ES 2443094 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 443 094
@Int. Cl.:

A61K 39/102 (2006.01)
A61K 39/295 (2006.01)
GO1N 33/569  (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)

C12N 1/20 (2006.01)
C12N 1/21 (2006.01)
@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  08.04.1998  E 04077590 (0)
Fecha y numero de publicacion de la concesién europea: 20.11.2013  EP 1518558

T3

Tl’tulo: Vacuna contra la infeccién por Actinobacillus pleuropneumoniae que comprende la toxina

ApxIV purificada

Prioridad:

10.04.1997 EP 97201032

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
17.02.2014

@ Titular/es:

INTERVET INTERNATIONAL B.V. (100.0%)
Wim de Koérverstraat 31
5831 AN Boxmeer , NL

@ Inventor/es:

FREY, JOACHIM y
SEGERS, RUUD PHILIP ANTOON MARIA

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2443 094 T3

DESCRIPCION
Vacuna contra la infeccion por Actinobacillus pleuropneumoniae que comprende la toxina ApxIV purificada

La presente invencion se refiere a bacterias vivas atenuadas del género Actinobacillus pleuropneumoniae, que
tienen una mutacion en el gen que codifica una toxina, a los procedimientos para la produccion de tal bacteria, a las
vacunas que comprenden tal bacteria, a los procedimientos para la produccién de tales vacunas, a las vacunas que
comprenden una toxina, a los procedimientos para la produccion de tales vacunas y procedimientos para la
proteccion de animales contra la infeccion por bacterias del género Actinobacillus pleuropneumoniae.

Las bacterias que pertenecen al género Actinobacillus producen todas las denominadas toxinas RTX (permanece
RTX para repetirse en toxina).

La presencia de estas toxinas RTX es lo que contribuye sobre todo al caracter patdgeno de estas bacterias.

Las toxinas RTX han sido extensamente revisadas por Braun y col. (Critical Rev. in Microbiol. 18(2): 115-158
(1991)). También se han revisado las toxinas RTX de las cepas Gram-negativas por Welch, R.A. (Molecular
Microbiology 5/3: 521-528 (1991)) y por Welch y col. (Inf. Agents and Disease 4: 254-272 (1995)).

Todas las toxinas RTX conocidas muestran algun tipo de actividad citotoxica o citolitica. Sin embargo, las células
diana y la especificidad del huésped difieren, dependiendo de la toxina y de las diferencias en la acilacion
(McWhinney y col.; J. Bact. 174: 291-297 (1992) and Hackett y col.; J. Biol. Chem. 270: 20250-20253 (1995)). Por el
resultado en las diferentes células diana, las diferentes toxinas de la familia de las toxinas RTX se conocen por
ejemplo como hemolisina, citolisina o citotoxina.

El género Actinobacillus comprende varias especies diferentes, entre ellas, Actinobacillus pleuropneumoniae, A.
actinomycetemcomitans, A. suis, A. rossii, A. equuliy A. lignieresii.

El Actinobacillus pleuropneumoniae produce toxinas RTX dependientes del serotipo que son citotdxicas/citoliticas
para los eritrocitos del cerdo, caballo, bovinos y ser humano, para los neutréfilos del conejo y porcinos y para los
macrofagos alveolares porcinos. (Rosendal y col; Am. J. Vet. Res. 49: 1053-1058 (1988), Maudsley J.R. y Kadis S;
Can. J. Microbiol. 32: 801-805 (1986), Frey J. y Nicolet J.; Inf. & Imm, 56:2570-2575 (1988), Bendixon y col; Inf. &
Imm, 33: 673-676 (1981), Kamp, E.M. y van Leengoed, L.A.M.G.; J. Clin. Microbiol. 27: 1187-1191 (1989)).

Las infecciones por Actinobacillus en cerdos son la causa de enormes pérdidas econdémicas para la industria
porcina, debido a la mortalidad aguda en cerdos jovenes y a la reduccién de la ganancia de peso en los mayores.

La organizacion genética de los operones implicados en la sintesis, activacion y transporte de las toxinas RTX en
bacterias Gram-negativas ha sido revisada recientemente por Coote, J.G. (FEMS Microbiology reviews 88: 137-162
(1992)). Frey ha revisado especificamente las tres toxinas RTX conocidas de Actinobacillus pleuropneumoniae en
Bacterial Protein Toxins, Zbl Bakt. Suppl. 24, p. 322-, Freer y coll. (Eds.), Gustaf Fischer, Stutttgart, Jena, New York,
1994.

En el Actinobacillus pleuropneumoniae, este tipo de operén RTX contiene cuatro genes: el gen real de la toxina (A),
un gen activador (C), y dos genes (B y D) que codifican las proteinas implicadas en la secrecion de la toxina en el
medio circundante. El primer producto de la traduccion del gen real de la toxina (A) no es una proteina toxica, la
actividad téxica se activa por un producto del gen-activador (C).

Hasta hace poco, se asumia que solamente existian tres toxinas RTX en las especies de Actinobacillus, y que todas
ellas tenian la organizaciéon genética descrita anteriormente o al menos que tenian el gen de la toxina (A) y el gen
activador (C).

Estas tres toxinas RTX, Apxl, Apx-ll, y Apx-Ill tenian respectivamente, una pronunciada actividad hemolitica (Apxl),
una actividad hemolitica media (Apx-1l) o una actividad citotdxica para los macrofagos (Apx-ll).

Las distintas actividades toxicas estan divididas mas o menos aleatoriamente en los serotipos. Hay cuatro
subgrupos:

un subgrupo A, representado por los serotipos 1, 5, 9y 11, que producen Apxl y Apx-Il,

un subgrupo B, representado por los serotipos 2, 3, 4, 6 y 8, que producen Apx-ll y Apx-IlI,
un subgrupo C, representado por el serotipo 10, que produce solo ApxI

un subgrupo D, representado por los serotipos 7 y 12, que produce solamente Apx-Il.

Se sabe que Apxl, -Il y -lll, son todas elementos esenciales de las vacunas universales contra la infeccion por
Actinobacillus pleuropneumoniae: una vacuna que no comprende al menos Apxl, -ll, y —lll no proporcionara
proteccion contra todos los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae. Igualmente, una vacuna que no
comprenda al menos las toxinas Apx de un serotipo especifico ni siquiera inducira protecciéon contra ese Unico
serotipo.
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Se han descrito anteriormente subunidades vacunales basadas en toxinas RTX sintetizadas in vitro a partir de A.
pleuropneumoniae que han perdido su toxicidad, por ejemplo en la Patente Europea EP N° 0.354.628, en la que se
desvelan subunidades vacunales que se basan en una hemolisina y una citotoxina de A. pleuropneumoniae y en la
Patente Europea EP 0.453.024, en la que se desvelan subunidades vacunales de A. pleuropneumoniae basadas en
hemolisinas, citotoxinas y proteinas de la membrana externa.

Sin embargo hay cuatro desventajas importantes en las subunidades vacunales en general:

e se necesitan grandes cantidades de material antigénico para que se active adecuadamente del sistema
inmunitario,

¢ normalmente, soélo se activa la inmunidad de células B,

e varios agentes protectores solo se activan in vivo, y por tanto no pueden estar presentes en las subunidades
vacunales.

e una bacteria patdgena viva tiene muchas moléculas inmunogénicas importantes, tales como las Proteinas de
Membrana Externa y polisacaridos capsulares, que son todas ellas potencialmente importantes para la
proteccion y por tanto para incluirse en una vacuna sub-unitaria eficaz.

Como en los problemas obvios mencionados en los puntos uno y dos, especialmente el cuarto punto hace que sea
dificil fabricar una vacuna sub-unitaria eficaz.

Esto esta, por ejemplo, ilustrado para la vacuna sub-unitaria de A. pleuropneumoniae desvelada en la Patente
Europea EP N° 0.453.024, mencionada anteriormente, en la que se combinan cuatro subunidades distintas (tres
toxinas RTX y una proteina de membrana externa) en una vacuna.

Esta claro que, con el fin de superar las desventajas de las subunidades vacunales contra las infecciones por
Pasteurellaceae, seria muy deseable una vacuna viva atenuada.

Una vacuna viva atenuada tiene las siguientes ventajas

puede administrarse en dosis bajas (es autorreplicante)
imita fielmente la infeccioén por el natural / tipo silvestre
proporciona todos los antigenos posibles inmunolégicamente importantes al mismo tiempo.

Sin embargo, a pesar de las claras ventajas, no hay disponible comercialmente ninguna vacuna viva basada en
Actinobacillus pleuropneumoniae anterior a la presente invencion.

La razoén para ello esta en la siguiente paradoja: como se mencioné antes, las Apxl, -Il y -lll, son todas elementos
esenciales de las vacunas universales contra la infeccién por Actinobacillus pleuropneumoniae. Por tanto las
vacunas vivas tienen que producir estas tres toxinas RTX. Estas tres toxinas RTX sin embargo son factores de alta
virulencia en todas las especies de Actinobacillus (véase por ejemplo, Coote, J.G.; FEMS Microbiology reviews 88:
137-162 (1992), Tascon y col.; Mol. Microbiol. 14: 207-216 (1994), Jansen y col.; Inf. & Imm. 63: 27-37 (1995)).

La delecion de las toxinas RTX con el fin de atenuar la virulencia de las cepas vivas de App es técnicamente posible,
pero esto no proporciona una solucién al dilema: tales cepas RTX negativas serian inutiles como cepas para una
vacuna viva atenuada puesto que no inducirian inmunidad a largo plazo en el huésped contra la actividad
hemolitica/citotoxica de las cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae de campo.

Sin embargo, no se conocen actualmente factores de virulencia que, aunque siendo importantes para la induccion
de la inmunidad, tengan un papel menos importante en construir la inmunidad que Apxl, -1l, y —Ill, y que por tanto se
podrian eliminar.

Por tanto, seria muy deseable tener un sitio en el genoma de App que contribuyera a la virulencia y de esta manera
al modificarse produjera una cepa de App atenuada, mientras que al mismo tiempo fuera, aunque util para
desencadenar inmunidad, prescindible desde el punto de vista de una vacuna. Sin embargo tales sitios no se
conocen actualmente. Ademas, seria muy deseable que tal sitio estuviera presente universalmente en todas las
cepas de App, en vez de estar restringido a ciertos serotipos. Tal sitio permitiria entonces atenuar todos los
diferentes serotipos por la delecidon de ese mismo sitio.

Uno de los objetivos de la presente invencion es proporcionar tal sitio de atenuacion, presente universalmente en
todas las cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae independientemente de su serotipo.

Recientemente se encontré un nuevo gen en una cepa serotipo 1 de Actinobacillus pleuropneumoniae (Tesis T.J.
Anderson Nov. 1995).

Aunque este gen no se parece a los genes conocidos de Apxl, -Il, y —lll, tiene parecido a los genes de toxinas RTX
que se conocen de bacterias que pertenecen a Neisseria meningitidis, por esta razon es que se le llamé gen RTX
apxIV. Sin embargo, el gen difiere en casi todos los aspectos de los tres genes de toxinas RTX conocidos apxl, -ll, y
-Ill presentes en las distintas especies de la familia Actinobacillus como se describié anteriormente. En primer lugar,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2443 094 T3

la organizacién genémica es completamente diferente. En segundo lugar, no hay un mecanismo activador como el
que se encuentra en las toxinas Apx conocidas. En tercer lugar, hasta ahora no se pudo atribuir una actividad
hemolitica o citotoxica in vivo al gen, o su posible producto génico.

Sorprendentemente, se ha descubierto ahora que este gen, totalmente al contrario que los tres genes RTX
conocidos, esta presente en todas las bacterias de las especies Actinobacillus pleuropneumoniae,
independientemente de su serotipo. Esto se determiné por hibridacién de una sonda que comprendia secuencias
apxIV codificantes con fragmentos de restriccion de ADN de Actinobacillus pleuropneumoniae de todos los serotipos
como se describe en el Ejemplo 6 y el 7.

Se ha descubierto ahora, sorprendentemente, que los mutantes con delecién de apx/V eran viables, pero que eran
menos virulentos cuando se comparaban con sus cepas parentales que poseian apx/V.

Por tanto, se determind que el producto génico, la toxina ApxIV es un factor de virulencia en todas las cepas de
Actinobacillus pleuropneumoniae. Esta es una conclusion inesperada ya que hasta ahora, no se habia atribuido
ningun efecto, considerando solo los efectos que influenciaran en la virulencia, al producto génico in vivo. De hecho,
hasta ahora no habia ninguna prueba de que el gen se expresara en Actinobacillus pleuropneumoniae de alguna
manera, ni in vivo, ni in vitro.

Por lo tanto uno de los méritos de la invenciéon es que se ha descubierto que:

e el gen apx/V esta presente en todas las cepas de A. pleuropneumoniae independientemente del serotipo,

e el producto del gen apx/V es un factor de virulencia en todos los serotipos de A. pleuropneumoniae,

e las cepas de A. pleuropneumoniae con una delecién en el gen apx/V son aun viables pero tienen una virulencia
menor sin que se afecten significativamente las propiedades inmunolégicas de las cepas,

Por lo tanto, por primera vez se proporcionan unas bacterias vivas atenuadas de la especie Actinobacillus
pleuropneumoniae que no producen una toxina ApxlV funcional.

Una toxina ApxIV funcional se considera que es una proteina que tiene todas las caracteristicas de la toxina ApxIV
que se expresa en la bacteria silvestre, y que se expresa al nivel de la silvestre. Por tanto, una toxina ApxIV no
funcional se considera que es una toxina que carece de alguna o todas las caracteristicas de la toxina ApxIV que se
expresa en una bacteria silvestre, y/o que se expresa al nivel insuficiente para obtener los efectos de la toxina ApxIV
silvestre.

La incapacidad para producir toxina ApxIV, puede deberse, por ejemplo, a modificaciones en la secuencia
codificante que codifica la toxina ApxIV. También puede ser por ejemplo, el resultado de modificaciones en regiones
que se conoce que estan implicadas en la trascripcion del gen apx/V, tales como la regiéon promotora, o de
modificaciones en regiones que estan implicadas en la traduccion, tales como el sitio de unién al ribosoma.

La estructura completa del gen apx/V se muestra en la figura 1.

En esta figura, las regiones de repeticion directa, caracteristicas de la toxina ApxIV estan indicadas por marcos de
lineas discontinuas, mientras que las regiones nonapeptidicas ricas en glicina también especificas de ApxIV se
indican por flechas negras. Las repeticiones se encuentran en la parte del extremo C de ApxlV. Estas imagenes
caracteristicas estan presentes en todos los serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae. La secuencia de acidos
nucleicos y la secuencia aminoacidica de dos serotipos estan representadas en la SEC. ID. N° 1-4. La SEC. ID. N° 1
muestra la secuencia de acidos nucleicos del gen apx/V del serotipo 1 de App, y la SEC. ID. N° 2 muestra la
secuencia de aminoacidos de coincidencia de la toxina ApxIV del serotipo 1. La SEC. ID. N° 3 muestra la secuencia
de nucledtidos del gen apx/V del serotipo 3 de App, mientras que la SEC. ID. N° 4 muestra la secuencia
aminoacidica de coincidencia de la toxina ApxIV del serotipo 3. La figura 2 muestra el sorprendente alto nivel de
conservacion a nivel aminoacidico, especialmente en los 650 aminoacidos del extremo N, entre las toxinas Apx de
los distintos serotipos de Actinobacillus pleuropneumoniae. Esto también es una caracteristica remarcable de los
genes apxlV. Esta claro a la vista de la figura 1, que se puede producir una variacion en el nimero de repeticiones
en la parte del extremo C de la toxina, dependiendo del serotipo. Esta variacion explica la diferencia de tamafio de
los genes y las toxinas codificadas por los diferentes serotipos.

Puede haber alguna variacién en la secuencia de acidos nucleicos incluso entre genes apx/V aislados de diferentes
aislados de Actinobacillus pleuropneumoniae, pertenecientes al mismo serotipo. Esto es debido a la variacién natural
bien conocida en la técnica que existe en todos los organismos. Es posible que algunos aminoacidos de la toxina
ApxIV codificada por el gen apx/V se sustituyan por otros de la toxina ApxIV de otro serotipo, sin que el polipéptido
se altere en su funcién. Por ejemplo, un polipéptido que contenga Asp en un cierto sitio, y su variante que contenga
Asn en el sitio comparable siguen teniendo las mismas propiedades. Este proceso en el cual un aminoacido se
sustituye por un aminoacido funcionalmente analogo se llama desplazamiento funcional. En este caso las proteinas
que varian se llaman variantes funcionales. Otra causa de variacion es el fenémeno de degeneracion del codigo
genético. En resumen, significa, que por ejemplo el aminoacido acido glutamico es codificado tanto por GAT como
por GAA. Este fendmeno se mantiene en todos los aminoacidos, excepto en Met y Trp. Por tanto, es obvio, que por
ejemplo, la toxina ApxIV del serotipo 1, como se da en la presente invencidon puede no solo codificarse por la
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secuencia de nucleétidos dada en SEC. ID. N° 1, sino también por una gran variedad de otras secuencias, que
siguen dando todas ellas los mismos o funcionalmente los mismos polipéptidos.

Por lo tanto, una variante de la secuencia apx/V que codifica un polipéptido que es funcionalmente comparable a la
toxina ApxlIV, se encuentra comprendida en el ambito de la presente invencion.

Las bacterias vivas atenuadas se pueden obtener de varias maneras. Una forma posible de obtencién de tales
bacterias es por medio de procedimientos clasicos tales como el tratamiento de bacterias del tipo silvestre de
Actinobacillus pleuropneumoniae con agentes mutagénicos tales como analogos de bases, tratamiento con luz
ultravioleta o tratamiento por temperatura. Las cepas que no producen una toxina ApxIV funcional no inducen
anticuerpos anti-toxina ApxIV o los inducen en menor cantidad, y por tanto se pueden seleccionar facilmente en
ensayos animales.

El antisuero necesario se puede obtener como se describe a continuacion en el Ejemplo 3.

Otra posibilidad es introducir deliberadamente, utilizando tecnologia de ADN recombinante, una mutacién bien
definida en el gen que codifica la toxina ApxIV. Tal mutacién puede ser una insercion, una delecién, una sustitucion
de un nucledtido por otro o una combinacién de las mismas, con la Unica previsién de que el gen mutado no
codificara ya una toxina ApxIV funcional.

Se puede apreciar facilmente, que especialmente las mutaciones que introducen un codén de terminacioén en la fase
de lectura abierta, o las mutaciones que producen un desplazamiento en la fase de lectura abierta son muy
adecuadas para obtener una cepa que no codifique ya una toxina ApxlV funcional. Tales mutaciones pueden, por
ejemplo, fabricarse por medio de mutagénesis dirigida al sitio in vitro utilizando el kit Transformer® que comercializa
Clontech. Se pueden aplicar, igualmente, muchas otras técnicas de referencia de ADN recombinante tales como
digestion del gen con una enzima de restriccion seguida de un tratamiento con endonucleasa y volviendo a unir.

Por tanto, en una forma preferida, esta realizacién se refiere a bacterias vivas atenuadas en las que el gen que
codifica la toxina ApxIV comprende una mutacion.

Las mutaciones bien definidas que implican la delecion de fragmentos del gen apx/V o incluso del gen entero, o la
insercion de fragmentos de ADN heterdlogos, cuando se comparan con las mutaciones inducidas clasicamente,
tienen la ventaja de que no revierten a la situacion silvestre.

Asi, en una forma mas preferida, esta realizacion se refiere a bacterias vivas atenuadas en las que el gen que
codifica la toxina ApxIV comprende una insercién y/o una delecion.

