQ
PNSNGSEQDS FEKAKENFLS
SNYPPVLKAS LAKIGKGSNS
NPEGDWITLG RMEKLVKEVI
ESAQAESSSS KSNDSNSKTT
DTKRNKEDSG LGLILWDFLV
EDPVLLVDYT RRNQIKTERE
IKNPGTKKEW ILVGSGNNAT
HSLTTRSRSN TOQSGRNQIK
YVGGLLKNTT NNTNTQAQDD

EEDFIRAVEN LKLFDKYRHL
KGWKEEDDFG DDIIDYQINQ
YVLAPKTTIEN KMASEEKLVN
KVTEFVEIKP YVQLGLIRDN
FFDLRSRLIP IPDLPLYYLK
KVVLLDLGNL SSRFKVQLDY
COYKKEGKTFL DDEVAKTLYY
SSSSMMAGTT QTNNSSTETT
NSKYKTLPGT TWDFHVEPDN
GQLIWNQLAS PQMRSPETSP
KNGSSSNNSEN TOIWITRLGT
ITNTORKTTT SPAQSPIQNP
EGDGYLALKG LGIYEFFUDE



ATTACTRTTA
TATCTCAATT
CCAAMARGTT
TRAGCCCCGAG

CCGGTAATAT
TCTAATGATG

ES 2427 115T3

CAGCRATTAT

TAANAGCAMG
ATTACTAGTA ATTCCGAAGT
ATATGARTAT GATGCTCTAA
ATATAATTTT
CAATCAAART
ATCGAMAAAG
AGRATTTAGT

TCGCCARTCT

-ASTAGMA (SEQ) ID NO:7)

TGGTTCARACT

Figura 7
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CAGTTCTTSS TTTGSCTTCA AMAGTTAAAT ATCGCSCTCT
AATTTTACAR GCGATTATCA AAGTGTTAAA AAAGCACTTT
TAATAATGGG AGAACCGTTT TGGAGATCCC GAARARATAT

ACAAGCTCGA

ARACAATCAAG AGGGTCTTGA AGAAGATGAT
ACCTTATATG ATAAAGGATG TCCAAARTCA
ATAGACATAC TTRTAATATT TCTTTAAGAT
ACCCAAAAGA ATAMTACTG GCAGATITAT
ARCARTCCAC GAATTAGTAA ARTTAGGACA
AAACACCTTT ATTTAGTCAA

TTCTTOGGTT ATCTATGACT
CGCATTIACA MATAACGCOCT TTAATAATGT TTTCAMAGAG



ES 2427 115T3

MXNKXSTLLL ATAAALIGST VFGTVVGLAS KVKYRGVNPT OGVISQLGLI DSVAFEPSIA NFTSDYOSVK KALLNGKIFD PRSSLFTOFV SKPOFLTHNG RTVLEIPRXY
QVVISEFSPE DORERFALGF . HLXEKLIDGN IAQSATRFIY LLPLOMPEAA LGOYSYIVDK NFMNLIIHFL o
OUEALKANIR LQTAOFSFEK GNLVDFPIVYS FIRNPONOKE WASDLNCDOX TVALYLRTEF SPOAXTILED YKYXKDETFLE SIDLEASMGT SLFANENDLK
SDYFGGOSET ITSNSQUKPY PASERSLAUR VKFKMDOOXP RIEKFSLYEY DALSTYSOLQ ELVERPNSIR DUVITLARN LRFSLGKYNF LFUOUAS:
EQSSITKRLY IELPIRISLX SSILGDUEFN IKTLFEXEVT FKLDNFRDVE IEKAFCLLYS CVNEELEOAR RAQRASTEKE KSKRGLXEPS QURECHSKAT
NITERLPENS PIQYQOEMAG LGASPDKFYM IKDVONQRYY LAXSQIQELT AKDYTKLAX LLSNRNTYNI SLALKEQLSD VMPRIPESRD IEXAKFVLOK TEXNKYWQIY
SIASPUFONK WSLFGYYRYL, LGLDPKQTTH ELVILGURAG LOFEGYENLP SOFWLEDLAN IRIKIFLYSQ ONTKLSLLD FMIYYDGEIX APEFGLPLFL PRELANNSSH
SCGSONSNSP WEQEIISGFX DONLSNODQL AGFSTKIWEK [IGDENEFDO NNRLOYKLLX DLOESWINKT

SAALSHNWIY YODSGRKSTI TFEEIALLDP KVREKVGADV YQLAFHYAIG FODMAGKYHQ EVIRSSSATI YLATSGRSXL EADTIDOLAQ AVRNAPLGLQ

ELETYNPADE FNILNFLTXA MRLTLSNLVN NDPNYXIEDL
KVIKFEAGDH QLAFSLEANN IKRLMNTPIT FADTHPTFYY NEDWRASIDKY LNNIGHNUSSH SGLIQRLNKN IXKPETFTPAL IALXRONNTN LENYSOXIIM

QOOAAGGROG
IXPEYLVERS JCUPWSTGLD GYIGSIOTKD CTSSSSQORG FRODFIOALG LXNTEYHGKL GLSIRIFDPG HELAKIKDAS NKEGEEKLLE SYDLFXNYLN EYERKSPEIA
KSWTNIHFDQ KEYPNPHORL PENYLNLVLN OPWKVTLYNS SDFITNLFVE PEGSDRGSGT KLKQVIOKQV NNNYADWGSA YLTEWYDKNT ITRQPHNVITA NIADVTIKDV
KELEDNTXLI APNITOWWFN YSGSKEKFYK PIVITGNWEN ENSSMNSQAQ TPIWEKIREG FALOALKSSF DOKTRTIVLYT THAPLELWKY GPLGFUNCPN PRTQDWRLVF
QNOONQIAAL RVQEQDRPEK SSEDRDEQKW IRFKVVIPEE WFNSGNIRFV CVMOIOGFNT LWLPVINSSY IYDIYRCTGD ENDVANLNVA PWOVETIART RNAFWNVIKE
FRESEEIVE (SEQ ID NO:8)

Figura 8
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TTAGTATATC
TTATTCACTT
TATCAACCAA
GAAGCCCGCA
TCTAGATGAA
CAARAACAGG
GATCTCAATA
ARATATTAAA
ATGGTTGAGA
ATAGCAAAAR
TTTAAAATAT
ARATTTTCGG