Dada la gran cantidad de vacunas que se ponen hoy en dia a los cerdos, esta claro que seria deseable la
administracién combinada de varias vacunas, aunque solo sea por razonas de reduccion de costes de vacunacion.
Por tanto es muy atractivo utilizar cepas vacunales atenuadas como vehiculos recombinantes para genes
heterdlogos, que codifiquen antigenos seleccionados de otros microorganismos o virus patégenos. La administracion
de tal vehiculo recombinante tiene la ventaja de que tras la administracion de tal vehiculo, se induce la inmunidad
contra dos o mas enfermedades al mismo tiempo. Las bacterias vivas atenuadas proporcionan un vehiculo muy
adecuado para genes heterologos, puesto que el gen que codifica la toxina ApxIV se puede utilizar como un sitio de
insercion para tales genes heterdlogos. El uso del gen apx/V como un sitio de insercion tiene la ventaja de que al
mismo tiempo se inactiva el gen apx/V, y el nuevo gen heterélogo que se introduce puede expresarse conforme a los
genes homologos de Actinobacillus pleuropneumoniae. La construccion de tales vehiculos recombinantes se puede
hacer de manera rutinaria, utilizando las técnicas de referencia de biologia molecular tales como la recombinacion
homaloga. Por lo tanto, en una realizacion aun mas preferida, la bacteria viva atenuada de la especie Actinobacillus
pleuropneumoniae que no produce toxina ApxIV funcional, tiene un gen heterélogo insertado en el gen apx/V. Tal
gen heterdlogo puede, como se ha mencionado anteriormente, por ejemplo, ser un gen que codifica un antigeno
seleccionado de otros microorganismos o virus patdgenos. Otra posibilidad es insertar un gen que codifique una
proteina implicada en la activacion del sistema inmunitario, tales como una interleucina o un interferén.

En una forma aun incluso mas preferida, el gen heterdélogo codifica uno o mas antigenos seleccionados de entre el
grupo que consiste en virus del Sindrome Respiratorio Reproductivo Porcino (SRRP), virus de la Pseudorrabia, virus
de la Influenza porcina, Parvovirus porcino, virus de la Gastroenteritis Transmisible, rotavirus, Escherichia coli,
Erysipelothrix rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis y
Streptococcus suis.

Sin embargo hay un serio inconveniente en la expresion de genes heterdlogos en vehiculos recombinantes: se sabe
que varias proteinas son toxicas si se expresan en bacterias heterélogas. Por tanto, los genes que codifican tales
proteinas nunca se introducen en los vehiculos heterélogos, ya que los recombinantes satisfactorios eventualmente
moriran como resultado de la expresion de cierta cantidad del gen heterdélogo. La proteina P2 de Haemophilus
influenzae, por nombrar un ejemplo, puede simplemente no expresarse en E. coli (Munson y col., Infect. & Immun.
57: 88-94 (1989)). Sorprendentemente se descubrié que aunque el gen apx/V se expresa eficazmente in vivo (véase
el Ejemplo 5), no se expresa in vitro (véase el Ejemplo 4). Esto se concluyé por el fracaso al demostrar la presencia
de toxina ApxIV en los cultivos en crecimiento in vitro de Actinobacillus pleuropneumoniae. Esto significa que la
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expresion de ApxlV se activa o se desactiva, dependiendo del entorno en el que crece Actinobacillus
pleuropneumoniae. Esta caracteristica ofrece una ventaja inesperada sobre los vehiculos vivos recombinantes
conocidos: si la expresion del gen heterélogo se lleva a cabo bajo el control del promotor apx/V, el vehiculo
Actinobacillus pleuropneumoniae vivo atenuado de acuerdo con la invencion puede cultivarse in vitro en altas
cantidades, independientemente del gen heterdlogo insertado, ya que el gen ajeno no se expresa bajo estas
condiciones. Después de administrar una cantidad de bacterias al huésped, comenzara la expresion del gen
heterélogo y durante el tiempo de replicacion o tras la muerte de la bacteria estara disponible para el sistema
inmunitario del huésped. El gen heterélogo que se va a expresar puede estar ligado funcionalmente al promotor
apxIV por ejemplo sustituyendo la secuencia codificante del gen apx/V por la secuencia codificante del gen
heterélogo. No es necesario sustituir todo el gen apx/V: es suficiente con sustituir el codon ATG del gen bajo
influencia del promotor apx/V del gen heterdlogo incluyendo su codén de terminacion. También es posible expresar
un gen heterdlogo bajo la influencia del promotor apx/V haciendo una construcciéon de fusion. Esta puede hacerse
insertando el gen heterdlogo en fase con la fase de lectura apx/V corriente abajo del codén ATG apx/V.

La expresion “ligado funcionalmente al promotor apx/V” significa que la transcripcion del gen heterélogo comienza en
el promotor apx/V.

Ni que decir tiene que cada lugar en el que esta insertado el gen heterdlogo que esta ligado funcionalmente al
promotor apx/V se encuentra dentro del ambito de la invencién

Por lo tanto, la forma mas preferida de esta realizacion se refiere a bacterias vivas atenuadas, que tienen un gen
heterélogo que esta ligado funcionalmente a la region promotora del gen apx/V.

El hallazgo sorprendente de que el promotor apx/V nativo es un promotor cambiable que se desactiva in vitro y se
activa in vivo hace que sea una herramienta de expresion muy versatil en su huésped natural y como promotor
heterélogo en otras bacterias. Cuando se utiliza como promotor heterélogo en otras bacterias, el ADN que
comprende el promotor se puede aislar de su huésped y transferirse a una bacteria distinta de Actinobacillus
pleuropneumoniae. Otra opcién que ahora es factible, es la clonacién de varias copias del promotor apx/V cada una
de las cuales controla la expresion de otro gen. Esto puede hacerse en la bacteria huésped Actinobacillus
pleuropneumoniae, pero este principio de multiples copias es igualmente aplicable a otras bacterias. Como se ha
mencionado anteriormente, el promotor se puede utilizar para la expresion selectiva in vivo de uno o mas genes
heterélogos que codifican antigenos seleccionados de otros microorganismos o virus patégenos. El promotor
también puede utilizarse para la expresion de una secuencia de ADN heteréloga que codifique una citoquina tal
como una interleucina, un Factor de Necrosis Tumoral o un interferon. Varias citoquinas, por ejemplo los interferones
se sabe que tienen un papel importante como moduladores inmunitarios. Por tanto puede ser ventajoso expresar tal
informacién genética bajo el control del promotor apx/V.

Por tanto, otra realizacién se refiere a una secuencia de nucledtidos que alberga el promotor que controla la
expresion del gen apx/V.

Se ha descubierto ahora que el promotor cambiable que en la situacion nativa controla la expresion del gen apx/V,
esta localizado en el fragmento de ADN entre la posicion 451 y 1132 de la SEC. ID. N° 5. Esta claro, que las partes
de este fragmento de ADN que no son elementos promotores esenciales, no necesitan necesariamente estar
presentes en el fragmento. Por lo tanto, los fragmentos cortos de este fragmento de ADN en los que se retiene la
actividad promotora, son igualmente adecuados para la expresion de genes heterdlogos. Por lo tanto, una forma
mas preferida de esta realizacion se refiere a una secuencia de nucleétidos que comprende el fragmento de ADN de
la posicion 451 a 1132 de la SEC. ID. N° 5 o un subfragmento del mismo que aun retenga la actividad promotora.

Todos los promotores bacterianos comparten dos regiones consenso, las denominadas region -10, y regién -35.
Aunque la secuencia que flanquea estas regiones consenso puede hasta cierto punto influenciar en la eficacia del
promotor, puede ser ventajoso utilizar solamente la parte de la regiéon promotora que comprende el fragmento de
ADN entre la region -35 y el codon ATG. Este fragmento de ADN esta localizado entre la posicién 617 y la posicion
641 de la SEC. ID. N° 5. Por lo tanto, en una forma mas preferida de esta realizacién la invencion se refiere a una
secuencia de nucleotidos que comprende el fragmento de ADN desde la posicion 617 a la 641 de la SEC. ID. N° 5.

La presente invencion se refiere a la toxina ApxIV como un componente de una vacuna sub-unitaria.

Las subunidades vacunales comprenderan lo mas probablemente las tres toxinas Apx conocidas. Esto se menciond
anteriormente. Como se descubri6é inesperadamente sin embargo, que la toxina ApxIV esta presente en todos los
serotipos de A. pleuropneumoniae como se menciond anteriormente, es deseable que sea un componente adicional
de las subunidades vacunales: los anticuerpos neutralizadores que aparecen contra la toxina ApxIV proporciona
proteccion contra la toxina ApxIV producida por todas y cada una de las cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae,
independientemente del serotipo. Por lo tanto, otra realizacién de la invencién se refiere a subunidades vacunales
para la proteccidon de animales contra la infeccién con una bacteria de la especie Actinobacillus pleuropneumoniae,
que comprende toxina purificada ApxIV. La toxina ApxIV se puede administrar sola, o en combinacién con cualquiera
de o todas las toxinas Apxl, -1l, y -lll mencionadas anteriormente y/o por ejemplo, en combinacién con Proteinas de
la Membrana Externa (PME) de Actinobacillus pleuropneumoniae. Tales vacunas se pueden preparar faciimente
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mezclando toxina ApxlV en una cantidad suficiente para inducir una respuesta inmune, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La produccion de toxina ApxIV es posible introduciendo el gen ApxIV en un vector de
expresion adecuado, expresion del gen y aislamiento de la toxina. Se conocen muchos sistemas versatiles de
expresion, tales como sistemas de expresion bacteriana, sistemas de expresion basados en baculovirus y sistemas
de expresion en células de mamiferos. En el Ejemplo 3 se describe como obtener la toxina ApxIV por expresion del
gen en E. coli.

Otra realizacion mas de la invencion se refiere a vacunas vivas atenuadas que comprenden bacterias vivas
atenuadas como se describié anteriormente para la protecciéon de animales contra la infeccién por una bacteria de la
especie Actinobacillus pleuropneumoniae. Tales vacunas se pueden obtener mezclando bacterias vivas atenuadas
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estas vacunas comprenden al menos una cantidad
inmunogénicamente eficaz de la bacteria viva atenuada que se produce de acuerdo con la invencion.
Inmunogénicamente eficaz significa que la cantidad de bacteria viva atenuada que se administra en el momento de
la vacunacioén es suficiente para inducir en el huésped una respuesta inmune eficaz para las formas virulentas de
bacteria que producen toxina RTX. La dosificacion util a administrarse variara dependiendo de la edad, el peso y el
animal vacunado, el modo de administracion y el tipo de patdgenos contra el que se desea vacunar. La vacuna
puede comprender cualquier dosis de bacterias, suficiente [O)ara evocar una respuesta inmune. Dosis muy
adecuadas son por ejemplo, las dosis que oscilan entre 10° y 10" bacterias.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable puede ser tan simple como el agua, pero también puede comprender, por
ejemplo, fluido del cultivo en el que se cultivaron las bacterias. Otro vehiculo aceptable es por ejemplo una solucién
con una concentracion salina fisioldgica. Otros ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables o diluyentes
utiles en la presente invencién incluyen estabilizadores tales como SPGA, carbohidratos (por ejemplo sorbitol,
manitol, almidén, sacarosa, glucosa, dextrano), proteinas tales como albumina o caseina, agentes que contienen
proteina tales como suero bovino o leche desnatada y tampones (por ejemplo, tampén fosfato).

Opcionalmente, se pueden afiadir a la vacuna uno o mas compuestos que tienen actividad adyuvante. Los
adyuvantes son estimulantes no especificos del sistema inmunitario. Aumentan la respuesta inmune del huésped
contra el patégeno invasor. Ejemplos de adyuvantes conocidos en la técnica son los adyuvantes Completo e
Incompleto de Freund, la vitamina E, polimeros no i6énicos en bloque, muramildipéptidos, ISCOM (complejos
inmunoestimulantes, cf. por ejemplo, en la Patente Europea EP 109942), saponinas, aceite mineral, aceite vegetal, y
Carbopol (un homopolimero). Adyuvantes especialmente adecuados para aplicacion mucosa son, por ejemplo,
toxina termolabil de E. coli (TL) o toxina del Colera (TC).

Otros adyuvantes adecuados son por ejemplo, hidroxido de aluminio, fosfato u 6xido, emulsiones oleosas (por
ejemplo de Bayol F®, o Marcol 52®, saponinas o solubilizado de vitamina E.

Por lo tanto, en una forma preferida, las vacunas de acuerdo con la presente invencién comprenden un adyuvante.

Para la administracién a los animales, la vacuna de acuerdo con la presente invenciéon se puede dar entre otras, por
via intranasal, intradérmica, subcutanea, por aerosol o por via intramuscular.

Hay varias formas de almacenar tanto las subunidades como los organismos vivos. El almacenamiento en un
refrigerador, por ejemplo, es un procedimiento bien conocido. También se utilizan a menudo almacenamientos a -70
°C en un tampoén que contenga glicerol. Las bacterias se pueden guardar también en nitrogeno liquido. La
liofilizacion es otra forma de conservacion. Las bacterias liofilizadas se pueden almacenar y mantener viables
durante muchos afios. Las temperaturas de almacenamiento para las bacterias liofilizadas pueden estar bien por
encima de los cero grados, sin que haya un perjuicio de su viabilidad. La liofilizacién es igualmente aplicable para las
subunidades.

La liofilizacién se puede hacer segun todos los procedimientos de liofilizacién de referencia bien conocidos. Se
pueden anadir aditivos beneficiosos opcionales en el proceso de liofilizacién, tales como por ejemplo, la leche
desnatada, trehalosa, gelatina, o albumina de suero bovino.

Por lo tanto, en una realizacién mas preferida, la vacuna de acuerdo con la presente invencion esta en forma
liofilizada.

En una forma mas preferida de esta realizacion. La vacuna comprende adicionalmente uno o mas antigenos
seleccionados de entre otros microorganismos o virus patdgenos.

Tal vacuna se puede obtener afiadiendo uno o mas antigenos seleccionados de entre otras bacterias o virus
patégenos a la bacteria viva atenuada de acuerdo con la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable como
se describio anteriormente.

Por supuesto, es posible afiadir no solamente uno o mas antigenos, sino también uno o mas de los patdgenos
enteros tal cual, en forma viva o inactivada.
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Se puede obtener alternativamente clonando la informacion genética que codifica uno o mas antigenos
seleccionados de otros microorganismos o virus patégenos en la bacteria viva atenuada, utilizando la tecnologia de
ADN recombinante conocida como se describié anteriormente.

Tales vacunas son por supuesto menos estresantes para el animal que se va a vacunar que las vacunaciones
separadas con cada uno de los patdgenos, tanto desde el punto de vista médico como fisico.

En una forma mas preferida, estos antigenos se seleccionan de entre el grupo que consiste en virus del Sindrome
Respiratorio Reproductor Porcino (SRRP), virus de la Pseudorrabia, virus de la Influenza Porcina, Parvovirus
Porcino, virus de la Gastroenteritis Transmisible, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelothrix rhussiopathiae,
Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis 'y Streptococcus suis.

La invencion también describe procedimientos para la preparaciéon de una bacteria viva atenuada de la especie
Actinobacillus pleuropneumoniae que no es capaz de producir una toxina ApxIV funcional. Este procedimiento
comprende la introduccién de una mutaciéon en el gen que codifica la proteina ApxIV. Son aplicables tanto las
técnicas clasicas de mutacion, que utilizan agentes mutagénicos, como las técnicas de ADN recombinante bien
conocidas en la técnica para la insercion, sustitucion o delecion de informacién genética en el gen apx/V.

En una forma preferida, los procedimientos mencionados anteriormente se utilizan para la introduccién de una
delecion.

También estan descritos por la invencién los procedimientos para la preparaciéon de una vacuna viva atenuada, que
comprende la mezcla de bacterias de acuerdo con la invencién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se encuentran en el ambito de la invencién procedimientos para la preparacion de una vacuna sub-unitaria.
Tales procedimientos comprenden la mezcla de toxina ApxIV purificada y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro problema conocido generalmente en el campo de la vacunacidon con vacunas vivas es el siguiente: La
presencia de anticuerpos contra ciertos patdégenos en el suero de un animal huésped indica que el huésped ha sido
infectado con el patdgeno, sea en una forma virulenta o atenuada. Sin embargo es imposible discriminar entre los
animales infectados por una cepa de campo y los animales vacunados con una cepa vacunal viva. El Actinobacillus
pleuropneumoniae vivo atenuado de acuerdo con la presente invencion ofrece una solucién a este problema como
se muestra a continuacion:

Como se describe en el Ejemplo 3, el gen apx/V de Actinobacillus pleuropneumoniae serotipo 1 se ha aislado y
expresado en una célula huésped heterdloga. Este producto de expresion se sometié a electroforesis en gel
PAGE vy luego se utilizé para transferencia de Western. Las transferencias se incubaron con el suero en fase de
convalecencia obtenido de cerdos infectados con Actinobacillus pleuropneumoniae deliberadamente, y suero de
cepas de campo. Se descubrid que el gen apx/V se expresa in vivo en todas las cepas de campo de
Actinobacillus pleuropneumoniae ensayadas. Esto implica, que los cerdos infectados por Actinobacillus
pleuropneumoniae siempre tendran anticuerpos contra la cepa por la que fueron infectados, independientemente
del serotipo de la cepa infecciosa.

Las bacterias vivas atenuadas de acuerdo con la presente invencion pueden, debido a la delecidn del gen apx/V, no
producir mas toxina ApxIV. Por lo tanto los animales vacunados con una cepa viva atenuada de Actinobacillus
pleuropneumoniae de acuerdo con la invencion no tendran anticuerpos contra la toxina ApxIV en su suero.

En un ensayo comparativo, por ejemplo un ensayo ELISA, tales sueros por tanto reaccionaran con todas las
proteinas inmunogénicas de Actinobacillus pleuropneumoniae tales como por ejemplo Apxl, -Il, y -lll, pero no con
ApxIV. Los sueros de cerdos infectados con una cepa de campo de Actinobacillus pleuropneumoniae sin embargo
reaccionaran con todas las proteinas inmunogénicas de Actinobacillus pleuropneumoniae, incluyendo la ApxIV. Por
lo tanto, el Actinobacillus pleuropneumoniae vivo atenuado de acuerdo con la presente invencion resulta ser una
vacuna marcadora muy adecuada, es decir, una cepa vacunal que puede discriminarse de la cepa de campo.

Un ensayo diagndstico para la discriminacion entre cepas vacunales y cepas de campo puede ser un simple ensayo
ELISA en el que la toxina ApxIV purificada recubre la pared de los pocillos de una placa de ELISA. La incubacion
con suero de los cerdos que se van a ensayar, seguido por, por ejemplo, incubacién con un anticuerpo anti-cerdo
marcado puede entonces revelar la presencia o0 ausencia de anticuerpos contra la toxina ApxIV.

Otro ejemplo de un sistema de ensayo diagndstico es por ejemplo, la incubacién de una transferencia de Western
que comprende toxina ApxIV purificada con suero de cerdos a ser ensayados, seguido por la deteccion de los
anticuerpos especificos anti- ApxIV.

Por tanto, el ensayo diagndstico para la discriminacion entre sueros de cerdos infectados con cepas de campo de
Actinobacillus pleuropneumoniae y de cerdos vacunados con una vacuna que comprende una vacuna viva atenuada
de cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae de acuerdo con la invencién, que comprende la toxina ApxIV
purificada, también se encuentra dentro del ambito de la invencion.
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Otro problema mas que se ha visto en sanidad porcina es el siguiente: Es dificil determinar de manera rapida y no
ambigua si un cerdo esta infectado por Actinobacillus pleuropneumoniae o por A. suis, o posiblemente por una
combinacién de ambos. Los ensayos diagndsticos para la deteccion de A. suis no estan disponibles actualmente.
Esto es principalmente debido al hecho de que Actinobacillus pleuropneumoniae y A. suis comparten demasiados
antigenos. Como ejemplo puede servir, que dos toxinas Apx altamente antigénicas: la ApxIl y ApxIl tienen homologos
altamente conservados en por ejemplo A. suis (Van Ostaayen y col., enviado para publicacion).

Los genes RTX conocidos, que codifican toxinas Apxl, -Il, y -lll o sus homdlogos se encuentran en practicamente
todos los miembros del género Actinobacillus, tales como A. pleuropneumoniae, A. suis, A. rossiy A. equuli. Por
tanto, se asumié inicialmente por los inventores, que la nueva toxina RTX ApxIV también seria comun a todos los
miembros del género Actinobacillus.

Si embargo se descubrid después de ensayar un Actinobacillus patégeno porcino, de nuevo sorprendentemente al
contrario que los tres genes RTX conocidos, que este nuevo gen RTX apx/V solamente esta presente en el
patégeno porcino Actinobacillus pleuropneumoniae. Esta ausente en todas las otras especies patdgenas porcinas de
Actinobacillus, y por tanto también esta ausente en Actinobacillus suis. Véanse los Ejemplos 6y 7.

Por lo tanto, se aprecié sorprendentemente que la presencia de anticuerpos contra ApxIV en el suero de un cerdo es
una prueba rapida y no ambigua de que el cerdo ha sido infectado con A. pleuropneumoniae y no con A. suis o
cualquier otra especie patdégena porcina de Actinobacillus.

0087 Por tanto la presente invencién también proporciona un ensayo diagnostico basado en la presencia o ausencia
de anticuerpos contra ApxIV, y por tanto un ensayo discriminatorio para distinguir especificamente una infeccion por
A. pleuropneumoniae de una infeccion por A. suis. Tal ensayo puede ser por ejemplo, un ensayo ELISA que
comprende en pocillos separados las toxinas Apxl y -Il, presentes tanto en A. pleuropneumoniae como en A. suis'y
la toxina ApxIV purificada. El suero de animales infectados con A. suis reaccionara solamente con los pocillos que
comprendan la Apxl y -1, mientras que los animales infectados por A. pleuropneumoniae también reaccionaran con
el pocillo que comprende la toxina ApxIV purificada.

Ejemplo 1:

Clonacion y andlisis del gen apx/V del serotipo 1 de A. pleuropneumoniae

Se llevaron a cabo los procedimientos bioldgicos moleculares de referencia (aislamiento de plasmido ADN, digestion
por restriccion, electroforesis en gel de agarosa, transferencia de Southern, unién, transformacion, electroporacion),
a menos de que se establezca otra cosa, esencialmente como se describe en Sambrook y col. (Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989) o Ausubel y col., (Current Protocols in Molecular Biology. John
Wiley & Sons, N.Y., 1987). La PCR se llevo a cabo esencialmente como se describe en Innis y col., (PCR protocols,
A guide to Methods and Applications, Academic Press Inc., San Diego, 1990). El aislamiento de ADN cromosémico
se llevo a cabo de acuerdo con Pitcher y col., (Lett. Appl. Microbiol., 8;151-156, 1989). El origen de todas las cepas
de A. pleuropneumoniae de referencia serotipo 1: cepa 4074; serotipo 2: cepa S1536: serotipo 3: S1421; serotipo 4
M62; serotipo 5a: K17; serotipo 5b: L20; serotipo 6: fema; serotipo 7: WF83; serotipo 8: 405; serotipo 9: CVI13261;
serotipo 10: 13039; serotipo 11: 56153 and serotipo 12: 8329) se describen en Frey y Nicolet, (J. Clin. Microbiol.,
28;232-236, 1990). La cepa HV114 del serotipo 3 es un aislado de campo (es decir una de las cepas del serotipo 3
ensayados en Beck y col., J. Clin. Microbiol., 32;2749-2754, 1994). Otras cepas de Actinobacillus que se utilizaron
fueron; A.rossii: ATCC 27072; A. equuli: ATCC 19392; A. suis: ATCC 15558. Se utilizé también la cepa de
Pasteurella haemolytica tipo 1 cepa ATCC 14003.

Las cepas huésped E. coli que se utilizaron: XL1-blue (Stratagene, La Yolla, Ca; genotipo: recA1 endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17supE44 relA1 lac [F’ proAB lac’ZDM15 Tn10 (Tet')]) y HMS174(DE3) (AMS Biotechnology Ltd, Suiza;
genotipo: F- recA (rkiz- M2+ rif IDE3).

Basandose en los datos de la secuencia preliminar obtenida de la tesis de T.J. Anderson (University of Guelph,
1995), se sintetizaron dos cebadores designados APXIVA-1L (5-TGGCACTGACGGTGATGA-3’) y APXIVA-1R (5'-
GGCCATCGACTCAACCAT-3’). Estos cebadores se utilizaron en una amplificacion PCR, con ADN cromosémico del
serotipo 3 de A. pleuropneumoniae cepa HV114 y el serotipo 1 de referencia cepa 4074 como matriz. Con ambas
cepas se amplificd un fragmento de 442 pb. El fragmento derivado del ADN cromosémico del serotipo 3 se marco
con Digoxigenina-11-dUTP (Boehringer Mannheim) de acuerdo con el protocolo del fabricante (este fragmento se
designd sonda APXIVA, véase fig. 4). La sonda marcada se utilizé posteriormente para hibridar una transferencia
Southern que contenia ADN cromosémico digerido por Clal de la cepa 4074. La sonda se hibridd con un fragmento
de aproximadamente 8,0 kb. El gen apx/V de la cepa 4074 serotipo 1 se aislé uniéndolo con el ADN cromosémico
digerido por Clal en el pBluescript Il SK™ con el digerido por Clal (Stratagene EE.UU.). La cepa de E. coli XL-1-blue
se transform6 con el ADN unido y se seleccionaron los transformantes en una placa LB con 100 mg/ml de
ampicilina. Los clones que albergaban el apx/V se seleccionaron por hibridacién de la colonia con una réplica de
nitrocelulosa de la placa con la sonda APXIVA. Asi, se aislo un plasmido designado pROK7 y se demostré que
albergaba un Clal insertado de aproximadamente 8 kb. Las primeras 6736 pb de la insercion Clal se secuencid
(SEC. ID. 1) y se identifico una fase de lectura abierta de 4971 nucledtidos que codificaba una proteina de 1657 de
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restos aminoacidicos (SEC. ID 2) con un tamafio predicho de aproximadamente 186 kD. El gen se denomind
apxIV_var1 (véase fig.3).

Ejemplo 2:

Clonacion y andlisis del gen apx/V del serotipo 3 de A. pleuropneumoniae

La sonda marcada APXIVA (mencionada en el Ejemplo 1) se utilizd para hibridar una transferencia de Southern que
contenia el ADN cromosomico digerido por Clal de la cepa HV114. La sonda se hibridé con un fragmento de
aproximadamente 7,0 kb. El ADN cromosoémico aislado de HV114 se digirié con Clal, y se uni6 con el pBluescript Il
SK' (Stratagene EE.UU.) digerido con Clal. La cepa de E. coli XL-1-blue se transformé con el ADN unido y los
transformantes se seleccionaron en una placa LB con 100 mg/ml de ampicilina. Los clones que albergaban el apx/V
se seleccionaron por hibridacién de la colonia con una réplica de nitrocelulosa de la placa con la sonda APXIVA. Asi,
se aisld un plasmido denominado pROKS5 y se demostrd que albergaba un Clal insertado de aproximadamente 7 kb.
La insercion se analizé por analisis de la secuencia (SEC. ID. 3). Se identificé una fase de lectura abierta de 4146 pb
que codificaba una proteina de 1382 restos aminoacidicos (SEC. ID. 4), con un tamafo predicho de
aproximadamente 154 kD. El gen se designo apx/V_var3 (véase la fig. 3).

Ejemplo 3

Expresién de las proteinas de fusién ApxIV-polihistidina en E. coli

A partir del plasmido pROKS, se fabrico un clon de delecion que contenia el extremo 3’ del gen apx/V, empezando
en el sitio BamHI (nucledtido N° 2747 de la SEC. ID. N° 3) hasta el sitio Clal al final de la insercion corriente abajo
del gen apxlV. Este plasmido se designdé pROK1. Utilizando los oligonucledtidos APXIVAHIS1-L (5-
AGCCATATGGGCGATTTAAATTTCAG-3’) y APXIVAHIS1-R (5-TATGGATCCTCCGTGCTTCTGAGC-3’) y el ADN
del plasmido pROK1 como matriz, se amplificé un fragmento de ADN de 2,1 kb (véase fig. 4) que contenia la region
desde la 3520 a 5643 pb en apx/V_var3 (SEC. ID. 3) flanqueado por los sitios de restriccion Ndel y BamHI en los
extremos 5’y 3', respectivamente. Después de la clonacion del fragmento PCR digerido Ndel/BamHI en el vector de
expresion pETHIS-1, digerido con las mismas enzimas, se obtuvo un plasmido designado pJFFapxIV6/10his-1. El
plasmido pETHIS-1 es un derivado del pET14b (Novagen Inc., Madison, Wi.) en el que se ha extendido el sitio de
clonacién multiple y se ha insertado una regidon que codifica un decamero de histidina. En consecuencia, el plasmido
pJFFapxIV6/10his-1 contiene una fusién traduccional que codifica un hexamero de histidina, seguido por los restos
653 a 1360 de la SEC. ID. 4, seguido por un decamero histidina, bajo el control de un promotor T7. El plasmido se
transfirié a la cepa HMS174(DE3) de E. coli con el pLysS, el cual contiene un gen T7 ARN polimerasa inducible por
IPTG, asi como el gen T7 de la lisozima para aumentar la estabilidad. La cepa se cultivd en medio LB que contenia
25 mg/ml de cloranfenicol y 100 mg/ml de ampicilina, hasta una DOsso de 0,5, se indujo con isopropil-b-D-
tiogalactopirandésido a una concentracion de 10 mM. Después de la adicion de IPTG, las células se incubaron a 37
°C durante 2,5 horas, las células se recolectaron por centrifugacion, y se aislo la proteina esperada de 80 kD en
forma de cuerpos de inclusion. Los cuerpos de inclusion se solubilizaron en una solucién de hidrocloruro de
guanidina, CINa 300 mM y NaH,PO4 a pH 8,0 y posteriormente se purifico la proteina de fusion de 80 kD por
Cromatografia de Afinidad por Metales Inmovilizados (IMAC) (Schmitt y col., Molecular Biology Reports 18;223-230,
1993) utilizando columnas de Ni** quelado (Qiagen AG, Basel). La proteina pura se eluy6 de la columna a pH 5,0.
Las fracciones agrupadas se dializaron contra una solucién de NaCl 300 mM y NaH,PO4 50 mM a pH 8,0. Se
inmunizé un conejo con 500 mg del producto polihistidina de fusion, mezclado con 1 volumen de adyuvante
completo de Freund (Difco Labs, Detroit, Ml). Se aplico una dosis de refuerzo de la misma cantidad, mezclada con
adyuvante incompleto de Freund 3 semanas mas tarde. Cuatro semanas después del refuerzo se sacé la sangre del
conejo y se obtuvo un suero hiperinmune que comprendia anticuerpos anti- toxina ApxIV, que se denomind suero
522-409.

Ejemplo 4:

Expresién de los genes apx/V en crecimiento in vitro de A. pleuropneumoniae

La cepa de A. pleuropneumoniae de referencia del serotipo 1 se cultivd en caldo Columbia suplementado con 10
mg/ml de b-NAD y se recolecté como se habia descrito (Beck y col., J. Clin. Microbiol., 32;2749-2754, 1994).
Adyacente a los carriles que comprendian proteinas de fusion ApxIA, ApxIIA, y ApxIVA-polihistidina se separé el
sobrenadante del cultivo concentrado por electroforesis de gel de poliacrilamida (Laemmli, Nature 227:680-685,
1970) y se sometié a un procedimiento de transferencia de Western (Towbin y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
76:4350-4354, 1979). La transferencia de Western reaccioné con los anticuerpos monoclonales anti-ApxIA y
antiApxIIA como describe Beck y col., (J. Clin. Microbiol., 32;2749-2754, 1994), y con el suero anti-ApxIV 522-409
(véase el Ejemplo 3). La fraccion de toxina RTX del serotipo 1 contenia claramente ApxIA y ApxIIA. La presencia de
ApxIVA no se pudo demostrar (véase la fig. 5).
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Ejemplo 5:

Expresién de los genes apx!V en A. pleuropneumoniae in vivo durante la infeccién

Un gel de poliacrilamida que contenia la proteina de fusién polihistidina-ApxIV_var3 de 80kD (véase el ejemplo 3) se
transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se dividid en tiras que se hicieron reaccionar con
(diluciones de 100 veces de) sueros de convalecientes de serotipo 1 de campo, o sueros de un cerdo infectado con
la cepa de referencia del serotipo 1 (Frey y Nicolet, Vet. Microbiol., 28;61-73, 1991). La reaccion se visualizd
utilizando un conjugado marcado de fosfatasa alcalina contra la IgG de conejo (Kirkegaard Perry Inc., Gaithers-burg,
Md.) y el desarrollo de color de NBT (cloruro de 4-Nitrotetrazolio azul) y BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolil-fosfato)
(véase la fig. 6). Los sueros del serotipo 1 de campo, asi como el suero del cerdo infectado experimentalmente
reaccionaron con la proteina polihistidina-ApxIV_var3 de 80 kD. Esto indicaba que la proteina ApxIV que se
expresaba en ese momento, es antigénica e induce anticuerpos anti toxina ApxIV durante la infeccion por A.
pleuropneumoniae en cerdos.

Ejemplo 6:

Presencia de genes apx/V en todos los serotipos de A. pleuropneumoniae y ausencia de los mismos en cepas de
Actinobacillus no pleuropneumoniae utilizando transferencia de Southern

Para investigar la presencia del gen apx/V en los distintos serotipos de A. pleuropneumoniae y bacterias
relacionadas, se hicieron tres sondas (véase la fig. 4). La sonda APXIVA se describe en el ejemplo 1. La sonda
APXIVA2 contiene el fragmento de ADN de 2015 pb entre los sitios BamHI y Nrul. Se construy6 la sonda APPIVA1
de 758 pb por amplificacion PCR con los oligonucledtidos APPIV1-L (5-GGGACAGTGGCTCAATTAAG-3') y
APPIV1-R (5-AGCTGTAAACTCCACCAACG-3). Todas las sondas se marcaron con Digoxigenina-11-dUTP
(Boehringer Mannheim) de acuerdo con el protocolo del fabricante y se hibridaron con las transferencias de
Southern del ADN cromosomico digerido con Clal de todas las cepas de A. pleuropneumoniae de referencia y la
cepa de campo HV114, Actinobacillus suis (ATCC 15558), Actinobacillus rossii (ATCC 27072) y Actinobacillus equuli
(ATCC 19392). Las tres sondas reaccionaron similarmente (véase la fig. 7 para los resultados con la sonda
APXIVA2). Todas las cepas de A. pleuropneumoniae reaccionaron, mientras que no se observo hibridacion con las
cepas de A. suis, A. equuli y A. rossii.

Ejemplo 7:

Presencia de genes apx/V en A. pleuropneumoniae y cepas relacionadas utilizando amplificacion PCR

Se llevd a cabo la amplificacion PCR con 50 ng de ADN cromosémico de distintos serotipos de A.
pleuropneumoniae, otras especies de Actinobacillus y P. haemolytica como matrices, y los cebadores APXIVA-1 L
(5-TGGCACTGACGGTGATGA-3) y APXIVA-1R (5- GGCCATCGACTCAACCAT-3'). Después de los analisis de los
productos en gel de agarosa, se observaron los productos con el tamafio esperado de 442 pb en todas las muestras
de A. pleuropneumoniae, pero en ninguna de las otras especies de Actinobacillus (fig. 8). Esto indica que ademas de
los resultados del ejemplo 6, la PCR también se podia utilizar para discriminar A. pleuropneumoniae de otras
especies de Actinobacillus.

Ejemplo 8:

Sobre-expresion de la proteina de fusion ApxIV-var1 polihistidina

Se amplificé un fragmento por PCR comenzando con el plasmido pROK-7 (véase el ejemplo 1) como matriz y los
oligonucledtidos APX4/115-L (5-CGCCATATGACAAAATTAACTATGCAAG) y APX4116-R (5-CGCGAAT
TCAGCGACACAAGAGATAT) como cebadores de PCR. Se digiri6 entonces una cantidad suficiente de este
fragmento con las enzimas de restriccion Ndel y EcoRI y se cloné en el vector de expresion pETHIS-1, digerido con
las mismas enzimas que las descritas en el Ejemplo 3. A partir del plasmido resultante, designado
pJFFApxIVA1His1, se sobre-expresé en E. coli una proteina de fusién polihistidina de 206 kD (PM determinado por
PAGE) de 1841 restos aminoacidicos como se describe en el Ejemplo 3. La proteina se codifica en la region
codificante que abarca desde el acido nucleico n° 1132 al 6546 como se presenta en la SEC. ID N° 5. La secuencia
aminoacidica de la proteina se da en la SEC. ID. N° 6. Se demostré en la transferencia de Western que este
producto reacciona con suero especifico anti- ApxIV 522-409 (el antisuero descrito en el ejemplo 3).

Ejemplo 9:

Proteccién de ratones contra el desafio con APP por vacunacién con ApxIV

La proteina de fusion polihistidina-ApxIV de 206 kD que se describe en el Ejemplo 8 y una proteina de fusion
polihistidina ApxIA de 108 kD comparable, ambas derivadas de material gendmico de la cepa 4074 serotipo 1 de
referencia, se sobre-expresaron como se describid en el ejemplo 3. El aglomerado celular de las células E. coli
inducidas se resuspendié en tampén PBS (1 g. de aglomerado celular en 6 ml de tampdn) y se sonicd en hielo
durante dos veces de 45 segundos para la destruccion de las células. Después de la centrifugacion durante 20
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minutos a 22.000x g a 4 °C, se descargd el sobrenadante y el aglomerado resultante se lavé con una solucion de
urea 3 M (pH 6,3). La urea se elimind tras la centrifugacion durante 20 minutos a 22.000x g. y se solubilizé el
aglomerado resultante en HCI de guanidinio 6 M (pH 8,0). Las muestras de proteinas se normalizaron segun su
contenido de proteina especifica tras la densitometria de los geles de PAGE. Las muestras se disolvieron en PBS y
se formularon con un adyuvante oleoso.

Se inmunizaron por via intaperitoneal tres grupos de 15 ratones cada uno, con el antigeno ApxIlV (36,3
microgramos), el antigeno ApxIA (36,3 microgramos), o el adyuvante solo. Las vacunas se administraron con un
volumen de 0,4 ml. Veinticuatro dias después de la primera vacunacién, cada grupo de ratones se dividié en dos
grupos de 7 y 8 ratones a los que se les hizo un refuerzo con la mitad de dosis de antigeno. A los grupos de 7
ratones se les reforzo por via intraperitoneal con un volumen de 0,2 ml y los grupos de 8 ratones se vacunaron por
via intramuscular en la pata trasera con 0,1 ml cada uno. Trece dias después del refuerzo, los ratones se desafiaron
por via intraperitoneal con 1,5 108 ufc del serotipo 1 de una cepa virulenta.

Ejemplo 10:

Capacidad de formacién de poros de ApxIV;

Se utilizaron células de E. coli recién inducidas que expresaban ApxIV como fuente de proteinas para ensayar la
formacion de poros en bicapas lipidicas artificiales como describen Maier y col., Infect. Immun., 64; 4415-
4423(1996). Los procedimientos utilizados por los experimentos en bicapa lipidica negra se habian descrito
anteriormente (Benz t col.; Biochim. Biophys. Acta 511: 305-319 (1978)). Se formaron membranas a partir de una
solucion de asolectina al 1% (lecitina de soja tipo IV-S de Sigma, St. Louis, MO) en n-decano. Se midieron los
potenciales de membrana cero en ese momento con un electrometro Keithley 610 C después de que se estableciera
un gradiente de sal de 10 veces a través de las membranas (Benz y col.; Biochim. Biophys. Acta 551: 238-247
(1979)). La presencia de ApxIV dio como resultado en una alta frecuencia de formaciéon de poros en presencia de
colesterol al 0,5%, con una media de conductancia de Unico canal (G) de 4 ns.

Estos resultados indican que la ApxIV induce poros en las bicapas artificiales y por tanto es toxica para células
eucariotas y por tanto es un factor de virulencia de A. pleuropneumoniae.

Leyenda de las figuras:

Figura 1: Comparacion de ApxIVAvar1 y ApxIVAvar3 (var permanece por el serotipo). Representacion grafica
de las diferentes caracteristicas encontradas en el extremo C. Los cuadros discontinuos representan las
regiones de repeticion directa en ApxIVA. Las barras verticales en negrita indican la posicién de nonapéptidos
ricos en glicina, y las firmas de la familia B de la ADN polimerasa se indican por triangulos negros. La
secuencia aminoacidica YSDSANSKK representa la secuencia espaciadora en el gen ApxIVAvar3. El
segmento de la secuencia de ApxIVAvar1 que se deleciona en ApxIVAvar3 también se indica en la figura.

Figura 2: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de repeticion directa 1 (A), repeticion directa 2 (B) y
repeticion directa 3 (C) de ApxlIVvar3. Las copias de cada una de las repeticiones directas 1, 2 y 3 se marcan
con letras para distinguirlas de la secuencia de comparacion. Los restos de las variantes se muestran en
negrita.

Figura 3: Mapas de restriccion parcial de pBLac7 (Tesis de T.J. Anderson Universidad de Guelph, 1995),
pROKY7 y pROKS5. Las diferentes fases de lectura abiertas (ORF) se indican con flechas. La flecha interrumpida
de lacZ en pROK? indica la secuencia parcial del gen. Los terminadores de la trascripcion potenciales
dependientes de rho se indican por (W), los sitios potenciales de comienzo de la transcripcion se indican con
un triangulo. Sitios de restriccion: A=Asp700; B=BamH]I; C= Clal; E=EcoRV; Ec=EcoRI; H=hindlll; N= Nrul; Nd=
Ndel; Nh=Nhel; P= Pstl; S= Spel; Sm=Smal.