ES 2427 115T3

TTGAAGAAAT TAAGGAAATC AAAAAATTTA TGGAAAACAC
CTTTCTAGAA AAAATCTTTT -AACAATTGGG GCCGCAGTTT
TGCTAATTGA AAGATCAAAG ATCCACGACT TCAAGTACAA
AGTATCAAAA TGGAAATTTA AGCTATTTTG ATCTTAARAA
GACTATAGCC AGTTTTTTGA TTTTTACCAA AARAATAACA
TCGTTACAAR CTTGATGTTT TTGATCTAAAR ACCACTTGAT
AACTACCTGA TGATAAAAAG GCAATTTCTG ATCTTTTAAC
GCTAATTTCG CTAATTTTTC AAGTTCAAAA TTGGAAAAAC
AAAAGAACTT ACAAAATTAG TAAAATTAGA AGACTTTGAA
AAATTATTAA TRARTATTTT AATTTAGAAG AAARTTATIGC
AGTGGAATAT GAAATCCGCA ATATCAGATT GAACTTGTAR
TCAAARAGGA ATTTATARAT TAACATTTTA TGCTGCTITT
AAAGTTCAAA GTTTCATTTT GGAATTAACA" TTGATCTTAA
ATARCTGAAT TTTCTGAAGR TGATTATTAC CCRCAAATARA
TMPTCTAAAT TATTACAATA ACCARATTTT TGCAACTCARA
PTGTTAGAAC TCCGCTTCTG AARRAARAGTTG AATTTGAAARA
PTAAAATTAG ATATTAAATT AGATGCTAAT TCAACTAAAT
AAAAATTATT CTTAGAAATG TCA AATTGTCGCT
TCGGGCAAAA TGATGCTGAA TTAGTAAAGC AAATTARACA
GCAAACCAAA AGGGTGCGCC AARATCAGAR ATTCTTGCAC

" TGAAARTGGT GATTATTATG GCTATGAATT TAACGAAGAT

TTGAAGAATT TGCAAAATTA AGTGTAGTTC. CTGAGAAAAT
ACARATCAAG AGGTTAGTAC ATTTTTATCT TTACTTGCAA

 TTTAAATAAR TTTARATTAR TTGATCCAAAR AACACAATGG

GTCAAATAAR AATTCAGCCT CCTGAGAAAR ARGCAGTTTC
TACCTAATTT CCCCTGATTA TCTTAATAAT AGTTTTTACC
TGAAAGCGCA TTTAACACGA GAGATTTTGT CGAACATATA
AAGAAAAAGG TAAARATCCA ATTACAAATC TTAGTGAATT

GGACTTCTTG CTGAATCACT CGGGCARAAT TTAGACTATA

" AGTTAGTCAG GAAAAARCTA ATCCAAATAA TAATTTAAGA

GTTCAGTTGA TCAAAATGGG AATTTAATTC AAGTGATTTA
AATAATAART TGCTTAGTGA AGATGTAGAR AAATTARATG
CCTTAAAAAA GAAGATTATA CCCAACTTGT TGATAGTATA
ATAATCAGAT CARAAATCTA CCTTTTAGTC AATTTTTTGA
AGTAAAAATT TAGAAAGTAG TAAACCTGRR GCAGCAAARG
ACCAGAACAA CAAGAAATTC ATCAAAGCGA AGAAATTCCC
TACGACATAA TTTTGATTTA TATGTATACA AAARAGATCA

CAACTTGCAC TACRAAAAARA AARAAAARAAA
TTTTCGGAAT TGCAATAATC ACAATTCCGC
AATCAAGCAA AATTAATTAC AAATATTCAA
ACAGCTTTTT AATGCTGATA ATACTAAAAA
CGAGCCTACC AATTAATTTT GCCACTGATT
CAAGAACAAT CTTTTGAAAT TTATTATCGT
CCRAAAARGTT ATCTGAAATT ATCTCCCTGA
TAAGAGCTTA TACCAACAAG GAATTTAGTT
AAGCAAGTAA ACTGGGCAAT AAATAATAAT
CGAGATTCTT AATAATAAAG AATTTTCTTA
GAGATCAARAT TTTAGGTCAG GATTTTTTAG
TCGCCGAATT TTGCTAAAAA AATTGCGGCT
TAATCTTTTC CTTGATAAAR CAGTCGCTGA
ATTTTGAAAA AAATTTAGAA GCCGAAATTA
AACGAGAGAG AAGATTTTCT CAAGAACCTT
TAAATTATCC GGTATTGATT ATGCAAAATT
TGGCTTTTAA AAATARCCAA ATTGTTGCCA
GAAARAARCT TTTCCCAAAC TATTGAACAT
GACAAAATTT GAATTTAAAC CAGAARCTAG
TCTTAAATGC CAATAAATTT GATAAATTAA
CGCTTAARAT TATTAGTTCA TAATTCACAA
GTCTGAGGGA ATTATTAATC TTTGGAATAA
AAAGGGATAT CAGTTTTGTT GCAARATATT
CCTGAAAATC TTGACCAAAA TAGTTTATTT

ACTGACCTCC GATTTTTGAC TTTTTTCATT

TTCACTCARA TTTAAAAAAT ACTTTGGACT
AGAGAACTTG CAAAATCAAT TAAACCAAAA
TCTAGTTGCT TTTTATTCGC TTATTTATIC
AAATTCAGTT TGAACTCGAA CCTATAAGCC
TTAAARTAATA ATTTAAGATT AARATATTGA
CCAAACAAAA AAAGARACTT TGGATCTIGT
AAATTGCTAC TAATTTTCCA AGTGCAGACC
AAACAAGTAA TTAAAACGGA AAATACTCCA
ARATAATTAC CCAGATTATG GTTTTTATAT
TTGCTGCARA ACCTTCAGCA GCCAAGCCAG
GGAGTTCTTA CTAATACAAT ATCTCAACTT
GCCACAGATT CACTCAAGTA AGCCAGTTAG

ATTGAAAGTT CAGAATCACT ATTTGCTTTA ARA (SEQ ID NO:9)

Figura 9
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MILIEEIKEI
LKDEYQNGNL
LVYQLPDODKK
EARKIINKYF
DLNKSSKFHF
IAKIVRTFLL
LNRLGONDAE
LPNVEEFAKL
KHLSQIKIQP
DFIGEKGKNP
YKIGSVDQNG
VKIDNQIKNL
GNQIRHNFDL

KKFMENTNLH
SYFDLKKQLF
AISDLLTQKV
NLEEIIAEIL
GINIDLNNLF
KKVEFENKLS
LVKQIKQTKF
SVVPEKMSEG
PEKKAVSLTS
ITNLSEFLVA
NLIQVIYQTK
PFSQFFENNY
YVYKKDQPQT

YEKKKKKSTN
NADNTKKTGI
IWNYLPDYSL
NNKEFSYLDE
LDKTVAENIK
GIDYAKFLKY
EFKPETRKKI
IINLWNKSFK
DFWLF SLNND
FYSLIYSKDQ
KETLDLVVNE
PDYGFYIIKT
HSSKPVRVII

ES 2427 115T3

LSRKNLLTIG
DYSQFFDFYQ
ANFANFSSSK
SGIWNPQYQI
ITEFSEDDYY
LKLDIKLDAN
ANQKGAFKSE
TNQEVSTFLS

YLISPDYLNN

GLLAESLGQON
NNKLLSEDVE
SKNLESSKPE
IESSESLFAL

Figur

AAVFFGIAIT
KNNTSLPINF
LEKLRAYTNK
ELVRDQILGQ-
PQINFEKNLE
STKLAFKNNQ
ILALLNANKF
LLAKRDISFV
SFYLHSNLKN
LDYKIQFELE
KLNEIATNFP
AAKVAAKPSA

K (SEQ ID

all
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TIPLVTVANW
ATDYGWNRYK
EFSLSTKKEL
DFLAKTGQKG
AEINGWDFLN
IVAKIFGKII
DKLKNILENG
AKYWYDLLNK
TLDLIKTESA
PISLNVAVSQ
SADQIIFLKK.
AKPVARKPEQ
NO:10)

KIXDPRLQVQ
LDVFDLKPLD
TKLVKLEDFE
IYKLTFYAAF
YYNNQIFATQ

EDYTQLVDSI
QEIHQSEEIP

NQAKLITNIQ
QEQSFEIYYR
KQVNWATNNN
SPNFAKKIAA
NEREDFLKNL
EKNFSQTIEH
RLKLLVHNSQ
PENLDQNSLF
RELAKSIKPK
LNNNLRLKYW
KQVIKTENTP
GVLTNTISQL



TTATCAACTT

ACAACAGARA
TCAAATAART
CARGCAAAAA
TTTCTATTAA
GCTGATTTTG
TATCAAGATA
TTCCTCAACG
AGTGATTATC
ACTTTAGGTA

ACARAGCTAAA
CCGARAAATA
AATTTGATAA
AATCTTATAG
ATARTRAATC
CARAATTCGA
AATCACTTAR
TTGCCTTATA
TCAAACCGGA
AAACAGCTAA
TTTTGRARAA
ATCCARARAC
TARTTCCTAA
TAAAATTAGA
TTGACTACGA.
ATTTARAACT
TTGAACTTAA
TGGCTCCACC
CARARCARGA
CAGARRATGG
TTTATCGGGA

CTGATRATAR

AATRCCARAAA
CGCAGCAAAA
ATCTTRRACT
GCGCARGTGA

ATATTTAATT
TAATCTAGAA
ATTAGTTGCA
TTTCGATCTA
CAGGTTTGAA
CCTTGATTTC
AGGRRAAACC
TGAARCTTTT
TCTARARGAT
AACTGAGAAR
CTATGAATTT
TCTTGATTTA
TTTTGAGACC
AGGAACTTTT
TCCAACACAR
TGAGGTCAAR
GGGAATTACT
ARATGCTAAG
ARAATCAAGT
AGGAACTTAT
TRAAATTTATT
AGCTTATCAA

TAAACCAGTA

AGTACATCTA
TGATGARGGC
TAATTCTAGT

AAAAGGTAGA GCARRATAAT

TTTATTATTT
CTCCCGCTGS
AARATCGGAA
CARCRRAARG
TCTTTCATAA

GGTTTTGCCC
(SEQ ID RO:11)

CCTTTTACAA
TACARTGGTT
ARAGGARATT
CAATAATCAAR
ACCAAARGAT

ES 2427 115T3

TTCTCAATTA
CTAAATTCTT
AATTTAARGG
GCTGATGCAG
ATCAAAGAAR
TCAGGTCAAG

GGCGAATTTG
AATAAACTAG

AATAGTGAAM
ACTARATTTG

TTAGTARRTG
GAAATTTATT
AACGATCTTC
AAARAAATGA
ATGCRRARTG
ARAGATTCCC
TTATCTARAC
TTAARATTAG
GCATTAGTCC
ATTGCATCGA
GATCAAGCCG
ARCACARTTT
TCAAAATTCA
ARAAATCAAT
CTTCTCCAAC
CTAGTGGCAA
TTTACCTGAA
GAAAATATTG

RARTCAARRAT - ATAATAATAT

TTGGAATTAG
ATRACATTGA
TARAACCTAA
TTGATTTARG
ATAAGCTARA

AAAGTACARR
TTAGCGCACT
CTATTTATTT
TTTATGCCTT
CTTTATTAAT
TAAAATGGAC
ATAATARAGT
CAGTTGARAG
ARACCAARAT
ACAAAGAACA

TACAATTATA -

TCTTGGAAAA
ATTTGCCARG
TAGTCTAAGT
AARTATCGGA

CCRATTTCTA -

ATTTTATAAT
CITTAGCCTA
TATAAATGAT
TGATCTCCCA
TCTAGCCAAR
TATTCAAAAR
TAAAAAACCT
TGCAGGTCTA

TGAAGGAATA
TACGGATTTA
AMATARTCCG
AGCCGAAGGG
TAAACCCACT
CGRACCAGAA
CGATGCCTCA
TGCGCTTTAT
CGARARATACA
TGAGAGCCAR
ACAAGATGAT
CCTTGRRRAR

Figura 11
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TTACRATTCC
TGAACTCARG

AATCAGATAA

TCGATCTAGC
CGACCGGART
ARTRTATGGR



FSIIGISTII
ADAVDLSSLS

. ATEIAILFYN

IFPLRFVDLP

SLAVTIPYAL

QKYFDLSFKL-

KINQKYGEKF
EKVGONRNLL
TINTKIAHLL
SEXEPRVETK
KLSRRSLLRY

FPHNQSDKSHD
SREPTGITLK

ES 2427 115T3

SSQAEKYNLE
VIPDNKSRFE
DSKIALYETF
LASFLKNYEF
TINLKLEGTF
NKFLELKGIT
TIQAENGGTY
TTEXYQNKPV
FLLSASDNSS
FLNAFARTMV
CFALFDKPKD

LNSYNIDLGK
1KENKLENIG
GEFGGASFSL
NSEISKYLAK
LVNDQVFPAGL
KIKMSPLFDFL
LSKLFERLEK
IRSISALNNF
SKFSLLIEPE
LVATVESENT
NOKYHNILEX

AQNLNSRTNF
LRVTNTSKTI
NSEPIFILPE
NNLDIAQLFS
NLTQDKHYTY
RESTSKNEXL
TSFPTRTLLY
NLKFKVNPEP
ILLTGFNKIG
EXYLKMKLFS

NSAEFDKLVA
NYTAKFDLDF
NFEIKPDLKD
LPSDPKSLDL
NFDFDYDATQ
ETKMAPPNAK
LSTFYRDKFT
SNKSQQKVHL
ADFEXVEQRN
SDYQNGKKEI

NLKVKPKFAX RLNAFDALNF
SGQEXSFQFL PENFTGQISL

FTWKTKIESQ FONLDLAKNL

FLSEYME (SEQ ID NO:12)