Figura 4: Localizacion de los distintos oligonucleétidos y sondas en el mapa del gen apxIVAvar3.

Figura 5: Expresion de ApxIV in vitro en el serotipo 1 de la cepa 4074 de referencia cultivada. El panel A
reacciond con el anticuerpo monoclonal anti-ApxIA, en el panel B con el anticuerpo monoclonal anti-ApxIIA y en
el panel C reaccioné con suero 522-409 anti-ApxIVA. calle El carril 1 contiene la proteina de fusion ApxIA-
polihistidina, el carril 2 contiene la proteina de fusién ApxIllA-polihistidina, el carril 3 contiene el sobrenadante
concentrado del cultivo de la cepa 4074, el carril 4 contiene la proteina de fusion ApxIVA- polihistidina.

Figura 6: Inmunotransferencia que muestra las reactividades de sueros de cerdos que fueron infectados
experimentalmente con la cepa de referencia de serotipo 1 (carril 1) o sueros de cerdo de las infecciones del
serotipo 1 de campo (carril 2-4) con la proteina de fusion ApxIV-polihistidina. Como control positivo (+), se
utilizé el suero 522-409, como control negativo (-), se utilizd el suero policlonal de conejo contra ApxIl y Apxll
(Frey y col., Infect. Immun.. 57;2050-2056, 1989) con una dilucion de 1000 veces.

Figura 7: Transferencia de Southern del ADN gendmico digerido por Clal hibridado con la sonda APXIVAZ2.
Carriles1-13: Cepas de referencia de A. pleuropneumoniae; 1: serotipo 1; 2: serotipo 2; 3: Serotipo 3; 4:
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serotipo 4 ; 5: serotipo 5a; 6: serotipo 5b; 7: serotipo 6; 8: serotipo 7; 9: serotipo 8; 10: serotipo 9; 11: serotipo
10; 12: serotipo 11; 13: serotipo 12; 14: cepa de campo HV114; 15: A. suis (ATCC 15558); 16: A. rossii (ATCC
27072); 17: A. equuli (ATCC 19392). El tamafio molecular de los marcadores se indica a la izquierda (en
kilopares de bases).

Figura 8: amplificacion por PCR de apx/V usando los cebadores APXIVA-1 L y APXIVA-1 R. Asignaciones de
carriles: los carriles 1 a 13 contienen las cepas de referencia de A. pleuropneumoniae de los serotipos 1, 2, 3,
4, 5a, 5b, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 respectivamente; carril 14: cepa HV114; carril 15: A. suis ATCC 15558; carril
16: A. rossii ATCC 27072; carril 17: A. equuli ATCC 19392; carril 18: A. lignieresii ATCC 49236; carril 19: P.

haemolytica de tipo 1 ATCC 14003. A la izquierda se indican los marcadores de tamafio molecular (en pares de
kilobases).

LISTADO DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: AKZO Nobel N.V.
(B) CALLE: Velperweg 76
(C) CIUDAD: Arnhem
(E) PAIS: The Netherlands
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 6824 BM
(i) TITULO DE LA INVENCION: Actinobacillus pleuropneumoniae vivo atenuado
(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 4
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO MEDIO: Disco flexible
(B) ORDENADOR: PC IBM compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPO)
(2) INFORMACION PARA LA SEC ID Ne: 1:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA: 1
(A) LONGITUD: 6736 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Actinobacillus pleuropneumoniae
(B) CEPA: 4074 (cepa de referencia serotipo 1)

(vii) FUENTE INMEDIATA:
(B) CLON: pROK?
(ix) CARACTERISTICAS:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1576..6549
(D) OTRA INFORMACION:/codon de inicio= 1576

/funcién= "toxina RTX"
/producto="ApxIV-var1"
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/gen="apxIV_var1"
/numero= 1

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIAS: SEC ID N°: 1:

ATCGATATGC CGCCGGEGTAC GGGCGATATC CAACTTACTC TTTCGCAACA AATTCCGGTT
ACCGGTGECGEG TGGTGEGTAAC CACTCCGCAA GATATTGCGT TATTAGATGC _GGTGAAA(I':'G‘I'
ATTTCAATGT TCCAAAARGT GTCGEGTACCG éTCTTAGGTA TCATTGARAA TATGAGCGTA
CATATCTGCC ARAATTGCGG TCACCACGAA GATATTTTCE GCACCGECGE TGCGGAGARA
GTGGCEAAGA AATACGGTAC TAAAGTATTA GGACAAATGC CATTGCATAT TCGCTTACGT

CAAGATTTGG ATGCCGGCAC ACCGACCGTC GTTGCGGCAC CGGAACACGA AACCAGCCGA

14

60
120
180
240
3900

360



GCCTATATTG
CCGTCTGAAA
ACACRAGCGG
TTCGCTGITG
GTTAGTGAAT
TTGCGCTGETT
AACRGCTGAT
CGAAGCARGA
CATACGATGC
TTAAAAAACT
ARGATTGGGA
GAACCTTAGC
GCAATCCTAA
TTAACTATGC
AGATTGGATG
GAATTTATGG
TTTTTTAATG
CAGGARAMAK
ATGCTGGGTT
ACATTAGGCT
ACCACAGGAT

GGC
Gly

AAA CGC
Lys Avrg

AATTAGCGGC
TTATGATTCG
TAGAATTTGC
GACTGCTATT
TATTTTTATT
GGTCTTAGGT
GTTAAGCGGT
ACTGATTGAT
TTATACTGAT
CAATCCAAAT
TGTTCGTGTG
AAATAGAGAA
AAGAGCAAGC
AAGATGTGAC
ATTCACTTAT
TGGGGCCGEE
CTGGGAAATC
TCTTGGTCGG
ATACGAAAGG
TTTATGACGA

ES 2443 094 T3

AAARGTCGCT
TGAAGTAAMA
AGAARMATTT
TGATTTIGGTT.
AATTTGAMAG
GTCETTATCA
TATTGTGAAA
AGGGCAATTA
GAACCTTTAG
TGTTGTGAAN
GAAGETAAGG
CCTGAACGAT
TACTTATATT
CAATITATAT
TTCTGAAMATA
ACGTTTTGTG
ACGCATTATT
TTTARAACCG
CAGAGAAGTG
TGGCAAAGGG

TTAAA ATG AGC GAC AAT
Met Sex Asp Asn

1

TAT
Tyr

15

GAA
Glua
3¢

GGT
Gly
45

crT
Leu

TTT
Phe

GCG
Ala

GAT TIT
Asp Phe

TTG GAA
Leu Glu

AAC TTT
Asn Phe

AAN GCG
Lys Ala

AAD GTA
Lys Val Tyr
9s

GAT
Asp

AGT
Ser

ACC
Thr Gly G
65
GARA GCe G
Glu

80

TAC

Ile Glu

TTT GTC
Phe Val

ATT ATC
Ile Ile

GGC GhG

Ala Ala

GGC GGET
Gly Gly

20

50

lu

CG

100

GEC GeC TTT TGG
Gly Gly Phe Trp
35

GAC CCA TCC GGT
Asp Pro Ser Gly Ile

GTG. GAA ACC TAC
val Glu Thr Tvr

AAG ARA AGC CAT
Lys Lys Ser His

Leu Asp Gln Ile

TCGGAATTAT
TAAGTTTTAA
GCAAATCCTA
TGTCAGGATA
GAAACAAAAT
GCTATGCCTG
AGGACGGAAG
ACTATATGCT
AAATAAARCC
TTACCTCATG
CATATAGGTA
GGGAAACTAG
ATTTAAAGAG
TTATATAAAR
GGAARAAGGAG
ACCGCTGATA
GCGCCGCAAG
GGCAAMATATT
GTAAATGGCA
GATTTACTCG

ACTGGCRAGG
TAACCACGAA
CCGCTTTTTT
TTATGTTATT
GAARATAAAR
GTATCAAAAT
TTATTTTGAT
GGAGCATCAA
ATATTTAACA
GCCAGCAGAT
TGTAATCGTA
TATTGTTTTT
AGAAATTTAT
CGARAACTCT
ATGATGATAT
ACTTTAGCGT
TCCCGCCTAT
CCARAGCGCA
TCTTTGCCGR
AACGCGCCTA

TTCGGTTATC
ARCACAAAGA
ATTAGTACGA
GTAATGAAAT
AARCGTTACA
TATCAATGGG
GATAGGCATA
TCTAAARAAA
ATAGAGGAAT
GCAGTTCCAC
ARATATTTAA
GATAATTGCG
TATGACAAAA
ACCTARAGAT
TGATAGAAAA
TGTAAGAGAT
TCGTTCACAG
GATATTGGAA
TGARGTCCAG
TATCTGGAAT

GCC TTT TTT GTT ATA GAA GAA TCA
Ala Phe Phe Val Ile Glu Glu Ser
10

5‘

Asn Phe Gly Ile Glu

TCT
Ser
ATCQ
55
ACG
Thr
70
TGG

Trp
8%

Ile

15

ATT GAA AAC TTT GGT ATT GAA CCT CTT GGT AAG CAA

Pro Leu Gly Lys Gln

25

AaC TTA GTG AAT CaGT
Asn I.eu Val Asn Arg

40

GGT GGA ACG GTA AAC
Gly Gly Thr Val Asn

60

TTA GAC GAR ACA AGG
Lew Rsp Glu Thr Arg

75

AGT TTA GTG AAT GCG
Ser Leu Val Asn Bla
90

TTA GAC CAA ATT ATT AAA AAR CTA TGG GAC

Lysa Lys Leu Trp Asp

105

420
480
540
600
660
720
780
840
200
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1611
1659
1707
1785
1803
1851

1899



AGT
Ser

Lys
125

ACT
Thr

GCC
Ala

GTT
Val

ACT

AGC
Ser
205
GTG
val

CAT
His

AGA

TIT
Phe

TIT
Phe
285
TTA
Leu

GCG
Ala

ACT
Thr

Lys

ACG

365

GGC
Gly
110

CCG
Pro

Lys

AAT
Asn

AGT
Ser

TTA
Leu
180

Leu

val

GaG
Glu

GTA
val

GTG
Val
270

AGC
Sar

TTA
Leu

ACT
Thr

AAT
Asn

TTA
Leu
350

ccT
Pro

TCA
Ser

ATT
Ile

ATC
Ile

CAG
Gln

GGT
Gly
178
AAT
Asn

acT
Ala

TAT

GAT
Asp

Gly
255

AGA

GAG
Glu

ACT
Thr

TTC
Phe

TAT
TYr
335

Lya

ATT
Ile

ATT
Ile
ATT
Ile

ACC
Thr

Lys
160

Ser

AGH

ARRA
Lys

are
val
TTG
240
GAT
Asp

GAM
Glu

TAC
Tyr

TAC
Tyr

GCt
Ala
320

CGT
Arg

AGT
Ser

GAC
Asp

AAG
Lys

TAC

CGT
Arg
145

ATT
Ile

GAT
Asp

ATG
Met

Leu

ACC
Thr
2256

TTT
Phe

ACHA
Thr

lys

ATA
Ile

QCA
Ala
308

CAT
Hi=s

TAT
Tyr

CCG
Pro

GAA
Glu

CAT
His

GGC
Gly
130

AGG
Arg

Glu

ATC
Ile

TTG
Leu

GAT
Agp
210

GGC
Gly

erTe
Leu

ATT
Ile

Gly

ACG
Thx
290

GTT
vVal

GCG
Ala

Glu

Leu

AAC
Asn
370
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TTA
Leu
115
ACG
Thr

ATT
Ile

Lys

ATT
Ile
CTA
155

AAT
Asn

Lys

GGT
Gly

Glu

GTA
Val
275

Lys

TTA
Leu

ACT

GTT
val

GTG
Val
is§

GGA
Gly

TAT
Tyr

GCC
Ala

Ala

GGacC
Gly

Lys
180

TCA
Ser

cce
Pro

GGG
Gly

Gar
Gly

Gac
Asp
260

CCT
Pro

Glu

Glu

ATG
Mat

Lvs
340

GAG
Glu

Lys

Gln

GGC
Gly

GGT
Gly

GTG
val
165

TG
Leu

Gln

TTA
Leu

AAT
Aszn

Glu
245

agcc
Ala

AAG
Lys

Glu

AART
Asn

CTT
Leu
az2s

Gly

T™IT
Phe

GCA
Ala

GAT
Asp

AARC
Aszn

Lys
150

TTA
Leu

Leu

cTT
Leu

GccC
Ala

GAT
Asp
230

GGG,
Gly

GAC
Asp

Ala

ATA
Ile

TAT
Tyr
310
AAT
Asn

CTA
Leu

ACA
Thr

CTT
Leu

16

ARR
Lys

GAC
Asp
135

GAA
Glu

Glu

Phe

ATC
Ile

ceT
Pro
215

Leyne]
val

AAT
Asn

GGC
Gly

GAT
Asp

Liys
295

AAT
Asn

GAG
Glu

Lys=

GCT
Ala

AGC
sSer
178

GAT
Asp
120
AGT
Ser

GTT
val

Lys

Gly

CAG
Gln
200

TAC

CTT
Leu

GAT
Asp

Lys

cCcT
Pro
280

GAG
Glu

Trp

CTT
Leu

TTG
Leu

GAT
Asp
360

Glu

ACG
Thr

ARG
Lys

ACG
Thy

TG
Leu

Ala
185

TCT
Ser

Thr

Liys

ACT
Thr

GGT
Gly
265

AAG
Lys

GTT
Val

Glu

TTT
Phe

cce
Pro
345

TTA
Leu

Lys

GGC
Gly

ATT
Ile

CTT
Leu

aly
170

TG
Leu

TTT
Phe

Lys

Gly

TAT
250

Lys

ode e

Glu

GAG
Glu

ACT
Thr
330

Ala

TTA
Leu

AGT
Ser

Lys

Glu

GAT
Asp
155

cre
Let

ACT
Thr

TCC
Ser

RAT
Asn

ACT
Thr
238

TAT

GTC
Val

GTA
Val

AAG
Lys

Lys
315.

GAT
Asp

GTT
Val

ACT
Thr

ATT
Ile

TTA
Leu

GGC
Gly
140
ATT
Ile

TCT
Ser

CCA
Pro

GAT
Asp

GGC
Gly
220

Glu

GCa
Ala

TAT
Tyr

GAG
Glu

Gly
300

ACG
Thr

TAT
Tyr

Lya

GTT
val

ACG
Thr
i8¢0

1947

1595

2043

2091

2139

2187

2235

2283

2331

2379

2427

2475

2523

2571

2618

2667

2715



GTT
val

BRAT
Asn

ccT
Pro

TCG
Ser

AAT
Asn
445

Gly

AAT
Asn

GCT
Ala

CGA
Arg

ACG
Thr
52%

Gln

Gln

GAT
Asp

Phe

Glu
605

CAT
His

Leu

AAA AAT
Lys Asn

AGC TAT
Ser Tyrx

GCT TTT
Ala Phe
4158

TCG GGA
Ser Gly
430

CAC CGA
His Arg

AAT ARC
Asn Asn

GC3@ CCA
Ala Pro

TTA GAT

Leu Asp
495

CAA GGC
Gln Gly
510 :

GGC TGG
Gly Trp

GAC GGC
Asp Gly

CTT TCC
Leu Ser

TTG GAT
Leu Asp
575

TCT AAA
Ser Lys
590

GCGE AAT
Ala Asn

ACC GCC
Thr Ala

GCT CAG
ala Gln

Phe

TAT
400
TAT
TyT

GCA
Ala

AAT

Asn

Gln

AAT
Asn
480

TTA
Leu

GCG
Ala

cTC
Leu

ATT
Ile

GAC
Asp
560

ACA
Thr

CTC
Leu

GAG
Gln

TAT
Tyr

CTT
Leu
640

Lys
385

TAT
Tyr

ATT
Ile

GGA
Gly

AAT

_Aan

AAT
Agn
465

AAC
Asn

GAT
Asp

TTA
Leu

GCT
Ala

ATT
lle
545

GGC
Gly

AAC
Asn

Gln

cTa
Leu

GAA
Glu
625

GGG
Gly

AAT
Asn

™mce
Phe

GAR
Glu

AAT
Asn

GCC
Ala
450
AAC
Asn

[alee)
Pro

GGA
Gly

¢
Phe

Ala
530

AAT

AGT
Ser

CAA
Gln

ATT
Ile

Dha

610

GAG
Glu

Lys

ES 2443 094 T3

GGT
Gly

7T
Leu

cGa
Arg

AGC
Ser
435

TCC
Ser

Gly

Gly

GAT
Asp

GAT
Asp
815

GAT
Asp

GAT
Asp

ATT
Ile

GAT
Asp

TGG
Trp
595

AGC
Sar

CGT
Arg

TAT
Tyr

CGAT
Asp

GAA
Glu

Lys
420

Lys

GAC
Asp

AGC
Ser

car

Gly
500

CAT
His

GAC
Asp

ATA
Ile

TCT
Ser

CAG
Gln
580

Arg

TTA
Leu

AAT
Asn

Glu’

TTA GGA ATA AGG TTG TTé GAT

Leu

GGC
Gly
405
AAC
Asn

GAT
Asp

Leu

AAT
Asn

AAC
Asn
485

Leu

GAA
Glu

GaT
Gly

AGC
Ser

GCA
Ala
565

cGT

GAT
Asp

GAA
Glu

GAT
Asp

Lys
§45

Gly
350

CAA
Gln

GGT
Gly

TGG
Trp

AAT
Azn

Gln
470
TAT
Tyr

GAA
Glu

GGA
Gly

Fhe

Glu
550

CAC
His

ATC
Ile

TTA
Leu

AGT
Ser

TTT
Tha
630

ACG

17

Ile

GAT
Asp

GGC
Gly

Gly

Lys
455

GAT
Asp

GAT
Asp

ACC

Lys

TTA
Leu

535

TTA
Leu

GGT
Gly

GAC
Aap

AAT
Asn

TTG
Leu
e15

CTA
Leu

GAC
Asp

Arg

ACG
Thr

Gly

Gly
440

cCG
Pro

AAT
Asn

ATT
Ile

GTG
val

GGT
Gly
520
ara
Val

™T
Phe

Phe

Gln

Gln
600

AAT
Asn

GCG
Ala

GGT
Gly

Leu

GGT
Gly

GCT
Ala
425

AAC
Asn

GAC
Asp

CAT
His

TAC

TCG
Sar
505

ATT
Ile

TTA
Leu

AGT
Ser

[eoled
Ala

AAT
Asn
585

AMRC
Asn

ATT
Ile

a3G6C
Gly

acr
Thr

Leu

Asp

- 395

TTT
Phe
410Q

Lys

GGG
Gly

GGA
Gly

AGC

Ser

GAT
Asp
490

ATG
Met

CGT
Arg

GAT
Asp

AAT
Agn

ACH
Thr
S7T0

GAT

GGT
Gly

Lys

AAT
Asn

i
Phe
650

TAT
Tyr

AAT
Asn

CAT
His

AAT
Asn

GAT
Asp
475

cCT
Pro

ARC
Asn

AcCc
Thr

cGT
Arg

Lys
5585

TTA
Leu

ARG
Lys

TTT
Bhe

TCT
Ser

AAT
Asn
635

Ala

cCT
Pro

GGT
Gly

AAC
Asn

GGA
Gly

AAT
Asn
4690
GTG
val

TTA
Leu

Gly

GCA
Ala

AAC
Asn
540
AAT
Asn

ace
Ala

Leu

AGT
Sar
TTA
620

ATC
Ile

Gln

27613

2811

2859

2907

2955

3003

3051

3099

3147

3198

3243

3291

3339

3387

3435

3483

3531



ATG
Met

GAA
Glu

GGC
Gly
685

GUAG
Glu

Ala

GAT
Asp

AGT
Ser

AGT
Ser
765

GAM
Glu

AAT
Asn

ACT

CGT
Arg

ART
Asn
345

Glu

TAT
Tyr

Lys

CAA
Gln

tielad
Gly

Ala
670

ACC
Thr

TG
Lau

Gln

TTA
Leu

ACC
Thy
750

AGT
Ser

CAG
Gln

ATC
Ile

GAT
Asp

TCT
Ser
839

GCGE
Ala

GCce
Ala

GAT
Asp

Glu

GGA
Gly
210

GAT
Asp
655

TTA
Leu

GGT
Gly

acT
Ala

CGA
Arg

CAG
Gln
735

GAT
Asp

ATA
Ile

Ser

GAT
Asp

Lys
815

TTA
Leu

Lys

TTA
Leu

TTA
Leu

GGG
Gly
895

™'T
Phea

TTA
Leu

AAT
Ran

CGG
Arg

Ala

GAA
Glu
720

TAT
Tyr

AGT
Ser

Arg

Lys

CARA
Gln
800

GTG
val

CTT
Leu

Gln

TTT
Phe

AGC
Ser
880

CTA
Leu

TAT
Tyr

AAT
Asn

TTA
Leu

GTT
Val

TTA
Leu
705

TTA
Leu

ChA
Gln

AGT
Ser

AAT
Aan

GCA
Ala
785

Leu

ART
Asn

TTA,
Leu

Phe

AAC
Asn
865

Glu
TTA
Leu

GAA
Glu

TTC
Phe

ACC
Thr

e
Arg

690

TTA
Leu

Leu

CAT
His

GCT
Ala
Ala
770
Lys

TAT
Tyr

AAT
Asn

Gln

GAA
Glu
850

TCT
Ser

TAC
Tyr

cTG
Leu

AACQ
Asn

ES 2443 094 T3

AGT
Ser

GAG
Glu
675

GAT
Asp

Gln

cer
Pro

TAT

Ser
155

AAG
Lys

ATT
Ile

TAC
Tyr

ATG
Met
ACG
835
GGG
Gly

ACT
Thr

Leu

TTA
Leu

Trp
918

TTT
Phe
660

CAR
Gln

TTG
Leu

Gln

aCC
Ala

GAT
Asp
740

GTC
Val

CAT
Hisz

GC6
Ala

ACG
Thr

TAT
Tyr
820

CGT
Arg

Lys

Phe

TCT

AGC
Ser
300

GCG
Ala

ARC
Asn

¢z
Gln

CGT
Arg

TAC

ATT
Ile
725

Lys

val

GAT
Asp

ACT
Thr

ACG
Thr

‘805

CAA
aln

Leu

Trp

Lys

TTC
Phe
885

CGT

Arg.