Figura 12

38



ES 2427 115T3

ATGAAGTTAGCAAAATTACTTAAARAAACCTTTTTGATTAATAACAACAATTGCCGGAATTAGTCTTACT
TTATCAGCCGCTGTTGGTATAGTTGTCGGAATTAATTCTTATAATAAATCATATTATTCTTATCTAAAT
GAAAATCCAAGTCAGCTAAAAACTACTAARACAACAARAATATCCCAGCAAGATTTTGATAARATAGTC
TCARATTTARRAATTAGGGATAATTTTAAGAAAATATCAGCAAAAACAGCTTTATCAGCGGTARAAAAT
GATTTATACCGGTATGACTTAGTTCGGGCTTTTGAATTTTCAAGTTTAGAAACTAACAACTATCAAATT
AGTTTTGATTTAGAAAATGCAGTAGTTGATCAMAATTCAAT TARAAATGTGCTAGTTTTTGCAAARATCT
GAARARAGATCAAGTAACATATTCAAAACARATTGAACTTAAAGGGTTTGCTCAAGATGATGARCCTGCA
GGCGATCTTGTTAAATTCCAAATTGATCAAAGAAAATCCTTTGTTAATCTTTATARATTTGATTATTCT
TTTTCTGAATTTCAAAGAATTCTTAGCGAAAATTATCGACAAATTAGAAATACAAATTCTTTTACARGS
TTGGCAAATGCTTTGATTTCCTCAAAAGCGAGTCTTTCACTTTATAATTCCTTAGGGCARCCAGTATTT
TTAGATGARAAATTATCGCTTAGAACCAGTTTTGAATTCAAAAAAAGAATTARATTTACTAGAARARRAT
AAGRAATTGTATTTAGAACTTAATTTAGTTGAAARAGAGAGCCAAAAGARAATTAATTTAACACTAGAA
ATCCGTCCATTATTAACAAATCAAGAATTTACTAGTGAGTTAAAAACTTTATTTGAATCAAATTTAGAC
CARARTCTTAGCCTARATCTTGAACTAAARAAATGCTCTTTTCCATGATAGAACCAGTTTTTCTGAGTAT
TTATATGGAAGTCCACAGCAAAGAACTAAAACTGATGAAGTAAAACAGRAAAGCTARGGARTTAAAGGAT
CTTTTTGGTTTTAGATCAGCAAAATTCTGACAGGATACARAATTTGGAACTTTTTATGTAATAATTAAG
CCCCARCTTTTAGATCCTGCAAAAATTAGTCAAGAAGATAAGAAARRACTTTTAGCTGATAAARAAATC
CGTTTTGAAGTTCTAACTACCTTAAAAAGAARAGCGCTTGATCAACARGATGTTCTCACTGATCTTCCA
GTTTTAGTCGATCTAAGCCTTGATTCTAATAAATACGARACAGCCATARGTCARATTTTTAATTCAACA
AAGACAACCARAGAATTTAAAATGCAAGAATATGAAGATAGAGCGAAGTTATCAACCAARGAAATCAAA
GAAACAATTGATARATTAGCAAATCTTGCCGCAARAGTTAGTAATTTATCCGAACCAAGTGATGAAGTT
GTTCGTGCTGTCTATTTATTAAATACAGGGAAATATCTTTTTGATGATGAGATCCAGCAAGAAAAAACT
AATCTTAAAARAATAATAGAACAAGCCCGAATGAAAGCTGACACCAAGAATTTGGCTCCAARAGTACCT
AGTCCTATTCAAAAACCAACTACATCTGCAACTTCTAGTGGAACTACTAAGACATCAACAGGGACAGAA
AARAAAAGTTTCAGTRAAGTGCTTTTTCTGATATAATTAGTATGAAARACCAACCTGAACAAACARCTAAG
AACGGTCAGGTCCAAGCTTCTTCTACAAGTCAGAGTCCAAAATCAAGTCTTAGCCAAAACAGCGGACAA
AATTCAATAACTTTAGAAGARAAATTTGGACATACAATTTGAAAGTTACTAAATACATCACARATTTAT
AATTTTGAAAACACCCAAGGGCAATATACAATCTCAATAGAGGATGATAAATTAGTTTTTGACTTTAAG
CTTGTATCAAAAGCAGATCGAGCAATTATTTATCAAGGATCTARAATTAGTCTTGGTGGTCTAATTAAT
TCTGATAAGTCTGCCTATGATGAGATTAAACAATTTAGCCCAGATCTTTTCCTTGATGCAACAATAGGA
GAACAATCTGATTATAAAAACAAGCAAAAAAAACGATTATACTTTAAAATCGTTAAGAGATTTAATGGGT
AATGGCTTTGTTTATAARACCAGAAACTAAATCGAATCCACAAGAAAATCTACTAAARATTACAAACAGGA
TCAGAGCAAARAAAACCTCTACCAGGGCTTAGATCAGGATTAATTTATATTGCATTTACCGTTAATAAT
ATCAATAARARTGATTATAAACCTCATTATCTAATAAGAGATARARATGATAAAGGTGTCTTCATTCAG
AGATATCAAGATAAGGAAGAACCAARCGCTTTTGAGATTAGAATTGATTCATATGAGCCTGATGACTTC
AGGGATAAACRATTTCAGGCTGCTGATACGATATTAGATGCAAGTGGTTCAATTGATCCTCGATCAAAG
AARARRATTATTCTCCGTCARAACGCTGATTATTTATTAGTAGTTTATAAGTCAAAAARAGATATTGTA
ACAGAGCTTTATTCACTACCTTCAGCACAAGATAATAACAAAGARAAGATTGTTAAAATAAAAAATAGA
AAATCATTTCCCTCTCAAGGTTATACAGTTCAAGGTTCATTATTATATTICTT TATTTAGTCCTAATAAA
ATTGGAGATAGTCAGAAGCCAGCCCAACAACCGCCAGCTGTAAGTATAAAAGCAATAGCATTATTTGAT
AAARAATCATTTACARACGATACAGAARAANATGCGTTTAATAAATAATGCTTTTATTAGTAATTATATA
AAACAA (SEQ ID NO:13)

Figura 13
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MKLAKLLKKPFWLITTIAGISLSLSAAVGIVVGINSYNKSYYSYLNENPSQLKTTKTTKISQQDFDKIVSN
LKIRDNFKKISAKTALSAVENDLYRYDLVRAFEFSSLETNNYQISFDLENAVVDONSIKNVLVFAKSEKDQ
VTYSKQIELKGFAQDDEAAGDLVKFQIDQRKSFVNLYKFDYSFSEFQRILSENYRQIRNTNSFTRLANALI
SSKASLSLYNSLGQPVFLDENYRLEPVLNSKKELNLLEKNKKLYLELNLVEKESQKKINLTLEIRPLLTNQ
EFTSELKTLFESNLDONLSLNLELKNALFHDRTSFSEYLYGSPQQRTKTDEVKQKAKELKDLFGFRSAKFW
QDTKFGTFYVIIKPQLLDPAKISQEDKKKLLADKKIRFEVLTTLKRKALDQQDVLTDLPVLVDLSLDSNKY
ETAISQIFNSTKTTKEFKMQEYEDRAKLSTKEIKETIDKLANLAAKVSNLSEPSDEVVRAVYLLNTGKYLF
DDEIQQEKTNLKKIIEQARMKADTKNLAPKVPSPIQKPTTSATSSGTTKTSTGTEKKVSVSAFSDI ISMKN
QPEQTTKNGQVQOASSTSQSPKSSLSONSGONSITLEEKFGHT IWKLLNTSQIYNFENTQGQYTISIEDDKL
VFDFKLVSKADRAIIYQGSKISLGGLINSDKSAYDEIKQFSPDLFLDATIGEQSDYKNKQKKDYTLKSLRD
LMGNGFVYKPETKSNPQENVLKLOTGSEQKKPLPGLRSGLIY IAFTVNNINKNDYKPHYLIRDKNDKGVFI
QRYQDKEEPNAFEIRIDSYEPDDFRDKQFQAADTILDASGS IDPRSKKKIILRQNADYLLVVYKSKKDIVT
ELYSLPSAQDNNKEKIVKIKNRKSFPSQGYTVOGSLLYSLFSPNKIGDSQKPAQQPPAVSIKATALFDKKS
FTNDTEKMRLINNAFISNYIKQ (SEQ ID NO: 14}

Figura 14
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GTGATTGAGGGCTTAAAATCARAGGCAAATACTCAARAAACAGAAAAAAATAGCCCCACACAACCGAARARA
ACCAGAGGTTTCACTAGCTAARACAACAGAAAATTCAGCAARARCAGTCAAGGTARGCACTTTTGCAGAAG
ARGCTAAGGGTCAAAGTCARAGTCAGCARACACAACCAGTTTCCACTTCATCGCCTCAAACTAGTCAAAAT
TCAGTTTCTAATTCCACAAGCAGTACGAATTTAGCCTTAGAAAATGARARATTTGGGACAAGCATTTGARC
AGCTTTTAATTTCGCTAATATTTATAATCTTGAAAATACAAARAGCGAATATGAGATCTCAACTTTAGGAA
ATAAGCTATTTTTTGATTTTARATTAGTTGATARRACTAATCAARATCTAATTTTGGCTCAGTCCARAATT
AGTCTTAATAATATTATTAATTCTAATAAATCTGCCTATGATATAATTAAGARATTCAATCCCGATGTATT
TCTAGATGGAACAATTAATTATCAAGATCAAGGAAAAGATARAAAAGAATTTATCCTAAAAGATTTAAGTG
ATAARTAAATTAATATTTAAATCAGAAGATGCAATTCARACTGATCAAGGTTTAGAGCTAAAGARACCTTTG
AAATTAAGCCCGACAACGAACTCTTCTTCTACTACTTCACARAAGACTAATARAAAGGATGATATTGGAGT
GTTTTGACTAGCGCTTCAAGTTAATAATATAACAGATTTCARAAATCATCATCTAATATCCGATGGAAARG
GAARTGGAATAATTCTTAACAAATACAAGGTCAAGGATGAARCTGGTTATCAATTAGGACTAGAATATCCT
GGAAGGAATGAAAATAATTTTATTACTGATATTGTTGATCTAGTCGACGGTTTTATCARATTTATTTTTGG
ATGAAAACAAGACCAAAATAATAGTAGTTTTTTGGACACACCCTCACTTTTAATTGATTTTAACAAGTATA
ARAAACAARAAAAATACTGAATTTATCAAGGCGAATACAARAATTCTTTTAGAGGTTGTAGAAAACAATGAT
CGACTTTCTGTTTCAGTATTTTCTTCTCAAGCAGGAAAAAATCATAAACAAARTTATAGAAARTAGAATGCA
TAGAAGTTTACATTATAAAAAAGCAGACARAGCCAAAGAAGGTGTAAGCCCAATCCCAAGTTTTACTGATA
TTTTAAATGAATTACAAATTGGAGCTACTGATAGCGATCCARAAACTCAARAAGGCACCAGTAACATTCAAA
GCGTTTATGATGTCAAATGATAAAAATCTAGTATTTGGATCAAACATTAATAATCAAGAAATTCGCCAAGC
GCTTATTGACGCTTATATAGTTGATAAGAAT (SEQ ID NO: 15) -

Figura 15
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VIEGLKSKANTQKTEKNSPTQPKKPEVSLAKTTENSAKTVKVSTFAEEAKGQSQSQQTQPVSTSSPQTSQN
SVSNSTSSTNLALENEKFGTS IWTAFNFANIYNLENTKSEYEISTLGNKLFFDFKLVDKTNQNLILAQSKI
SLNNIINSNKSAYDIIKKFNPDVFLDGTINYQDOGKDKKEFILKDLSDNKLIFKSEDAIQTDQGLELKKPL
KLSPTTNSSSTTSQKTNKKDDIGVFWLALQVNN ITDFKNHHLISDGKGNGI ILNKYKVKDETGYQLGLEYP
SRNENNFITDIVDLVDGFIKFIFGWKODQNNSSFLDTPSLLIDFNKYKNKKNTEFIKANTKILLEVVENND
RLSVSVFSSQAGKNNHKQI TENRMHRSLHYKKADKAKEGVSPIPSFTDILNELQIGATDSDPKTQKAPVTFK
AFMMSNDKNLVFGSNINNQEIRQALIDAYIVDKN (SEQ ID NO: 16)