GCT
Ala

alc;
Pro

CaT
Arg

Glu

ACT
710
TTA
Leu

ACA
Thr

AGA
Arg

CCT
Pro

TTA
Leu
790

GAT
Asp

ACH
Thr

ANG
Lys

GTA
val

CAA
Gln
870

TTT
rhe

TAT

Tyr

ACT
Thr

18

TT
Phe

CGC
Arg

ace
Ala
695
ARG
Lys

GAT
Asp

TTA
Leun

GTC
val
ACC
7178

AAT
Asn

Lys

ACC
Thr

Lys

ACC
Thr
855

TCG
Ser

Asn

ATA
Ile

TCT
Ser

TAT
Tyr

ACA
Thr
680

GCC
Ala

GCC
Ala

Lys

crr
Leu

ACG
Thr
7640

arT
Val

TCG
Ser

GAC
Asp

GTA
val

TAT
Tyx
840

GAT
Asp

-

cCT

Pro

GAT
Asp

GAT
Asp

AAC

520

AGC
Ser
665
ATT
Ile

GCA
Ala

TCC
Ser

TGG
Trp

Lys
745

ceT
Pro

ATG
Met

CTC
Leu

ATT
Ile

GARA
Glu
825
GTT
val

TAT
Tvr

4

Glu

oot
Pro
TAT
908

TTA
Leu

CGa

AAT
Asn

CT?T
Leu

GAT
Asp

GCG
Ala
730

ACG
Thr

TCT
Ser

Gln

TAT
Tyr

Sex

AAT
Aan

ACG
Thr
890

GCT
Ala

ACT
Thr

TTT
Phe

CTA
Leu

TCT
Ser

TTT
Phe
715
GCA
Ala

GTA
Vval

Gln

ARC
Asn

Gly
795
TAT

GCC
Ala

Sex

CGT
Arg

Ala
875

GAR
Glu

Lys

ATT
Ile

ACcC
Thy

ACC
Thr

GAG
Glu
700

CAG
Gln

ACG
Thr

GAA
Glu

TTA
Leu

TTT
Pha
780

‘TTA
Leu

ATT
Ile

TAC

GTT
val

ACT
Thr
8&0

TTA
Leu

TGG

.Trp

GCA
Ala

GCC
Ala

3579
3627
367s
3723
3771
3819
3867
3915
3963
4011
4059
4107
4155
4203
4251
4299

4347



ceT
Arg
925

36C
Gly

TTA
Leu

GAT
Asp

GGA
Gly

GCA
Ala
10058

GTG
val

GAT
Asp

cARn
Gln

CTG

TTA
Leu

GAT
Asp

TCG
Ser

ACG
Thr

CAC
His
930

AGA
Arg

AAG
Lys

ACG
Thr

TTT
Phe

ATT

AGA GAG
Arg Glu

GARA ARA
Glu Lys

GGT AGT
Gly Ser
260

TTA AbA

Leu Lys
275

Gly Gln

GAT ATC
Asp Ile

TTT CGA
Phe Arg

GAT TCG
Asp Ser

GCT
Ala

AAT
Asn
945

GCA
Ala

GGEC
Gly

GAT
Asp

GAC
Asp
CGA
Arg

ES 2443 094 T3

GGA GTA
Gly Val
93¢

AAT ATT
Asn Ile

GGT. GAT
Gly Asp

AGC TAC
Ser Tyr

ATC GTT
Ile Val
995

ACC TTA
Thr Leu
1010

GTA GAT
Val Asp

1025

GTC
Val

1040

GAC AARA
Agp Lys
1055

AAL GCA

Leu Ile Lys Ala
1070

ATA AAG GAT CAT
Ile Lys Asp His

1085
AAC
Asn

AAR
Lys

CGC
Axg

GAA
Glu

CAT
His

GAT
Asp

GGA
Gly

GCA
Ala

GTG

ATT CTA
Ile Leu

CAC GGA
His Gly

TG
Leu

ace
Gly

GCG
Ala

AGA

ACG GTA
Thr Val

GAG TTT
Glu Phe

CTT CAT
Leu His

ATT TTT GCA GAA TCG-ACG GAT TTA BAA
ile Phe Ala Glu Ser Thr Asp Leu Lys
835 940

TTG TTA GGT AGC CAA AAA GAT AAT AAC
Leu Leu Gly Ser Gln Lys Asp Asn Asn
950 ' 955

GAT CTA CTT ATC GGC GGEA GAG GGT AAT
Asp Leu Leu Ile Gly Gly Glu Gly Asn
965 370

GGT GCA GAC ACC TAT ATC TTT AGC AAA
Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Lys
1 i 24as

TAT GRA GAT ACC AAT AAT GAT AAC CGC
Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp Asn Arg
1000 -

ARA TTT ACC GAT GTG AAT TAT GCG GAA
Lys Phe Thr Asp Val Asn Tyr Ala Glu
1015 1020

BAAT GAC TTA ATG TTA TTC GGT TAT CAT

Asn Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyr His
1030 1035

AARA TCC TTC TAC AGC CAT GTA GAT TAT
Lys Ser Phe Tyr Ser His Val Asp Tyr
1045 1050

GCT GAC CGC AGT ATA ACT CGC GAT GAA
Ala Asp Arg Ser Ile Thr Arg Asp Glu
1060 1065

CTA TARC GGC ACC GAT GGC AAT GAT GAT
Leu Tyr dly Thr Asp Gly Asn Asp Asp

1075 1080

GAT TGG
Asp Trp
1090 .

GGT GGC

GAC AGC ATT TTG GAA GGC GGC AAMN GGC
Asp Ser lle Leu Glu Gly Gly Lys Gly
1095 1100

TAC GGT GCG GAC ACC TAT ATC TTT AGC

Arg Gly Gly Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser
1105

CAG GAT ATC GTT TAT GAAR GAT ACC AAT AAT GAT AAC
Gln Asp Ile Val Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp Asn

1120

AGA GAT ATC GAC ACC TTA AAA TTT ACT GAT GTG AAT TAT GCG
Arg Asp Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Val Asn Tyr Ala

1135

1110 111%

1125 1130

1140 1145

AAA TTC CGA CGA GTA GAT AAT GAC TTA ATG TTA TTC GGT TAT
val Lys Phe Arg Arg Val Asp Asn Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyrx
115% 1160

1150

GAT ACG GAT TCG GTC ACG ATA AAA TOQC TTC TAC AAC CAT GTA GAT
Asp Thr Asp Ser Val Thr Ile Lys Ser Phe Tyr Asn His Val Asgp

1165

TAT CAA TTT GAC AAA TTG GAA TTT GCT GAC CGC AGT ATA ACT CGT GAT
Tyr Gln Phe Asp Lys Leu Glu Phe Ala Asp Arg Ser Ile Thr Arg Asp
1185

1170

1175 1180

1180 1195

19

4395

4443

T 4491

4539

‘4587

48635
4683
4731
4779
4827
4875
4923
4971
5019
5067
5115

5163



GAR CTA GGT ARA CAA GGT ATG GCA' TTA TTT
Gly Met Ala Leu Phe

Glu Leu Gly Lys

Gln

1200

AAT ATC AAC GAC
Asn Ile Asn Asp
. 1215

AAT GAT ACG GTT
Asn Asp Thr val
1230

ARA GGT AAT GAT
Lys Gly Asn Asp
1245

TTT AGC AAA GGA
Phe Ser Lys Gly

GAT AAC CGC GCA
Asp Asn Arg Ala

TGG
Trp

AAT
Asn
123

ATT
Ile
1350

CAC GGA CAG
His Gly Gln
1265

ATC
Ile

AGA GAT
Arg As

- 1280 '

TAT GCG GAA GTG
Tyr Ala Glu Val
T 1295

GGT TAT CAT GAT
Gly Tyr His Asp.
1310

GTA GAT TAT CRA
val Asp Tyr Gln
1325 -

GAT GAA CTG
Asp Glu Leu

cee
Axg

GAT GAT ATA
Asp Asp Ile

AAT
Asn

CGA
Arg

AAN
Lys

TTC
Phe

GGA CGT AAC TCG GTG
Gly Arg Asn Ser Val

G6C GGT AAT GGC GAT
Gly Gly Asn Gly Asp

CTA AGA GGT
Leu Arg Gly

ES 2443 094 T3

1205

1220

5

GGC TAC GGT

Gly Tyr

GGC ACT GAC GGT GAT GAT
Gly Thr Asp Gly Asp Asp

1214

ATT GAT GCC GGT GCG CGGT
Ile Agp Ala Gly Ala Gly

1225

GAC ACC CTC ATC GGC GGC
Asp Thr Leu Ile Gly Gly

1240

GCG

Gly Ala

1255

ATC GTT TAT
Ile Val Tyr
1270

GAT
Asp

GAC
Asp

ACC TTA AAA
Thr Leu Lys
1288

GTA GAT AAT
val Asp Asn

caa
Aryg
1300

GRA
Glu

TTT
Phe

GAC
Asp

GAC ACC TAT ATC
Asp Thr Tyr Ile
1260

GAT ACC AAT AAT
Agp Thx Asn Asn
1275

ACC GAT GTG AAT
Thr Asp Val Asn
1290

TTC
Phe

TTA ATG TTA
Leu Met Leu
1305

ACG
Thr

GAT
Asp

TCG GTC ACG
Ser Val Thr

1315

TTT
Phe

GAC
Asp
1330

ATT
Ile

AAX
Lys

TTG GAG
Leu Glu

ARD
Lys

GGee CIT
Gly Leu

GChA
Ala

GTA ARA TCC TTC
Val Lys Ser Phe
1320

TTT GCT GAC CGC
Phe Ala Asp Arg
13135

GaEC
Gly

CAT CTA TAC
His Leu Tyr

CAT
His

TAC AGC
Tyr Ser

ACT
Thr
1340

AGT ATA
Ser Ile

GGC
Gly

ACC GAT
Thr Asp
1355

1345

ARG GAT
Lys Asp

CAT
Hia

1260

AAD GGC AAC
Ly= Gly Asn
1375

GGC
Gly

TTT AGC AAA
Phe Ser Lys
1390

ATC
Ile

AAT GAT AAC CGA

Asn Agp Asn Arg Ala Arg Asp Ile Asp Thr

1408

AAT
Asn

CTA
Leu

GAT ATT
Asp Ile

GGA CAC
Gly His

GGA
Gly

1350

TGZE GAC
Trp Asp

3CcG GAT
Ala Asp
1365

TAC
Tyr

AGA GGT GGC
Arg Gly Gly
1380

GTT
val

CAG GAT ATC
Gln Aszp Tle

1395

GCA AGA GAT

1410

TAT GCG GAA GTG ARA TTC CGA CGA GTA
Tyr aAla Glu Val Lys Phe Arg Arg Val Rasp Ran

1425

TTA
Leu

ATC GAC ACC

AGC
Ser

GGT
aly

TAT

Tyr
1400

AAA
Lys

1415

GAT

1430

AAT

TTC GGT TAT CAT GAT ACG GAT TCG GTC ACG ATA AAA

Phe

1440

CAT
His
1455

1445

1460

20

Gly Tyr Hig Asp Thr Asp Ser Val Thr Ile Lys

GTA GAT TAT CAA TTT GAC AAA TTG GAA TIT GCT
Val Asp Tyr Gln Phe Asp Lys Leu Glu Phe Ala

TTG GAA GGC
Leu Glu Gly
1370

ATT
lle

GAC ACC TAT
Asp Thr Tyr

GCE
Ala
1385

ACC AAT
Thr Asn

GAR GAT
Glu Asp

GAT GTG
Asp Val
1420

TTT ACT
Phe Thy

ATG TTA
HMat Lau
1435

GAC TTA
Asp Leu

TCC TTC TAC AAC
Ser Phe Tyr Asn
1450

GAC CGC AGT ATA
Asp Arg Ser Ile
1468

5211
5259
5307
5385
5403
5451
5499
5547
5595
5643
5691
5739
5787
5835 -
5883
5931

5979



10

ACT CGT GAT
Thr Arg Asp
1470

GGYT GAT GAT
Gly Asp Asp
1485

GCG GGT
aAla Gly

GGT
Gly

GGEC GGe
Gly Gly

ATC
Ile

TAT ATC
Tyr Ile

Ace
Thr

TTT

ES 2443 094 T3

-CTA GGT ARA CAA

Glu Leu Gly Lys Gln
1475

ATC BAC GAC TGG
Ile Asn Asp Trp
1490

AAT
Asn

GTT AAT
Val Asn

GAT ACG
Asp Thr
1505

AAT
Agn

GAT ATT
Asp Ile

AAR GGT AAT
Lys Gly Asn
1520

AGC AAR GGA CAC

GGT ATG GCA TTA TTT
Gly Met Ala Leu Phe
1484

GGA CGT AAC TCG GTG
Gly Arg Asn Ser Val
1498

GGC GGT AAT GGC GAT
Gly @ly Asn Gly Asp
1510

GGT GGC TAC
Gly Gly Tyr

CTA AGA

Leu Arg
1525

GGA CAG GAT ATC GTT

GGC
Gly

ATT
Ile

GAC
Asp

GGT
Gly
1530

TAT

ACT GAC
Thr aAsp

GAT GCC
Asp Ala
1500

ACC CTC
Thr Leu
1515

GCG GAC
Ala Asp

GAA GAT

Phe

15358

AAT AAT
Asn Asn
15850

ACC
Thr

GAT ATT AAT
Agp Ile Asn
1565

AAD
Lys

ATT ATT
Ile Ile

TCh CAC
Ser His

TAT
Tyr

CAR ACG TTG
Gln Thr Leu
1618

TTT GCT
Phe Ala
1630

GTA AAA

GGC
Gly

GAG

GAT
Asp

Ser Lys Gly His Gly

1540
GCA AGA GAT
Ala Arg

ARC CGC

Gln

ATC
Ile

Agp Ile Val Tyr Glu
1545

GAC ACC TTA ABA TTT
Agp Thr Leu Lys Phe

Asp

ACT
Thr

Asn Arg
_ 1585

TCC GAA CTT TGG
Ser Glu Leu Trp
1570

TTA
Leu

TCA TTA TTA AGT
Ser Leu Leu Ser
1585

AAR
Lys

ATA
Ile

CAA GAT CAT
Gln Asp His
1600

CAG GTG
Gln Val
1620

GTE AGC ACT
Val Ser Thr

GGA GGA
Gly Gly
1635

CAG ARG CAC
Gln Lys His

CAA TAT ATC BRAT AGC

Asp

CGA

Arg
1575

AGC
Ser

TTT
Phe

GAG GAT ARA GTC
Glu Asp

Lys val
1590

GAA AAT ATT.
Glu aAsn Ile
1605

(GAG AAG ATG
Glu Lys Met

GAG ATA TCT
Glu Ile Ser

TTA ACA GCT

Glu val Lys Gln Tyr Ile Asn Ser Leu Thr Ala
' 1855

1645

CATACGAAAG AAATCGGCAC AGTTTTTTIG AACTGTGCCG ATTIGATTIT AGTGTAAGAR
TATAGCCTGA TTTTAAGAAA TTTACTCTTG GCTAATAACT ATTTCCCATT TTATAAGTTA
TTGACGGATG GTTTTATCAA ATATGAGATC AAATCTTATT TTAAATTCGC TTTCCATTAA

GCGATAT

1650

(2) INFORMACION SOBRE LA SEC ID N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1658 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO

DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 2:

21

1560

TTG
Leu
1580

AAT AAC GAT
Asn Asn Asp

GAA
Glu

ACG GTT CAA AAT TGG
Thr Val Gln Asn Trp
1595

TTA TCG AAT GAG
Leu Ser Asn Glu
1610

CGT
Arg

GAG TCG ATG GCC
Glu Ser Met Ala
1625

G
Val

CTT GTG TCG CTT GAA
Leu Val Ser Leu Glu

1640

GCT TTA TAA
Ala Leu *

6027

6075

6123

6171

6219

6267

6315

6363

6411

6459

6507

6549

6609

6669

€729

6736



Met
Ile
Phe
;le
Gly

65
Gly

Lys

145
Ile

Asp
Met
Leu
Thr
225
Phe
Thr
Lys
Ile

Ala
308

Ser

Glu

val

Ile

50
Glu

Ala

Gly
His
Gly
13¢
Axrg
Glu
Ile
Leyg
Asp
210
Gly
Leu
Ile
Gly
Thr

290

val

Asp
Asn
Gly
a5
Asp
Vval
Lys
Leu
Leu
115
Thr
Ile
Lys
Ile
Leu
195
Asn
Lys
Gly
Glu
val
275

Lys

Leu

Asn
Phe
20
Gly
Pro
Glu
Lys
Asp
100

TYE
Ala
Ala
Gly
Lys
180
Ser
Pro
Gly
Gly
Agp
260
Pro

Glu

Glu

Ala
Gly
Phe
Ser
Thr
Ser

8S
Gln

Gin

Gly

Gly

Val
165
Leu
Gln
Leu
Asn
Glu
245
Ala
Lys

Glu

Asn

ES 2443 094 T3

Phe
Ile
Trp
Gly
70
His
Ile
Asp
Asn
Lys
150
Leu
Leu
Leu
Ala
Asp
230
Gly
Asp
Ala

Ile

310

pPhe
Glu
Ser
Ile

55
Thr

Trp
Ile
Lys
Asp
13%
Glu
Glu
Phe
Ile
Pro
215
val
Asn
Gly
Asp
Lys

295

Asn

val
Pro
Asn

40
Gly
Leu
Ser
Lys
Asp
120
Ser
val
Lys
Gly
Gln
200
Leu
Asp
Lys
Pro

280

Glu

Trp

Ile Glu
10

Leu Gly
25

Leu Val

Gly Thr

Asp Glu

Leu Val
80

Lys Leu
105

Thr Gly
Lys Ile
Thr Leu
Leu Gly

170

Ala Leu
185

Ser Phe
Thr Lys
Lys Gly
Thr Tyr

250
Gly Lys
265
Lys Arg
Val Glu

Glu Glu

22

Glu
Lys
Asn
Val

75

Asn
Trp
Lys
Glu
Asp
155
Leu
Thr
Ser

Asn

Thx
235

Tyx
Val

val

Lys

Ser
Gin
Arg
Asn
80
Arg
Ala
Asp
Leu
Gly
140
Ile
Ser
Pro
Asp
Gly
220
Glu
Ala
Tyr

Glu

Gly

. 300

Liys
318

Gly
Glu
Gly
45
Leu
Fhe
Ala
Ser
Lya
128
Thr
Ala
Val
Thr
Ser
205
vVal
His
Axg
Phe
Phe
285

Leu

Ala

Lys
Asp
30
Leu
Asn
Lys
Lys
Gly
110
Pro
Lys
Asn
Ser
Leu
190
Leu
val
Glua
Val
Val
270
Ser

Leu

Thr

Arg

15
Phe
Glu
Phe
Ala
Val
Ser
Ile
Ile
Gln
dly
175
Asn
Rla
Tyr
Asp
Gly
255
Arg
Glu

Thr

Phe

Tyr
Asp
Ser
Thr
Glu

80
Tyr
Ile
Ile
Thr
Lys

160

Ser

Arg

Lys

val

Leu

240

Asp

Glu

Tyr

Tyr

Ala
320



His
Tyr
Pro
Glu
Lys
385
Ile
Gly
Asn
Asn
465
Asn
Asp
Leu
Ala
Ile
545
Gly
Asn
Gln
Leu
Glua
625
Gly

Asn

Leu

Ala Thr
Glu val

Leu vVal
355

Asn Gly
370

Asn Gly
Phe Leu

Glu Arg

Asn Ser
435

Ala Ser
450.

Asn Gly
Pro Gly
Gly Asp
Phe Asp

515

Ala Asp
530

Asn Asp
Ser Ile
Gin Asp
Ile Trp

$9s

Phe Ser
610

Glu Arg
Lys Tyr
Phe Ser

Thr Glu
675

Met
Lys
349
Glu
Lys
Asp
Glu
Lys

420

Lys
Asp
Ser

Arg

Gly
1ol o)
His
Asp
Ile
Ser
Gln
580

Arg

Leu

Glu

Phe
66

Gin

Leu
325
Gly
Phe
Ala
Leu
Gly
405
Asn
Asp
Leu
Asn
Asn
485
Leu
Glu
Gly
Ser
Ala
565
Arg
Asp
Glu
Asp
Ly=z
645

Asn

dln

ES 2443 094 T3

Asn
Leu
Thr
Leu
Gly
aso
Gln
Gly
Trp
Asnl

Gln
470

VY
Glu
Gly
Phe
Glu
S50
His
Ile
Leu
Ser

Fiie
630

Thr

Pro

Arg

Glu
Lys
Ala
Ser
375
Ile
Asp
Gly
Gly
Lys
455
Asp
Asp
Thr
Lys
Leu
§35
Leu
Gly
Asp
Asn
Leu
615
Leu
Asp

Phe

Arg

Leu
Leu
Asp

360
Giu

Gly
Gly
440
Prq
Asn
Ile
Val
Gly
820
Val
Phe
Phe
Gln
Gln
600
Asn
aAla
Gly
Tyr

Thr
880

Phe Thr Asp Tyr

Pro
348
Leu
Lys
Leu
Gly
Ala
425
Asn

Asp

His

Sar
5908
Ile
Leu
Ser
Ala
Asn
€as
Aasn
Ile
Gly
Thr
Ser

665

Ile

23

330

Ala

Ser
Len
Phe
410
Lys
Gly
adly

Ser

Asp

Val Lys
Thr Val

Ile Thr
380

Asp Pro
395

Tyr Gly
Agn Asn
His Gly

Asn Asn
460

Asp Val
475

Pro Leu

490 -

Met
Arg
Asp
Asn
Thr
570
Asp
Gly
Lys
Asn
Phe
650

Arg

Asn

Asn Gly

Thr Ala

Arg Asn
540

Lys Asn
555

Leu Ala
Lys Leu
Phe Ser
Ser Leu

620
Asn Ile
635
Ala Gln

Phe Thr

Leun Thr

Thr
Lys
Thr
365
Val
Asn
Pro
Ser
Asn
445
Gly
Asn
Ala
Arg
Thr
525
Gln
Gin
Asp
Phe
Glu
805
His
Leu
Mat

Glu

Gly
685

Asn Tyr Arg

Leu
350
Pro
Lys
Ser
Ala
Ser
430
His
Asn
Ala
Leu
Gln
510
Gly
Asp
Leu
Lay
Ser
250
Ala
Thr
Ala
Gly
Ala

670
Thr

335

Lys

Ile

Asn

Phe
415
Gly
Arg
Asn
Pro
Agp
495
aly

Gly
Ser
Asp
578
Lys
Asn
Ala
Gln
Asp
655

Leu

Gly

Ser

Asp

‘Phe

Ala
Asn
Gln
Asn
480
Leu
Ala
Leu
Ile
Asp
E60
Thr

Leu

Glu

Leu

640

Leu

As=n

Arg



Val
Leu
705
Gln

Ser

Ala
785

Leu

Leu
Phe
Asn

8&s
Glu

Glu
Ala
hsn
945
Ala
Gly

Asp

Asp

Arg
690

Leu

Leu

His

Ala
Ala
770
Lys
Tyr
Asn
Gln
Glu

850

Ser
Tyr
Leu
Asn
aly
930
Asn
Gly

Ser

Ile

Asp
Gln
Pro
Tyr
Ser
755

Lys

Ile

Met
Thr
83s
Gly
Thr
Leu
Leu
915
Val
Ile
Asp
Tyr

Val
995

Thr Leu
1010

Arg Vval Asp
1028
¢

val Thr Val

Leu

Gln

Ala

Asp

740

val

His

Ala

Thr

Tyr

820

Lys

Phe

Ser

Ser

900

Ala

Ile

Leu

Asp

Gly

280

Lys

Asn

Lys

Arg
Tyr
Ile
725
Lys

val

Asp

Thr
805
Gln
Leu
Trp

Lys

Fhe
85

Arg
Ala
Fhe
Leu
Leu
965
Ala
Glu

Phe

Asp

ES 2443 094 T3

Glu
Thr
710
Leu
Thr
Arg
Pro
Leu
780
Asp
Thr

Lys

val

Gln

870

Pha

Thr
Ala
Gly
250
Leu
Asp
Asp

Thy

Ala
695
Lys
Asp
Leu
Val
Thr
775
Asn
Lys
Thr
Lys
Thr
as5s
Ser
Asn
Ile
Ser
Glu
935
Ser
1le

Thr

Thy

Ala
Ala
Lys
Leu
Thr
760
Val
Ser
Asp

Val

Tyr
840
Asp
Pro
ABp
Asp
Asn
920
Serx
Gln

Gly

Tyr

Asn

Ala
Ser
Trp
Lys
745
ro
Met
Leu
Ile
Glu

825

val

Tyr

Glu

Pro

Tyr
908

Leu
Thy
Lys
Gly
Ile

2985

Asn

1000

Agp Val Asn
1015

Leu Met Leu Phe
1030

Ser Phe Tyr Ser His
1045

24

Leu Ser
Asp Phe
715

Ala Ala
730

Thr- Val
Ser Gln
Gin Asn

Tyr Gly
795

Arg Tyr
810

Leu Ala
Tyr Ser
Ser Arg
Asn Ala

B75

Thr Glu
B3I0O

Ala Lys
Thr Ile
Asp Leu
Asp Asn

955

Glu Gly
970
Phe Ser

Asp Asn

Tyr Ala

Glu
700

Gln

Thr

Glu
Leu
Phe
780
Leu
Ile
Tyr
Val

860

Leu

Ala
Ala
Lys
9240
Asn
Asn

Lys

Arg

Glu
Ala
Asp
Ser
Ser
765
Glu
Asn
Thr
Arg
Asn

845
Glu

Lys
Gln
Arg
925
Gly
Leu
Asp

Gly

Ala

Leu
Gln
Leu
Thr
750
Ser
Gln
Ile

Asp
Ser

830

Ala
Ala

Asp

Glu

Gly
910

Leu

Asp
Ser

Thr

His
830

Arg

1008

Glu val Lys
1020

Gly Tyr His Asp Thr
1035

val Asp Tyz Gln

1650

Phe

Ala
Arg
Gln
735
Asp
Ile
Ser
Asgp
Lys
815
Leu
Lys
Leu
Leu
Gly

895
Phe

Glu
Gly
Leu
975
Gly
Asp
Phe

hAsp

Asp

Ala

Glu
720

Tyr
Ser
Arg
Lys
Gln
a00
val
Leu
Gln
Phe
Ser

880

Leu

Glu

'Lys

Ser
96¢

Lys

Gln

Arg

Ser
1040

Lys

1085
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Leu Glu Phe Ala Asp Arg Ser Ile Thr Ayg Asp Glu Leu Ile Lys Ala
1060 1065 1070

Gly Leu His Leu Tyr Gly Thr Asp Gly Asn Asp Asp Ile Lys Asp His
1075 1080 1085

Ala Asp Trp Asp Ser Ile Leu Glu Gly Gly Lys Gly Asn Asp Ile Leu
1090 1095 1100

Arg Gly Gly Tyr Gly A].a Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Lys Gly His Gly
1105 11186 1120

Gln Asp Ile Val Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp Asn Arg Ala Arg Asp
1125 1130 1135

Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Val Asn Tyr Ala Glu Val Lys Phe
1140 1145 1150

Arg Arg Val Asp Asn Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyr His Asp Thr Asp
1160 11465

Ser val Thr Ile Lys Ser Phe Tyx Asn His Val Asp Tyr Gln Phe Asp
1170 1175 1180

Lys Leu (dlu Phe Ala Asp Arg Ser Ile Thr Arg Asp Glu Leu Gly Lys
1185 1180 1185 1200

Gln Gly Met Ala Leu Phe Gly Thr Asp Gly Asp Asp Asn Ile Asn Asp
1205 1210 1215

Trp Gly Arg Asn Ser Val Ile Asp Ala Gly Ala Gly Asn Asp Thr Val
1220 1225 _ 1230

Asn Gly Gly Asn Gly Asp Asp Thr Leu Ile Gly Gly Lys Gly Asn Asp
1238 1240 12485

Ile Leu Arg Gly Gly Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Lys Gly
1250 1258 1260

His Gly Gln Asp Ile Val Tyr Glu Agp Thr Asn Asn Asp Asn Axg Ala
1265 1279 1275 1280

Arg Asp Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Val Asn Tyr Ala Glu Val
1285 1230 1295

Lys Phe Arg Arg Val Asp Asn Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyr His Asp
1300 1305 1310

Thr Asp Ser Val Thr Val Lys Ser Phe Tyr Ser His Vval Asp Tyr Gln
1315 1320 1325

Phe Asp Lys Leu Glu Phe Ala Asp Arg Ser Ile Thr Arg Asp Glu Leu
1330 1335 _ 1340

Ile Lys Ala Gly Leu His Leu Tyr Gly Thr Asp Gly Asn Asp Asp Ile
1345 1350 1355 1360

Lys Asp His Ala Asp Trp Asp Ser Ile Leu Glu Gly Gly Lys Gly Asn
1365 1370 1375

Asp Ile Leu Arg Gly Gly Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr lIle Phe Ser Lys
1380 1385 1390

Gly His Gly Gln Asp Ile Val Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp Asn Arg
1395 14900 1405

Ala Arg Asp Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Val Asn Tyf Ala Glu
1410 1415 1420

25



10

15

20

25
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Val Lys Phe Arg Arg Val Asp Asn Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyr His
1425 ) 1430 - 1435 1440

Asp Thr Asp Ser Val Thr Ile Lys Ser Phe Tyr Asn His Val Asp Tyx
1445 1450 1455

Gln Phe Asp Lys Leu Glu Phe Ala Asp Arg Ser Ile Thr Arg Asp Glu
1460 1465 1470

Leu Gly Lys Gln Gly Met Ala Leu Phe Gly Thr Asp Gly Asp Asp Asn
1475 1480

Ile Asn Asp Trp Gly Arg Asn Ser Val Ile Asp Ala Gly Ala Gly Asn
1450 1_495 . 1500

Asp Thr Val Asn Gly Gly Asn Gly Asp Asp Thr Leu Ile Gly Gly Lys
1505 1510 1515 1520

Gly Asn Asp Ile Leu Arg Gly Gly Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe
1525 1515

Ser Lys Gly His Gly Gln Asp Ile Val Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp
1540 1545 1550

Asn Arg Ala Arg Asp Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Ile Asn Leu
.. 1855 1560 . 1565
Ser Glu Leu Trp Phe Sexr Arg Glu Asn Asn Asp Leu Ile Ile Lys Ser
1570 1575 1880

Leu Leu Ser Glu Asp Lys Val Thr Val Gln Asn Trp Tyr Ser His Gln
1585 1590 1598 1600

Asp His Lys Ile Glu Asn Ile Arg Leu Ser Asn Glu Gln Thr Leu Val
1605 1610 1615

Ser Thr Gln Val Glu Lys Met Val Glu Ser Met Ala Gly Phe Ala Gln
1620 1625 1630

Lys His Gly Gly Glu Ile Ser Leu Val Ser Leu Glu Glu Val Lys Gln
1635 1640 1645

Tyr Ile Asn Ser Leu Thr Ala Ala Leu +*
1650 1658

(2) INFORMACION SOBRE LA SEC ID N°: 3

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 7004 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO
(iv) ANTI-SENTIDO: NO
(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Actinobacillus pleuropneumoniae
(B) CEPA: HV114 (cepa de campo de serotipo 3)

(vii) FUENTE INMEDIATA:

(B) CLON: pROK5

26



(ix) CARACTERISTICA:

ES 2443 094 T3

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 1566..5714
(D) OTRA INFORMACION:/coddn de inicio= 1566
/funcion= "toxina-RTX"
/producto= "ApxIV_var3"
/gen="apxIV_var3"
/nimero= 1

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA

ATCGATATGC
ACCGGTGCGG
ATTTCAATGT
CATATCTGCC
GTGGCGAAGA
CAAGATTTGG
GCCTATATTS
CCGTCTGAAA
ACACAGAAGG
TATTAGTACG
TGTAATGAAR
AARACGTTAC
TTATCAATGGE
TGATAGGCAT
AATTCAACAG
GGAATTTAAN
TCGTGAGGAT

TTTAAGARCC

CGCCGGGTAC
TAGTGGTAAC
TCCAAAAAGT
ABAATTGCGG
AATACGGTAC
ATGCCGGCAC
AATTAGCGGC
TTATGATTCG
AABACARGCG
ATTCGCTGTT
TGTTAGTGAA
ATTGCGCTGC
GAACAGTTGA
ACGARGCAGE
ACATATGAAG
ARACTAAATC
GCTGATTTAC
TATTTAGCGA

GGGCGATATC
TACTCCGCAA
GTCGGTACCG
TCACCACGRA
TAAAGTATTA
ACCGACCGTC
ABRAAGTCGOT
TGAAGTAAAA
GTACGAATTTG
GGACTGCCAT
TTATTTTTAT
TAGCTTTAGG
TGTTAAGTGG
ARCTGATTGA
GTGATGACCT
CGAATTGTTG
AGCGAGAGGS

ATAZAGAACC

:SEC ID N°: 3:

CAACTTACTC
GATATTGCGT
GTCTTAGGTA
GATATTTTCG
GGACAAATGC
GTTGCEGCAC
TCGGAATTAT
TAAGCCTACA
CAGAAAAAGT
TTGATTTGGT
TAATTTGAAA
CAGTGTTATT
CTATTGTGAA
TAGGGCAATT
TGTGGATATA
TAAGGTAGAT
CARAGCGTAT

TGAACAATGG

27

TTTCGCAACAH
TATTAGATGC
TCATTGARAA
GCACCAGCGE
CGTTGCATAT
CGGAACACGA
ACTGGCAAGG
TAACCACGGA
TGCAAATTCT
TTETCAGGAT
GGAGACAAAR
GGCTATGCCT
AAGGACGGAR
AACTATGTGC
AAACAATATT
TCTTGGCLGE
ARATACGTAA
GAARATTACA

AATTCCGGTT
GATGRAAGET
TATGAGCGTG
TGCGGAGAAA
TCGCTTACGT
CACCAGCRGA
TTCGGTTATC
ATACCAGATA
ACCGCTTTTT
ATTATGTTAT
TGAAAATAAR
GGTATCAAAR
GCTATTGTGA
TGGAAAMATCA
CAACAATAGR
ATGATGCTGT
ARGTCRAATA
TAGTATTTGA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
§00
660
720
780
840
200
960

1020

1080
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TAATTGCAGT GGARTTAAARG ARAAGACACCA ACTOTATTAA AARATAGATTA GATGGAGACA
ACACGATGAC AAAACTAACT ATCCAAGATG TGACTAATTT ATATTTATAT AAGCAAAGAA
CITTTACCTAC GGATAGGTTA GATGATTCGC TTATTAGCAA AACAGGAAAA GGGGAAAATA
TTGATARAAA GGAATTTATG GCGGGGCCGG GACGTTTTGT GACGGCCGAT AATTTTAGTG
TTGTAAARAGA CTTTTTTACT GCAAAGGATT CATTAATAAA CCTAAGCTTG CAGACTCGTA
TATTAGCGAA TTTARAGCCG GGCAAATATT CCAAAGCGCA GATATTAGAA ATGTTIGGGCT
ATACGAAAAA TGGAGAAAAG GTAGATGGCA TGTTTACCGG TGAAGTCCAG ACATTAGGCT
TTTATGACGA TGGCAAAGGG GATTTACTCG AACGCGCCTA TATCTGAAAT ACCACAGGAT

TTAAA ATG AGC GAC AAT GCC TTT TIT GTT ATA GARA GAA TCA GGC AAA
Met Ser Asp Asn Ala Phe Phe Val Ile Glu Glu Ser Gly Lys
166¢ 1665 1670

CGC TAT ATT GARA AAC TTT GGT ATT GAA CCT CTT GAT AAG CAA GAA GAT
Arg Tyr Ile Glu Asn Phe Gly Ile Glu Pro Leu Gly Lys Gln Glu Asp
1675 16890 15685

TTT GAT TTT GTC GGC GGC TTT TGG TCT AAC TTA GTG AAT CGT GGT TTG
Phe Asp Phe Val Gly Gly Phe Trp Ser Asn Leu Val Asn Arg Gly Leu
16920 1695 : i700

GAA AGT ATT ATC GAC CCA TCC GGT ATC GGT GGA ACG GTA AAC CTT AAC
Glu Ser Ile Ile Asp Pro Ser Gly Ile Gly Gly Thr Val Asn Leu Aan
1705 1710 1715 1726

TTT ACC GUEC GAG GTG GAA ACC TAC ACG TTA GAC GAA ACA AGG TTT AAA
Fhe Thr Gly Glu Val Glu Thr Tyr Thr Leu Asp Glu Thr Arg Phe Lys
- 1725 1730 1735

GCE GAA GCG GCG AAG AAA AGC CAT TGG AGT TTA GTG AAT GCG GCG AAA
Ala Glu Ala Ala Lys Lys Ser His Trp Ser Leu Val Asn Ala Ala Lys
1740 1748 1750

GTA TAC GGC GGT TTA GAC CAA ATT ATT AAA AAA CTA TGG GAC AGT GGEC
vVal Tyr Gly Gly Leu Asp Gln Ile Ile Lys Lys Leu Trp Asp Ser Gly
1755 : 1760 1765

TCA ATT AAG CAT TTA TAT CAA GAT ARA GAT ACG GGC AAA TTA AAR CCG
Ser Ile Lys His Leu Tyr Gln Asp Lys Asp Thr Gly Lys Leu Lys Pro
1770 1775 1780

ATT ATT TAC GGC ACG GCC GGC AAC GAC AGT AAG ATT GAA GGC ACT AAA
Ile Yle Tyr Gly Thr Ala Gly Asn Asp Ser Lys Ile Glu Gly Thr Lys
1785 1790 1795 1800

ATC ACC UGT AGG ATT GCG GGT AARA GAA GTT ACG CTT GAT ATT GCC AAT
Ile Thr Arg Arg Ile Ala Gly Lys Glu Val Thr Leu Asp Ile Ala Asn
1805 1810 1815

CAG AAA ATT GAA AAA GGC GTG TTA GAG ARA TTG GGG CTG TCT GTT AGT
Gln Lyg Ile Glu Lys Gly Val Leu Glu Lys Leu Gly Leu Ser Val Ser
1820 : 1825 1836

GGT TCGE GAT ATC ATT AAA TTGE TTG TTT GGA GCA TTG ACT CCA ACT TTA
Gly Ser Asp Ile Ile Lys Leu Leu Phe Gly Ala Leu Thr Pro Thr Leu
1835 1B40 1845

AAT AGA ATG TTG CTA TCA CAA CTT ATC CAG TCT TTT TCC GAT AGC TTG

Asn Arg Met Leu Leu Ser Gln Leu Ile Gln Ser Phe Ser Asp Ser Leu
1850 13855 1860

28

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1607
1655
1703
1751
1799
1847
1895
1943
1991
2039
2087

2135

2183
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GCT AAA CTT GAT AAT CCC TTA GCC CCT TAC ACT AAA ART GGC
Ala Lys Leu Asp Asn Pro Leu Ala Pro Tyr Thr Lys Asn Gly
1863 1870

1875

TAT GTC ACC GGC AAA GGG AAT GAT GTG CTT AAA GGA ACT GAA
Tyxr Val Thr Gly Lys Gly Asn Asp Val Leu Lys Gly Thr Glu

GAT
.Asp

GGC
Gly

AGA
Arg

GAG
Glu

1885

1850

TTG TTT CTC GGAT GGT GAG GGG AAT GAT ACT TAT TAT GOG
Leu Phe Leu Gly Gly Glu Gly Asn Asp Thr
190%

1900

Tyr Tyr Ala

GTG GTT
val val
1880

CAT GAG
His Glu
1895

AGA GTA
Arg val

1910

GAT ACA ATT GAA GAC GCC GAC GGC AAA GGT AAA GTC TAT
Asp Thr Ile Glu Asp Ala Asp Gly Lys Gly
1915 1320

GAA AAA GGG GTA CCT ARG GCG
Glu Lys Gly Val Pro Lys Ala
1930 19238

TAC ATA ACG AARA GAAR GAA ATA
Tyr Xle Thxr Lys Glu Glu Ile

1345 1950

ACT
Thr

™Cc
Phe

TAT
Tyx

ADRM
Lys

ATT
Ile

TAC GCA GTT TTA GAA AAT TAT
Tyr Ala Val Leu Glu Asn Tyr
- 1965

GCT CAT GCG ACT ATG CTT AAT
ala His Ala Thr Met Leu Asn
: 1980 :

CGT TAT GAA GTT AAA GGA CTA
Arg Tyr Glu Val Lys Gly Leu

1985 2000

AGT CCE TTG GTG GAG TTT ACA
Sar Pro Leu Val Glu Phe Thr
2010 .. 2018

GAC GAA AAC GGA ARA GCA CTT
Asp Glu Asn Gly Lys Ala Leu

2025 2030

AAT
Asn

TAT
Tyr

TTT
Phe

GGA
Gly

CGA

AAC CAA AAT AAC GGA AGC AAT CAA GAT AAT CAT AGC GAT GTG AAT GCG .