Figura 16
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ATGAAGTTAGCAAAATTACTTAAARAARACCTTTTTGATTAATAACAACAATTGCCGGAATTAGTCTTAGTTT
ATCAGCCGCTGTTGGTACAGTTGTCGGAATTAATTCTTATAATAAATCATATTATTCTTATCTAAATCAGA
TCCCGAGTCAGCTAAAAGTAGCAAAAAATGCTAARATTAGTCAGGAAAAATTTGATTCAATTGTTTTAAAT
CTTARAATTAAAGATAATTTTAAAARAATGATCGGCAARAACAGTTTTAACTGCTGCCAAAAGTCGATCTTTA
TCGTTATAATCTTGTTTCTGCTTTTGATT TAAGTGAACTAATAAACAATGATTATTTAGTAAGTTTTGATC
TTGAARATGCAGTAGTTGATCAAAATTCAATTAAAAATGTTGTTATTTATGCAAAATCTGATARGGATCAR
ATRACTTATTCAAAACARAATTGTACTTAAAGGCTTTGGAAATACAGAACAAGCGAGAACTAATTTTGATTT
TAGCCAAATTGATTCAAGCAARGTCTTTTGTTGATCTTTCAAGGGCAAATCTAACTTTGACGGAATTCCARAA
TTTTACTTGCCCAAAATTTTGAARATGAAAGAGGARGTAATTGATTTTCACGACTTGARAGAGCTTTGGTT
GCATCAAAAGCGAGTCTTICACTTTATAATTCCTTAGGAGAACCCGTATTTTTAGGCCCAGATTATCAATT
AGACCCAGTTTTGGACCGAAAAAAATTATTAACTTTGTTAAATRAAAGATGGAARAATTAGTTCTTGGACTTA
ATTTAGTGCAAATTTCAACTAAAARRAACTATGAATTTAAATCTTGAAGTTCGCGGCGCGATTTCAARATCAG
GAAATTTCTAARAATTCTAAAATCCTGACTTGAAACAAATCTTCAAGGCARATTAAAANCCARAGATGATTT
GCAAATGGCACTAGTAAAAGATAARATTAGCCTCTCTGATTATTGATATGCGATCTCCGARTTCAAAAGTAA
ATACATCCCARAATTTTAACAAAAAGTAAAGAATTTAAAGATCTTTTTGATTTAAGTCGAGACAAATTTTTTT
CTTAATACCAAAATCGGAACTGTCTATTTAAGTATTATTCCCARACTTTTAGATCCARGTCAGATTTCTGT
TGTTGATAAGAAAAAACTAGTTGAAAAICAAAEAATTCGCTTTGAAATTACTGCTTCTTTAAAACGAAAAG
CTATTGATAAAAANTTTATCATCCAGGATCTTCCAGTTTTTGTTCGATCTAAAAGTTCGATTTTAATAAATAC
CARGCCGCTGTTGCCCARATGTTTGGAACGATAAAAGCAGTTARAGAATTTTCAATGCCTGAAGATCAAGA
TGCA (SEQ ID NO: 17)

Figura 17
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MKLAKLLKKPFWLITTIAGISLSLSAAVGTVVGINSYNKSYYSYLNQIPSQLKVAKNAKISQEKFDSIVLN
LKIKDNFKKWSAKTVLTAAKSDLYRYNLVSAFDLSELINNDYLVSFDLENAVVDQONSIKNVVIYAKSDKDQ
ITYSKQIVLKGFGNTEQARTNFDFSQIDSSKSFVDLSRANLTLTEFQILLAQNFENERGSNWFSRLERALV
ASKASLSLYNSLGEPVFLGPDYQLDPVLDRKKLLTLLNKDGKLVLGLNLVQISTKKTMNLNLEVRGAISNQ
EISKILKSWLETNLQGKLKTKDDLQMALVKDKISLSDYWYGSPNSKVNTSQILTKSKEFKDLFDLSETNFF

LNTKIGTVYLSIIPKLLDPSQISVVDKKKLVENQKIRFEITASLKRKAIDKKFIIQDLPVFVDLKVDFNKY
QAAVAQMFGTIKAVKEFSMPEDQDA (SEQ ID NO: 18)