TTT AAAR AAT GGT GAT TTA GGA
Phe Lys Asn Gly Asp Leu Gly
2045

TAT TAT TTC CTT GAA GGC ChA
Tyr Tyr Phe Leu Glu Gly Gln
. 2060

GAT
Asp

ARA
Lys

AAT
Asn

GAG
Glu

ARA
Lys

GCT
Ala

AGC
Serx

ATA
Ile

GAT
Asp

CCT AAG
Pro Lys

GAG GTT
Glu val

Lys val Tyr
1925

GG GTA GAG
Arg val Glu
1940

GAA AMG GGG
Glu Lys Gly

1955

TGG GAA
Trp Glu
1970

CTT TTT
Leu Phe

1985

TTG CCC
Leu Pro

GAT TTA
Asp Leu

GAR AAA
Glu Lys
2035

AGG TTG
Arg Leu
2050

ACG GGT
Thr Gly

2085

TAT ATT GAA CGA AAR AAC GGT GGA GGC TCT
Tyr Ile Glu Arg Lys Asn Gly Gly Gly Ser
2075 2080

GCA GGA RAT AGC AAA GAT TGG GGC GGG AAC
Ala Gly RAsn Ser Lys Asp Trp Gly Gly Asn
0

2020 2095

AAT ARAT GCC TCC GAC CTG AAT AAA CCG GAC
Arg Asn Asn Ala Ser Asp Leu Asn Lys Pro Asp
2108 21}0

GAG AAA ACG
Glu Lys Thr

ACT GAT TAT
Thr Asp Tyr
1550

GCC GTT AAA
Ala Val Lys
2005

TTA ACT GTT
Leu Thr Val
2020

AGT ATT ACG
Ser Ile Thr

TTG GAT CCT
Leu Asp Pro

TTT TAT GGT

Phe Tyr Gly
2070

AAR AAT AAC
Lys Asn Asn
2085

GGG CAT GGA
Gly His Gly
2100

GGA AAT AAT
Gly Asn Asn

2115

TTT GTG
Phe Val

TTT AGC
Phe Ser

TTA TTA
Leu Leu
1960

GCG ACT
Ala Thr
1978

ACT AAT
Thr Asn

AAG TTA
Lys Leu

ACG CCT -
Thr Pro

GTT AAR
val Lys
2040

AAT AGC
Asn Ser
2055

CCT GCT
Pro Ala

TCG TCG
Ser Ser

AAT CAC
Asn His

G3G AAT
Gly Asn
2120

Asn Gln Asn Asn Gly Ser Asn Gln Asp Asn His Ser: Asp Val Asn Ala

212%

2130

29

2135

2231
2278
2327
2375
2423
2471
2519
2587
2615
2663
2711
2759
2807
2#55
2903
3951

2999
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CCA AAT AAC CC@E GGA CET AAC TAT GAT ATT TAC GAT CCT
Pro Asn Asn Pre Gly Arg Asn Tyr Asp Ile Tyr Asp Pro
2140 2145

GAT TTA GAT GGA GAT GGG CTT GAA ACC GTG TCG ATG AAC
Asp Leu Agp Gly Asp Gly Leu Glu Thr Val Ser Met Asn
2185 2160

GGEC GCG@ TTA TTC GAT CAT GAA GGA AAR GGT ATT CGT ACC
Gly Ala Leu Phe Asp His @Glu Gly Lys Gly Ile Arg Thr
2170 2175 2180

TGE CTC GCT GCG GAT GAC GGT TTT TTA GTG TTA GAT CGT
Trp Leu Ala Ala Asp Asp Gly Phe Leu Val Leu Asp Arg
2185 2190 2195

GGC ATT ATT AAT GAT ATA AGC GAG TTA TTT AGT AAT AAA
Gly Ile Ile Azn Asp Ile Ser Glu Leu Phe Ser Asn Lys
2205 22190

TCC GAC GGG AGT ATT TCT GCA. CAC GGT TTT GCG ACA TTA
Ser Asp Gly Ser Ile Ser Ala His Gly Phe Ala Thr Leu
2220 2225

GAT ACA AAC CAA GAT CAG CGT ATC GAC CAA PAT GAT AAG
Agp Thr Asn Gln Asp Gln Arg Ile Asp Gln Asn Asp Lys
2235 2240

AAA CTC CAA ATT TGG CGG GAT TTA AAT CAA AAC GGT TTT
Lys Leu Gln Ile Trp Arg Asp Leu Asn Gln Asn Gly Phe
2250 : 225% 22640

AAT GAG CTG TTT AGC TTA GAA AGT TTG AAT ATT ARA TCT
Asn Glu Leu Phe Ser Leu Glu Ser Leu Asn Ile Lys Ser
2268 2270 2275

2245

TTA GCT TTA
Leu Ala Leu
2150

GGG CGA CAA
Gly Arg Gln

2165

GCA ACG GGC
Ala Thr Gly

ARC CAA GAC
Asn Gln Asp
2200

AAT CAA CTT
Asn Gln Leu
2215

@eC GAT TTG
Ala Asp Leu
2230

¢TG¢ TTT TCT
Ley Phe Ser

AGT GAA GCG
Sexr Glu Ala

TTA CAT ACC
Leu His Thr
2280

GCC TAT GAA GAG CGT AAT GAT TTT CTA GCG GGC AAT AAT ATC CTT GCT

Ala Tyr Glu Glu Arg Asn Asp Phe Leu Ala Gly Aasn Asn
2285 2290

CAG CTT GGG RAG TAT GAA ARA ACG GAC GGT ACT TTT GGA
Gln Leu Gly Lys Tyr Glu Lys Thr Asp Gly Thr Phe Gly
2300 2305

GAT TTA AAT TTC AGT TTT BAAC CCG TTT TAT AGC CGA TTT
Asp Leu Asn Phe Ser Phe Asn Pro Phe Tyr Ser Arg Phe
2315 2320

TTA AAT TTA ACC GAG CAA CAA CGT CGC ACA ATT AAT CTh
Leu Asn Leu Thr Glu Glst Gln Arg Arg Thr Ile Asn Leun
2330 2335 2340

GGT CGG GTT CGG GAT TTG CGT GAA GCC GCC GCA CTT TCT
Gly Arg Val Arg Asp Leu Arg Glu Ala Ala Ala Leu Ser
2345 2350 2355

GCT GCT TTA TTA CAA CAG TAC ACT AAG GGC TCC GAT TTT
Ala Ala Yeu Leu Gln Gla Tyxr Thr Lys Gly Ser Asp Phe
2365 2370

CGA GAA TTA TTGE CCT GCC ATT TTA GAT AAA TGE GCG GCA
Arg Glu Leu Leu Pro Ala Ile Leu Asp Lys Trp Ala Ala
2380 2385

CAG TAT CAA CAT TAT GAT AARA ACA TTA CTT AAA ACG GTA

2325

Ile Leu Ala
2295

CAA ATG GGC
Gln Met Gly
2310

ACC GAA GCG
Thr Glu Ala

ACC QGC ACC
Thr Gly Thr

GAG GAG TTG
Glu Glu Leu
2360

CAG GCA CAX
din Ala Gln
2375

ACG GAT TTA
Thr Asp Leu
23%0

GARA AGT ACC

Gln Tyr Gln His Tyr Asp Lys Thr Leu Leu Lys Thr Val Glu Ser Thr

2295 2400

30

2405

3047

3095

3143

3191

3239

3287

3335

3383

3431
3479
3527
3578
3623
3671
3719
3?67

3818
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GAT AGT AGT GCT TCT GTC GTT AGA GTC ACG CCT TCT CAA TTA AGT AGT 3863
Agp Ser Ser Ala Ser Val Val Arg Val Thr Pro Ser Gln Leu Ser Ser
2410 2415 2420 -
ATA CGC AAT GTA AMRG CAT GAT CCT ACC GTT ATG CAA AAC TGT GAA CAA 3911
Ile Arg Asn Val Lys His Asp Pro Thr Val Met Gln Asn Cys Glu Gln
2425 2430 - 2435 2440
AGT AAG GCA AAA ATT GCG ACT TTA AAT TCG CTC TAC GGG TTA AAT ATT 3989
Ser Lys Ala Lys Ile Ala Thr Leu Asn Ser Leu Tyr Gly Leu Asn Ile
2445 2450 2455
GAT CAA CTT TAT TAT ACG ACG GAT ARA GAC ATT CGT TAT ATT ACT GAC 4007
Asp Gln Leu Tyr Tyr Thr Thr XAsp Lys Asp Ile Arg Tyr Ile Thr Asp
2460 2465 2470
AAA GTG AAT AAT ATG TAT CAA ACA ACC GGA GAA CTC GGC TAT CGT TCT 4055
Lys Val Asn Asn Met Tyr Gln Thr Thr Gly Glu Leu Gly Tyr Arg Ser
2475 : 2480 2485
TTA CTT TTA CAA ACG CGT GTG AAG AAA TAT GTT TAT AGC GTT AAT GCG 4103
Leu Leu Leu Gln Thr Arg Val Lys Lys Tyr Val Tyr Ser Val Asn Ala
2490 2495 2500
AAR CAA TTC GAA GGG AARA TGG GTA GCC GAT TAT TCT CGT ACT GAA GCC 4151
Lys Gln Phe Glu Gly Lys Trp Val Ala Asp Tvr Ser Arg Thr Glu Ala
2505 2510 25158 2820
TTA TTYT AAC TCT ACT TAT AAA CAA TCG CCC GAa AAT GTA TTA TAT GAT 4199
Leu Phe Asn Ser Thr Tyr Lys Gln Ser Pro Glu Asn Val Leu Tyr Asp
. 2525 2530 2535
TTA CGC GAA TAC CTT TCT TTC TAT AAC GAC CCT ACG GAA TGG ARA GAA 4247
Leu Arg Glu Tyr Leu Ser Phe Tyr Asn Asp Pro Thr Glu Trp Lys Glu :
2540 2545 : 25590
GGG CTA TTA CTE@ TTA AGC CGT TAT ATA GAT TAT GCT AAA GCA CAA GGA 4295
Gly Leu Leu Leu Leu Ser Arg Tyr Ile Asp Tyr Ala Lys Ala Gln Gly
2555 ' 2560 2565
TTT TAT GAAR AAC TGG GCG GCT ACT TCT AAC TTA ACT ATT GCC CGT TTA 4343
Phe Tyr Glu Asn Trp Ala Ala Thr Ser Asn Leu Thr Ile Ala Arg Leu
2570 2575 2580
AGA GAG GCT GGA GTA ATT TGT GCA GAA TCG ACG GAT TTA AAA GGC GAT ' 4391
Arg Glu Ala Gly Val Ile Cys Ala Glu Ser Thr Asp Leu Lys Gly Asp
2585 25%0 2595 2600
GAA AAA AAT AAT ATT GTG TTA GGT AGC CAA AAAR GAT AAT AAC TTA TCG 4439
Glu Lys Asn Asn Ile Val Leu Gly Ser Gln Lys Asp Asn Asn Leu Ser
2605 2610 : 2615
GET AGT GCA GGT GAT GAT CTA CTT ATC GGC GGA GAG GGT AAT GAT ACG 4487
Gly Ser Ala Gly Asp Asp Leu Leu Ile Gly Gly Glu Gly Asn Asp Thr
2620 2625 2630
‘TTA AAA GGC AGC TAC GGT GCA GAC ACC TAT ATC TTT AGC AAR GGG CAT 4535
Leu Lys Gly Ser Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Lys Gly His
2635 2640 2645
GGA CAA GAT GTA ATT TAT GAA TAT TCC GBAC AGT GCA AAC TCT AAA AAAL 4583
Gly Gln Asp Val Ile Tyr Glu Tyr Ser Asp Ser Ala Asn Ser Lys Lys
2650 i 2655 2660
GAT ATT GAT ACC TTA AAA TTT ACC GAT GTG AAT TAT GCG GAA GTG AAG 4631

Asp Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Val Asn Tyr Ala Glu val Lys
2665 2670 . 2875 2580

31
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TIT CGA CGA GTA GAT AAT GAC TTA ATG TTA TTC GGT TAT CAT GAT ACG
Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyr His Asp Thr

.Phe

GAT
Asp

GAC
Asp

aaa
Lys

GAT
Asp

2745

ATT
Ile

CAC
His
AGA
Arg

AAA
Lys

ACE
Thx

2825

TGT
Cys

Gar
Gly

AAC
Asn

Aca
Thr

AAT
Agn

2905
ARA GGA CAC GGA CAG GAT ATC GTIT
Lys Gly His Gly Gln Asp Ile Vval

QGC GCA AGA GAT ATC GAC ACC TTA
Axg Ala Arg Asp Ile Asp Thr Leu

Arg Arg Val Asp Asn
2685

TCG GTC ACG GTA AAA
Ser Val Thr val Lys
2700

ARA TTG GAG TTT GCT
Lys Leu Glu Phe -Ala
2715

GCA GGG CTT CAT CTA
Ala Gly Leu His Leu
2730

GAT TGG GAC
Asp Trp Asp

CAT GCG
Hia Ala

GGT GGC TAC
Gly Gly Tyr
2765

CTA AGA
Leu Arg

GAT ATC GTIT
Asp Ile Vval
2780

GGA CAG
Gly Gln

TTA
Leu

GAC ACC
Thr

GAT ATC
Asp Ile Asp
2795

GAT
Asp

CGA
Arg

GTA
Val

TTC CGA
Phe Arg
2810

ATA
Ile

GTC
Val

ACG
Thr

GAT TCG
Asp Ser

2830

GAC TTT
Asp Phe
2845

TTG
Leu

GAC AAR
Asp Lys

GGT ATG GCA
Gly Met Ala
2860

AAR CAA
Lys Gln

GGA CGT AAC
Gly Arg Asn

GAC TGG
Asp Trp

2875
GTT AAT GGC GGT AAT
Val Asn Gly Gly Asn
2890

GAT ATT CTA AGA GGT
Asp Ile Leu Arg Gly

2928

2940

2750

2910

2690

2695

TCC TTC TAC AGC CAT GTA GAT TAT CAA TTT
Ser Phe Tyr Ser His Val Asp Tyr Gln Phe

2705

GAC CGC AGT
Agp Arg Ser Ile Thr
2720 .

TAC GGC ACC

Tyr Gly Thr
2735

Asp Gly

GAA GGC
Glu Gly
27558

ATT QTG
Ile val

AGC
Ser

ACC TAT

Thr Tyr
2770

GoT
dly

GCG GAC
Ala Asp

GAA GAT ACC AAT
Glu Asp Thr Asn
. 2785

TAT
Tyr

GAT @16
Asp Val

TTT ACT
Phe Thr
28060

ACA
Thr

GAC TTA ATG TTA
Asp Leu Met Leu

AAT
Asn
2815

TAC AAC

Tyx Asn
2835

TTC
Phe

AAA TCC
Lys Ser

GAC
Asp

ae e
Arg Ser Ile
285890

GCT
Ala

GGC ACT GAC
dly Thr Asp
2865

TTA
Leu

e
Phe

GTG ATT GAT GCC
Val Ile Asp Ala
2880

TCG
Ser

GAC ACC CTC
Asp Thr Leu

GGEC GAT
Gly Asp
2895

GaAT GCG GAC
Gly Ala Asp

GGC TAC
Gly Tyr

2930

2945

32

AGT ATA ACT

Arg

GAT GEC AAT GAT GAT

Asn
2740

GGC
Gly

ATC
Ile

AAT
Agn

AaT
Asn

TTC
Phe
2820

CAT
His

Thr

GGae

GGT
Gly

ATC
Ile
2900

ACC
Thr

2915

TAT 'GAA GAT ACC AAT AAT GAT
Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp Aan

Asp Asn Arg

TAT GCG

GGT TAT
Gly Tyx

GTA GAT
val Asp

CGT GAT
Arg Asp

GAT GAT
Gly Asp Asp

2710

ATA ACT CGC GAT GAA CTG ATT

Asp Glu Leu Ile
2725

ATA AAG

Asp Asp Ile Lys

AAC GAT
Asn Asp
2760

AAA GGC
Lys Gly

TTT AGC
Phe Ser

AAA GGA
Lys dly
27758

GAT AAC CGA GCA
Ala

2790

GAA
Glu

GTG
Tyr Ala Val

2808

GAT
Asp

CAT
Hig

CAM
Gln
2840

TAT
Tyz

CTA
Leu

GAA
Glu
2855

ATC
Ile

AAT
Asn
28740

GAT
Asp

GCG GGT AAT
Rla Gly Asn
2885

GGT
Gly

GAC GGC AMA
Gly Gly Lys

AGC
Sar
25920

TAT ATC TIT
Tyr Ila Phe

ARC

2935

ARA TTT ACT GAT ATT AAT TTA TCC
Lys Phe Thr Asp Ile Asn Leu Ser

2950

4679
4727
4775
4323
4871
4919
4967
5015
5063
5111
5159
5207
5255
5303
5351
5399

5447



GAA CTT TGG TTT AGC CGA GAA AAT ARC
Glu Leu Trp Phe Ser Arg Glu Asn Asn

2955

TTA AGT GAG GAT AAA GTC ACG GTT CAA
Leu Ser Glu Asp Lys Val Thr Val Gln

2970

CAT AAA ATA GAA AAT ATT CGT TTA TCG
Ser

ES 2443 094 T3

2960

2975

His Lys Ile Glu Asn Ile Arg Leu
2990

2985

ACT CAG GTG GAG AAG ATG GTT
Thr Gln val Glu Lys Met Val

CAC GGA GGA GAG ATA TCT CTT
Hig @Gly Gly Glu Ile Ser Leu

ATC AAT AGC TTA ACA GCT GCT
Ile Asn Ser Leu Thr ala Ala

3005

3020

3035

AGTTTTTGTG
TTTACTETTG
ATATGAGATC
TTGCGGECCEC
TGTAATCGGA
ATGGCGAGAG.
GATATTCACA
GTTTAGCTGT
CTTGTTCTCC
AGCCGAAGCS
GTTGTCCGTC
TTGACACAAT
TTTCATACGC
GGCGATCATT
CTTTACCGGC
ATTGACCGTT
CAATTGTGAA
CAAGTGAATG
GTAGCCATAA
GTTGGCAAGA
AATCAATCGT