Figura 18
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ATGAAAAACAAAAAATCAACATTACTATTAGCCACRGCGGCGGCAATTATTGGTTCAACTGTTTTTGGGAC
AGTTGTTGGCTTGGCTTCAAAAGTTAAATATCGGGGTGTAAATCCAACTCAAGGAGIAATATCTCAAITAG
GACTGATTGATTCTGTTGCATTTAAACCTTCGATTGCARATTTTACAAGCGATTATCAAAGTGTTAAARAA
GCACTTTTAAATGGGAAAACCTTTGATCCAAAAAGT TCAGAATTTACTGATTTTGTCTCAAAATTTGACTT
TTTGACTAATAATGGGAGAACCGTTTTGGAGATCCCGAAAAAATATCAGGTGGTTATCTCGGAATTTAGCC
CCGAGGATGATAAAGAACGTTTTCGTCTTGGATTTCATCTARAAGAAARACTTGAAGATGGAAATATAGCT
CAATCAGCAACTAAATTTATTTATCTTTTACCACTTGATATGCCCARAGCGGCCCTGGGTCAATATTCTTA
TATCGTTGATAARARTTTTAATAATTTAATTATCCATCCTTTATCTAATTTTTCTGCTCAATCAATARAGC
CGCTTGCACTGACCCGTTCAAGTGATTTTATAGCAAAACTTAATCAGTTTAAAAATCAGGACGAACTTTGA
GTTTATCTTGAARAATTCTTTGATCTTGARGCTCTAAAAGCAAATATTCGTTTGCAGACAGCCCATTTTAG
TTTTGAAAAAGGCAATTTAGTTGATCCTTTTGTTTATTCTTTTATTAGAAATCCGCARAATGGAAAAGAAT
GAGCTAGTGATCTTAATCAAGATCAAAAAACCGTCAGACTTTATCTTCGAACCGAATTTAGTCCTCAGGCT
AAAACCATTTTAAAAGACTATARATACAARAGATGAGACTTTCTTAAGTAGTATCGATTTAARAGCAAGTAA
TGGAACTAGTTTATTTGCTAATGAAAATGATC TAAAAGATCAATTAGATGTTGATC TTTTAGATGTCTCTG
ATTATTTTGGAGGCCAATCAGAGACAATTACTAGTAATTCCCARGTTARACCTGTCCCTGCTAGTGAGAGA
TCTTTAAAAGATCGGGTTAAATTTARAAAAGATCAGCAAAARCCAAGAATTGAGARATTTAGTTTATATGA
ATATGATGCTCTAAGTTTTTATTCCCAACT TCAGGAATTAGTTTCTAAACCTAATTCAATTAAAGATTTAG
TTAATGCAACTTTAGCTCGTAATCTTCGGTTTTCATTAGGARAATATAATTTTCTTTTTGATCGATTTAGCC
AGTCATCTTGATTATACTTTTTTAGTTTCAAAAGCAAAAATTAAACAAAGTTCAATTACAAAAAAATTATT
CATTGAATTACCAATCAAAATTAGTCTTAAATCTTCAATTTTAGGTGATCAAGAACCTAATATTARAACTT
TATTCGAAARAGAAGTAACTTTTAAATTAGATAACTTCCGTGATGTTGAAATCGAAAAAGCTTTTGGACTT
TTATATCCAGGTGTTAATGAAGAACTTGAACAAGCCCGAAGAGAGCAAAGAGCAAGTTTGCAAAAAGAAAA
AGCGARAAAGGGTCTTAAAGAATTTAGCCAGCAANAAGATGAGAATTTAARAGCAATAAATAATCAAGATG
GTCTTGAAGAAGATGATAATATTACTGAAAGACTTCCTGAGAATTCCCCGATTCAATATCAGCAAGARAAG
GCCGGTTTAGGTTCAAGTCCGGATARACCTTATATGATAAAGGATGTCCAAAATCAACGTTATTATCTAGC
ARRATCACARATTCAAGAACTAATTAAGGCCAARGATTATACCAAATTAGCCARACTTTTATCCAATAGAC
ATACTTATAATATTTCTTTAAGATTARAAGAACAACTTTTTGAAGTAAATCCAAGAATTCCAAGCTCTAGA
GATATAGARRAATGCAAAATTTGTTCTAGATAAAACCGAAARAAATAARTACTGGCAGATTTATTCAAGTGC
TTCTCCTGCTTTCCAARATAAATGATCACTTTTTGGATATTACCGTTAT TTATTAGGTCTTGATCCAARAC
ARRCAATCCACGAATTAGTAAAATTAGGACAAARAGCGGGTCTTCAATTTGAAGGATATGARAATCTTCCT
TCTGATTTCAATCTTGAAGATCTTAAGAATATTAGGATTAAAACACCTTTATTTAGTCAARAAGATAATTT
CAAATTATCTTTACTTGATTTTAATAATTATTATGATGGTGAAATTARAGCCCCAGARATTTGEGTCTTCCTT
TATTTTTACCAAAAGAATTAAGAARAAATAGTTCARATATTGGTAGTTCTCARAACTCTAATAGCCCTTGA
GAACAAGAAATTATTAGCCAATTTAAAGATCAAAATCTATCTAATCAGGATCAGTTAGCCCAGTTTAGTAC
TAAAATCTGGGAAAAAATCATTGGTGATGAAAACGAATTTGATCAAAATAACAGGCTTCAGTATAAACTTT
TAAAAGATCTTCAAGAATCTTGAATTAACAAAACTCGCGATAATCTTTATTGGACTTATCTAGGTGATAAA
CTTAARGTTAAACCAAAARAATAATTTAGATGCTAAATTTAGACAAATTTCCARTTTACAAGAGCTTTTAAC
TGCTTTTTATACCTCAGCTGCTCTTTCTAATAACTCGAAATTATTATCAAGATTCAGGGGCAAAGTCAACTA
TTATTTTTGAAGAAATAGCTGAGCTAGATCCAARAGTAAAAGAAARAGTAGGAGCTGATGTTTATCAATTA
ARATTCCATTATGCAATCGGTTTTGATGATAATGCTGGCAAGTTTAATCAAGAAGTAATTCGTTCTTCAAG
TAGAACAATTTATCTTAAAACCTCAGGGAAATCCARATTAGAAGCAGATACARTTGATCAACTTAATCAAG
CAGTTGAAARATGCACCTTTAGGTCTTCAAAGTTTTTATCTTGATACTGAAAGATTTGGGGTTTTCCAARAA
TTAGCAACTTCCTTAGCAGTTCAACATARACAAAAAGAAAAACCACTACCTARAAAACTAAATAATGATGG
CTATACTTTAAITCATGATAAACTTAAAAAACCAGTAATTCCCCAAATTAGTTCAAGTCCCGAAAAAGATT
GATTTGAAGGTAAATTAAATCAARACGGGCARAGCCAAAATGTAAATGTCTCAACTTTTGGTTCAATAATC
GAGTCCCCTTATTTTAGTACTAATT TCCAAGAAGARGCTGATTTAGACCAAGAAGCACAAGATGATTCAAA
ACAAGGAAATAAGAGCCTAGATAATCAAGAAGCAGGTCTTTTAAAACAAAAACTGGCAATTTTATTAGGGA
ATCAATTTATCCAATATTATCAACARAATGATAAAGAAATTGAATTCGAGATTATCAATGTTGACAAAGTT
TCAGAGCTTAGTTTCCGCGTTGAATTTAAATTAGCAAARRACTCTTGAAGACAACGGAAAANCTATTCGAGT
TTTATCAGATGAGACAATGTCATTAATTGTTAATACTACAATTGAAAAAGCACCAGAAATGAGTGCTGCTC
CCGAAGTATTCGATACTAAATGGGTTGAGCAATATGATCCAAGAACCCCGCTTGCGGCTAAGACAAAGTTT
GTCTTAAAATTCARAGATCAAATACCAGTTGATGCCAGCGGAAATATTTC TGATAAATGACTAGCAAGTAT
TCCTTTGGTGATTCACCAGCAAATGTTGCGTCTTAGCCCGGTAGTTAAAACAATAAGAGAGCTTGGTCTAA
AAACTGAACAACAACAACAACAACAACAACAACAACAARAGARAGCTGTTAGAAAAGAAGAAGAACTGGAA
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ACCTATAATCCAAAAGACGAGTTTAATATTCTTAATCCTTTAACAAAAGCTCACCGTCTTACCTTATCARA
TTTAGTAAATAATGATCCAAATTATAAAAT TGAAGAT TTAAARGTAATCAAAAATGAAGCAGGTGATCATC
AATTAGAATTTTCTCTAAGAGCTAATAATATCAARAGATTARATGAATACACCAATTACTTTTGCTGATTAT
AATCCCTTTTTCTATTTTAATGAGGACTGAAGAAATATAGATARATATTTARAATAATARAGGARATGTGAG
TTCTCAACAACAACAACAACAACAACAACAACCAGGCGGGGGTAATCAAGGCTCGGGTCTAATCCARAAGAC
TTAATAAARATATTAAGCCCGARACTTTTACCCCCGCACTCATAGCTCTTARACGAGATAATAATACTAAT
CTTTCTAACTATTCTGATAARATAATAATGATCARACCAAAATATTTGGTTGAACGATCAATTGGTGTTCC
CTGATCARCCGGCCTTGATGGTTATATTGGTTCAGAACAACTCAAGGGCGGAACTTCCTCARACGGTCAAA
AGCGATTTAAGCAAGATTTTATTCAGGCTTTAGGTCTTARARACACTGAATATCATGGTAAACTAGGTCTT
TCAATTAGAATTTTTGATCCTGGAAATGAACTAGCAAAAATTARGGATGCTTCARATAAAAAAGCGGGAAGA
AAAACTGTTAAAATCATATGATTTATTTAAARACTATTTAAATGAATATGAGAAAAAATCCCCTAAAATTG
CTAAGGGATGAACAAATATTCATCCTGATCAAAAAGAATATCCAAATCCAAATCAAAAACTACCTGAAAAT
TATCTTAACCTAGTTTTARATCAACCTTGARAGGTTACTTTATATAATTCAAGTCGATTTTATTACTAATTT
ATTTGTTGAACCTGAAGGCTCAGATCGGGGATCTGGAGCAAAATTAAAACAAGTAATCCAGAAGCAAGTTA
ATBATAACTATGCTGACTGGGGGTCTGCATATCTCACGTTCTCGGTATGATAARGATATCATTACCARTCAG
CCAAATGTTATAACTGCTAACATTGCTGATGTCTTTATTAAAGATGTAAAGGAACTTGAAGATAATACAAR
ACTAATTGCTCCAAARTATTACTCAATGATGGCCAAATATTAGCGGCTCAARGGAGAAATTTTATARGCCAA
CAGTGTTTTTTGGTAATTGAGAAAATGAARAACAGCAATATGRAATTCCCAGGGGCAGRCCCCTACCTGGGAG
AAGATCAGAGAAGGATTTGCTCTCCAAGCGCTTRAAATCCAGCTTTGATCAAAAAACAAGGACATTTGTCCT
TACAACAAATGCTCCTTTACCTTTATGAAAATACGGACCATTAGGTTTCCARAATGGGCCGAATTTCAARA
CACAAGATTGAAGGCTTGTTTTCCAAAATGATGATAACCAAATAGCCGCGCTARAGAGTCCAGGAGCAAGAT
CGCCCAGRARAATCAAGCGAAGATAAAGACAAGCAARAATGGATTAAATT TAAAGTTGTTATCCCTGAAGA
AATGTTTAATTCCGGTAATATACGTTTTGTTGGGGTAATGCAGATCCAAGGTCCTAATACTTTATGACTTC
CAGTGATTAATTCTTCGGTTATCTATGACTTCTATCGCGGAACAGGAGATTCTARCGATGTCGCCAATCTT
AATGTAGCTCCTTGACAGGTTAAAACAATCGCATTTACAAATAACGCCTTTAATAATGTTTTCARAGAGTT
TAATATCTCTAAARAAATAGTAGAATAA (SEQ ID NO:19)
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MKNKKSTLLLATAAAI IGSTVFGTVVGLASKVKYRGVNPTQGVISQLGLIDSVAFKPSIANFTSDYQSVKK
ALLNGKTFDPKSSEFTDFVSKFDFLTNNGRTVLEIPKKYQVVISEFSPEDDKERFRLGFHLKEKLEDGNIA
QOSATKFIYLLPLDMPKAALGQYSYIVDKNFNNLIIHPLSNFSAQSIKPLALTRSSDFIAKLNQFKNQDELW
VYLEKFFDLEALKANTRLOQTADFSFEKGNLVDPFVYSFIRNPQNGKEWASDLNQDQKTVRLYLRTEFSPQA
KTILKDYKYKDETFLSSIDLKASNGTSLFANENDLKDQLDVDLLDVSDYFGGQSETITSNSQVKPVPASER
SLKDRVKFKKDQQKPRIEKFSLYEYDALSFYSQLOELVSKPNS IKDLVNATLARNLRFSLGKYNFLFDDLA
SHLDYTFLVSKAKIKQSSITKKLFIELPIKISLKSSILGDQEPNIKTLFEKEVTFKLDNFRDVEIEKAFGL
LYPGVNEELEQARREQRASLEKEKAKKGLKEFSQQKDENLKATINNODGLEEDDNITERLPENSPIQYQQEK
AGLGSSPDKPYMIKDVQNQRYYLAKSQIQELIKAKDYTKLAKLLSNRHTYNISLRLKEQLFEVNPRIPSSR
DIENAKFVLDKTEKNKYWQIYSSASPAFQNKWSLFGYYRYLLGLDPKQTIHELVKLGQKAGLQFEGYENLP
SDFNLEDLKNIRIKTPLFSQKDNFKLSLLDFNNYYDGEIKAPEFGLPLFLPKELRKNSSNIGSSQNSNSPW
EQEIISQFKDQNLSNQDOLAQFSTKIWEKI IGDENEFDQNNRLQYKLLKDLQESWINKTRDNLYWTYLGDK
LKVKPKNNLDAKFRQISNLQELLTAFYTSAALSNNWNYYQDSGAKSTIIFEEIAELDPKVKEKVGADVYQL
KFHYATGFDDNAGKFNQEVIRSSSRTIYLKTSGKSKLEADTIDQLNQAVENAPLGLQSFYLDTERFGVFQK
LATSLAVOHKQKEKPLPXKKLNNDGYTLIHDKLKKPVIPQISSSPEKDWFEGKLNONGQSQNVNVSTFGSIT
ESPYFSTNFQEEADLDQEGQDDSKQGNKSLDNQEAGLLKQKLAILLGNQFIQYYQQNDKEIEFEI INVEKV
SELSFRVEFKLAKTLEDNGKTIRVLSDETMSLIVNTTIEKAPEMSAAPEVFDTKWVEQYDPRTPLAAKTKF
VLKFKDQIPVDASGNISDKWLASIPLVIHQOMLRLS PVWKTIRELGLKTEQQOQQQQQQQKKAVRKEEELE
TYNPKDEFNILNPLTKAHRLTLSNLVNNDPNYKIEDLXVIKNEAGDHQLEFSLRANNIKRLMNTPITFADY
NPFFYFNEDWRNIDKYLNNKGNVSSQO0000000PGGCENQGSCLIORLNKNIKPETFTPALIALKRDNNTN
LSNYSDKIIMIKPKYLVERSIGVPWSTGLDGYIGSEQLKGGTSSNGQKRFKQDFIQALGLKNTEYHGKLGL
SIRIFDPGNELAKIKDASNKKGEEKLLKSYDLFKNYLNEYEKKSPKIAKGWTNIHPDQKEYPNPNQKLPEN
YLNLVLNQPWKVTLYNSSDFITNLFVEPEGSDRGSGAKLKQVIQKQVNNNYADWGSAYLTFWYDKDIITNQ
PNVITANIADVFIKDVKELEDNTKLIAPNITQWWPNISGSKEKFYKPTVFFGNWENENSNMNSQGQTPTWE
KIREGFALQALKSSFDQKTRTFVLTTNAPLPLWKYGPLGFQNGPNFKTQDWRLVFONDDNQIAALRVQEQD
RPEKSSEDKDKQKWIKFKVVIPEEMFNSGNIRFVGVMQIQGPNTLWLPVINSSVIYDFYRGTGDSNDVANL
NVAPWQVKTIAFTNNAFNNVFKEFNISKKIVE (SEQ ID NO: 20)
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Figura 21

penitol
fosfotransferasa
parilogo de POT C28-mhp663 dnico
O T 5
— — o -l
rps 15
mpB  cZ-mhp033 c2-mhp034 dnico c2-mhp036 paralogo de P97 ayrB
e - - - S e v )
g - o - - -
rps1l  Desc. P97 P102 {c2-mhp130) lnico
e e o T T R
- — oper — —
tinico: c2-mhp210 linico phes
e —— e I R v S
MsbA MsbA

c27-mhp348 inico

A ——— e S~ PS5,

P146
- -t r= > %
5
4
™
3
2 ™~

48



Hidrofilicidad
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Figura 22
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