GGTTATCEAT

AACTGTGCCG
GCTAATAACT
ARATCTTATT
ATGAGTTTCS
CTCTTGCAGT
ATTARAGCTG
ACCGTAATGG
TATACGGTAG
GTAACCGAAA
GGGTAAATAC
ATTGAAGATA
TGCAGATTTT
TCTGGTATAG
GTCEETTGEC
TTTTTCAATA
GTGTACGTTA
TTGTGGTAAT
TGCTTCGTCT
ATGCCCGTTA
ARCGGATAAA

TAAATAATCG

GAG
Glu

CTG
Leu

TCG
Ser

TCG
Ser

2965

2980

2995

3010

3025

TTA
Leu

3040
ATTTGATTTT
ATTTCCCATT
TTARATTCGC
ARCCGATACC
TCATAATAAT
AATCGCTGET
CTACCGGTTT
ATGCCTAATT
TACTCAATGG
GGTAATTCGA
CGATAACGRA
ACTGAAAATT
GCTTTATCGT
GCACGCCARA
CGGGTGAAAA
ATGTGGAAGC
ACTAATTTAT
AATAATTCGA
TTTTTTGGTA
TTCCCACCGE

GCAAGATCAG

(2) INFORMACION SOBRE LA SEC ID Ne: 4:

*

AGTGTAAGAA
TTATAAGTTA
TTTCCATTAA
ACTCATTGTG

GCTTTCTCTC

TCGCACTAARC
CCTGCGETTT
GTGGTAAATT
CGTTTTCTGT
TCGEGCGAAT
TATCCAGTGT
CGACCGCTTG
AGCCGGCATT

'TATTAAAATC

TCCCTTTCTS
GATCTTCTTG
TTTCGCTAAA
CCGCGGTATT
ACTCAATCGG
TIGTCACCAC

TGAAATCCAA

33

GAT TTG ATT ATT ARA TCA TTA
Agp Leu Ile Ile Lys Ser Leu

AAT TGG TAT TCA CAC CAA GAT
Asn Trp Tyr Ser His @ln Asp

AAT GAG CAA ATG TTG GTG AGY
Asn Glu Gln Met Leu Val Ser

2000

ATG@ GCC GGC TTT GCT CAG AAG
Met Ala Gly Phe Ala Gln Lys

3015

CCT GAMA GAG GTA AAA CAA TAT
Pro Glu Glu Val Lys Gla Tyr

3030

TATAGCCTGA
TTGACGGATG
GCGATATTGA
GGAMTCAATA
CGPTAATTCT
ARACAGGTTC
TACATAATTG
GCGTGETGTCA
TTTAGCTAAG
AGCGTTAATT
TAAAATGCGA
TTCGCTTTGC
TTGGCACGCC
TAACGATTGT
TTTATCTAAT
TACTTCABAT
TAAATTGAGC
TAAGCGATAA
TAATACTACG
GCCETTTTCG

GTAGTTGTGG

TAA CATACGAAAG AAATCGGCAC

TTTTAAGAAR
GTTTTATCARA
TCTTTTAAGT
CACAATACGC
TCTTGCGTAT
TCCGATTTCA
GTATGATTTT
ATATAGCTTT
AAGAAACGTA
TCANCCGARNL
CCGCGAGARA
TGCCACTGAA
TCACGAATGA
TGGATAATCG
TGATAACTAA
GCACTGTTCT
TGCTCGRAGC
TTTAAARTTCA
CTGCCATECG

ACAAATTCGT

ATCACAATTT

5495

5543

5591

5639

5687

5734

5794
5854
5914
5974
6034
6094
6154
6214
6274
6334
6394
6454
6514
6574
6634
6694
6754
6314
6874

6934

6994

7004
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 1383 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 4:

Met
1
Ile
Phe
Ile
Gly
65
Ala

Gly

Lys

Arg
145
Ile
Asp
Met
Leu
Thr
225
Phe
Thr
Liya

Ile

Ala
aos

Ser
Glu
val
Ile
50
Glu
Ala
Gly
Hie
Gly
130
Glu
Ile
Leu
Asp
210
Gly
Leu
Ile
Gly
Thr

250

val

Asp
Asn
Gly
35
Asp
Val
Lys
Leu
Leu
118
Thr
Ile
Lys
Ile
Leu
195
Asn
Lys
Gly
Glu
val
275

Lys

Leu

Asn
20
Gly
Pro
Glu
Lys
Asp
i0a
Tyr
Ala
Ala
Gly
Lys
180
Ser
Pro
Gly
Gly
Asp
260
Pro

Glu

Glu

Ala
S

Fhe
Ser
Thr
Ser

85
Gln
Gln
Gly
Gly
val
165
Leu
Gln
Leu
Asn
GLu
245
Ala
Lys

Glu

Asn

Phe

Phe Gly Ile

Trp
Gly

70
Hia
Ile
asp
Asn
Lys
150
Leu
Len
Leu
Ala
Asp
230
Gly
Asp
Ala
Ile

Tyr
310

Phe
Glu
Ser
Ile

58
Thr

Ile
Lys
Asp
135
Glu
Glu
Phe
Ile
Pro
215
Val
ABn
Gly
Asp
Lys

295

Asn

val
Pro
Asn

40
Gly
Leu
Ser
Lys
Asp
120
Ser
Val
Lys
Gly
Gln
200
Leau
aAsp
Lys
Pro
280

Glu

Trp

Ile
Leu
25
Leu
Gly
Asp
Leu
Lys
105
Thr
Lys
Thy
Leu
Ala

185

Ser

Lys
Thr
Gly
268
Lys

val

Glu

34

Glu
10
Gly
Val
Thr
Glu
val
90
Leu
Gly
Ile
Leu
Gly
170
Ley
Phe
Lys
Gly
Tyr
250
Lys
Arg

Glu

Glu

Glu
Lys
Asn
Val

75

‘Asn
Trp
iLys
Glu
Asp
155
Leu
Thr
Ser

Asn

Thr
235

Tyr
Val
Val
Lys

Lys
3ls

Ser

Gln

Asn

60
Arg
Ala
Asp

Leu

Gly
140
Ile
Ser
Pro
Asp
Gly
220
Glu
Ala
TYr
Glu
Gly

300

Thr

Gly

Glu

Gly

Lys Arg
15

Asp Phe
30

Leu Glu

45

Leu
Phe
Ala
Ser
Lys
125
Thr
Ala
Val
Thr
Ser
205
Val
Hig
Arg
Phe
Phe
288

Leu

Ala

Asn Phe
Lys Ala

Lya Val
95

Gly Sex
130

Pro Ile
Lys Ile
Asn Gln

Ser Gly
178

Leu Asn
190

Leu Ala
Val Tyr
Glu Asp
val Gly

255

Val Arg
270

Ser Glu

Leu Tur

Thr FPhe

Tyr
Asp
Ser
Thr
Glu
Tyx
Ile
Ile
Thr
Lys

160

Ser

Arg
Lys

Val

Leu
240

Asp
Glu
Tyr
Tyr

Ala
320



His

Tyzr

Pro

Glu

Lys

385

Ile

dly

Asn

Asn

465

Rep

Leu

Ala

Ile

845

Gly

Asn

Gln

Leu

Glua

625

Gly

Asn

Leu

Glu
Leu

Asn
370
AsSn
Phe
Glu
Asn
Ala
450,
Asn
Pro
Gly
Phe
Ala

530
Asn
Ser

Gln
Ile

Phe
610
Glu
Lys

Phe

Thr

Thx
Val
Val
355

Gly

Gly

Leu
Arg
Sexr
435
Ser
Gly
Gly
Asp
Asp
515
Asp.
Asp
Ile
Asp
Trp

595

Ser

TyYr
Ser

Giu
675

Met

Lys
340

Glu

Lys
Asp
Glu
Lya
420
Lys
Asp
Ser
Giy
500
His
Asp
Ile
Ser
Gln
580
Arg
Leu
Asn
Glu
Phe

660
Gln

Leu
325
Gly
Phe
Ala
Leu
Gly

405

Asn

485

Leu
Glu
Gly
Ser
Ala
565
Arg
Asp
Glu
Asp
Lys
645

Agn

Gln

ES 2443 094 T3

Asn Glu
Leu Lys
Thr Ala
Leu Ser

375
Gly Ile
390
Gln Asp

Gly Gly

Trp Gly

Asn Lys

455

;| G1ln Asp

470

Glu Thr
Gly Lys

Phe Leu
538

Glu Leu
550

His Gly
Ile Asp
Leu Asn
Ser Leu

615

Phe Leu
&30
Thr Asp

Pro Phe

Arg Arg

Leu
Leu
Asp
360
Glu
Arg
Thr
Gly
Gly
440

Pro
Asn
Ile
val

Gly
520
Val

Phe
Phe

Gln
Gln
600

Asn
Ala
Gly
Tyr

Thr
680

Phe Thr Asp Tyr

Pro
345
Léu
Lys
Leu
Gly
Ser
425
Aan
Asp
His

Tyr

Ser

505

Ile

Leu

Ser

Ala

Asn
585

AsSn

Ile

Gly

Thr
Sér
665

Ile

35

330

Ala
Leu
Ber
Leu
Phe
410
Lys
Gly
Gly
Ser
Asp

430
Met

Asp
Asan
Thr
570
Asp

Gly

Lys

Phe
650

Arg

Agn

Val

Thr

ile

Asp

395

Asn

His

Agn

Asp

475

Pro

Asn

Thr

Lys
555
Leu
Lys
rhe
Ser
Agn
635
dly

Phe

Leu

Lys
Val
Thr
380
Pro
Gly
Asn
Gly
Asn
460
val
Leu
Gly
Ala
Asn
540
Asn
ala

Leu

Ser

Thr

Thr
Lys
Thr
365
Val
Asn
Pro
Ser
Asn
445
Gly
Asn

Ala

528

Gln
Gln
Asp
Phe
Glu
605
His
Lan
Met

Glu

Gly
685

Asn Tyr Arg

Leu
350
Pro
Lys
Ser
Ala
Ser
430

His

Asn
Ala

Leu
Gln
510

Gly
Asp

Leu
Leu

Ser
590

Ala

Thr
Ala

Gly

Ala
670

Thr

335

Lys

Ile

Asn

Phe
415
Gly

Arg

Pro
Asp
495
Gly
Trp
Gly
Ser
Asp
57S
Lys

Asn

Ala

Asp
655

Leu

gy

Ser
Asp

Phe

4Q0
Tyr
Ala
Asn
Gln
Agn
480
Leu
Ala
Leﬁ
Ile
Asp
Ss0
Thr
Leu
Glu
Tyr
Lau
640

Leut

Asn

Axg



Val
Leu
705
Gln
Ser

Asn

Leu
FPhe
Asn
B&5
Glu

Glu
Ala
Asn
245
Gly
Asp

Asp

Axrg
690
Leu
Leu
His
Ala
val
770
Lys
Tyr
Aan
Gln
Glu

850

Ser
Tyx
Leu
Asn
Gly
230
Asn
Gly
Ser

Val

Thr

ES 2 443 094

Asp Leu Arg Glu Ala Ala Ala

Gln
Pro
Tyr
Ser
755

Lys

Ile

Gln
Ala
Asp
740
val
His

Ala

Thx

Met Tyr

Thx
835
Gly
Thr

Len

Trp
915
Val
ITle
Asp
TYY
Ile
995

Leu

10190

Arg Val Asp
1025

val Thr val

Arg
Livs
Tyr
Ser
Ser
200
Ala
Ile
Val
Asp
Gly
2980
YT
Lysg

Asn

Lys

895

Tyr Thr Lys Gly Ser
710

Tle Leu Asp Lys Trp
725

Lya Thr Leu Leu Lys
745

Vval Arg Val Thr Pro
760

Asp Pro Thr Val Met
775

Thr Leu Asn Ser Leu
790

Thr Asp Lys Asp Ile
805

Gln Thr Thr Gly Glu
. - B2s

val Lys Lys Tyr Val
840

Trp Val Ala Asp Tyr
855

Lys Gln Ser Pro Glu
B70

Phe Tyr Asn Asp Pro
a8s .

Arg Tyr Ile Asp Tyr
905

Ala Thr Ser Aan Leu
920

Cys Ala Glu Ser Thr
938

Leu Gly Ser Gln Lys
950

Leu Leu Ile Gly Gly
965

Ala Asp Thr Tvr lle
sS85

Glu Tyr S8er Asp Ser
1000

Phe Thr Asp Val Asn
1015

Asp Leu Met Leu Phe
: 1030

Ser Phe Tyr Sar His
1045

36

T3

Leu
Asp
Ala
730
Thr

Ser

Gln

810

Leu
Tyx
Ser
Asn
Thr
Beq
Ala
Thr
Asp
Asp
Glu
870
Phe
Ala
Tyr

Gly

Ser
Phe
715
Ala
Val
Gln
ABn
Gly
795
Tyr

Gly

Ser

Val
875
Glu
Lys
Ile
Leu
Asn
955

aly

Ser

Glu
700
Gln
Thr
Glu

Leu

Cys
780
Leu

Ilg

Val
Thr
860
Leu

Trp
Ala
Ala
Lys
949
Asn
Asn

Lys

Ser

Glu
Ala
Asp
Ser
Ser
765
Glu
Asn

Thr

Asn
845
@lu
Tyr
Lys
Gln
Arg
925
aGly
Leu
Asp

Gly

Lys

Leun
Gln
Leu
Thr
750
Ser
Gln
Ile
Asp
Ser
820
Ala
Ala
Asp
Glu
Gly
210
Leu
Asp
Ser
Thr
His

990

Lys

1005

Glu Val Lys
1020

Tyr His Asp Thr
10358

val Asp Tyr Gln Phe
1050

Ala
Arg
Gln
735
Asgp
Ile
Ser
Asp
Lya
el1s
Leu
Lys
Leu
Leu
Gly
895
Phe
Arg
Glu
Gly
Leu
975
Gly
Asp
Phe

Asp

Asp

Ala
Glu
720
Ser
Arg
Lys
Gln
800
val
Leu
Gln
Phe
Arg

880
Leu

Tyr
Glu
Lys
Ser
960

Lys

Gln

Arg

Ser
1040

Lys

1058
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Leu Glu Phe Ala Asp Arg Ser Ile Thr Arg Asp Glu Leu Ile Lys Ala
1060 1065 ) 1070

Gly Leu His Leu Tyr Gly Thr Asp Gly Asn Asp Asp Ile Lys Rsp His
1078 1088

Ala Asp Trp Asp Ser Ile Val Glu Gly Gly Lys Gly Asn Asp Ile Leu
1090 ) 1095 1100

Arg Gly Gly Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Lys Gly His Gly
11405 1114 1115 1120

Gln Asp Ile Val Tyr Glu Asp Thr Asn Asn Asp Asn Arg Ala Arg Asp
1125 1130 . 1135

Ile Asp Thr Leu Thr Phe Thr Asp Val Asn Tyr Ala Glu Val Lys Phe
1140 1145 115¢

Arg Arg Val Asp Asn Asp Leu Met Leu Phe Gly Tyr His Asp Thr Asp
1160 1165

Ser Val Thr Ile Lys Ser Phe Tyr Asn His Val Asp Tyr Gln Cya Asp
1170 1175 1180

Lys Leu Asp Phe Ala Aap Arg Ser Ile Thr Arg Asp Glu Leu Gly Lys

1185 1190 1195 1200

Gln Gly Met Ala Leu Phe Gly Thr Asp Gly Asp Asp Asn Ile Asn Asp
© 1208 1210 1215

Trp Gly Arg Asn Ser Val Ile Asp Ala Gly Ala Gly Asn Asp Thr Val
1220 1225 1230

Asn Gly Gly Asn Gly Asp Asp Thr Leu Ile Gly Gly Lys Gly Asn Asp
124

1238

1240

Ile Leu Arg Gly Gly Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Lys Gly

1250 1255

His Gly Gln Asp Ile Val Tyr
1265 . 1270

Arg Asp Iie Asp Thr Leu Lys
1285

Trp Phe Ser Arg Glu Asn Asn
1300

Glu Aép Lys Val Thr Val Gln
1318

Ile Glu Asn Ile Arg Leu Ser

1260

Glu Asp Thr Asn Asn Asp Asn Arg Ala
1275 1280

Phe Thr Asp Ile Asn Leu Ser Glu Leu
1290 1295

Asp Leu Ile Ile Lys Ser Leu Leu Ser
1305 1310

Asn Trp Tyr Ser His Gln Asp His Lys
1320 1325

Asn 3lu Gln Met Leu Val Ser Thr Gln

1330 1335 1340

Val Glu Lys Met Val Glu Ser Met Ala Gly Phe Ala Gln Lys His Gly

1345 1350

© 1355 1380

Gly Glu Ile Ser Leu Leuw Sexr Pro Glu Glu Val Lys @ln Tyr Ile Asn

1365

Ser Leu Thr Ala Ala Leu *
1380

(2) INFORMACION SOBRE LA SEC ID N°: 5
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 6736 pares de base
(B)TIPO: acido nucleico

1370 1378
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ES 2443 094 T3

(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(iii) HIPOTETICO: NO

(iv) ANTI-SENTIDO: NO

(vi) FUENTE ORIGINAL:

(A) ORGANISMO: Actinobacillus pleuropneumoniae
(B) CEPA: 4074 (cepa de referencia de serotipo 1)

(vii) FUENTE INMEDIATA:
(B) CLON: pROK?
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 1132..6549

(C) PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION: experimental
(D) OTRA INFORMACION:/codén de inicio= 1132

/funcion= "toxina RTX"

/producto="ApxIV" /

/prueba= EXPERIMENTAL

/gen="ApxIV_v1"

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 639..1178

(D) OTRA INFORMACION:/codén de inicio= 639
/funcién= "desconocida"

/producto="ORF1"

/gen="orf1"

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: CDS

(B) LOCALIZACION: 1..453

(D) OTRA INFORMACION:/parcial
/producto= "Met-G"

/gen="mrp"

/nombre convecional="mrp"
/marcador= mrp

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: - sefial 10

(B) LOCALIZACION: 617..623

(D) OTRA INFORMACION:/nombre convencional = "-10"
/marcador=-10_s

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: - sefial 35
(B) LOCALIZACION: 594..599
(D) OTRA INFORMACION:/nombre convencional= "-35 s"
(D) OTRA INFORMACION: nombre="-35_s"
/marcador=-35_s

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CLAVE: promotor

38



(B) LOCALIZACION: 454..1131
(D) OTRA INFORMACION:/funcién= "Promotor"
/nombre convencional = "promotor ApxIV"
/marcador= promotor

ES 2443 094 T3

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 5:

ATC
Ile
1

CAA
Gln

GG
Ala

GTA
Val

GAT
Asp

ATT
Ile

TTA
Leu
cca

Pro
50

ATG
Mat

cod
Pro

TTA
Leu
35

are
Val

Coe CCa3 aGEY
Pro Pro Gly
S

GTT ACC GGT
val Thyr aly
20

GAT GCG GTG
Asp Ala Val

TTA GET ATC
Leu Gly Ile

AL
Thr

ace
hla

ARA
Lys

ATT
Ile
5§

GGC GAT
Gly RAsp

a7a GTa
Val val
25

GGT ATT
Gly Ile
40

GAA AAT
Glu Asn

ATC
Ile
10

GTA
Val

TCA
Ser

ATG
Met

39

CAL CTT
Gln Leu

ACC ACT
Thr Thr

ATG TTC
Met Phe

AGC GTA
Sexr val
60

ACT CTT
Thr Leu

CC@ CAA
Pro Gln
k]

CAA AAD
Gln Lys
45

CAT ATC
Hig Ile

TCG
Sex
15

GAT

e ye]
Val

TGC
Cys

adln

ATT
Ile

TCG
Sar

CAR
Gln

48

96

144

182



AAT TGC GGT
Gly His

Asn Cys
65

GTG
val

(else]
Ala

ATT
Ile

oGC
Arg

CCcG

GCA
Ala Pro

ARG
Lys

TTA
Leu

GAn
Glu

CAC CAC
Hisz

Lys
35

Azg Gb
08

GAR,
Glu

CAC
His

115

GTC
vVal

&CT
Ala
130

ATT
Ile

ATG
Met
145
CAMGCGGTAG
GCTGTTGGAC
ROTCAATTAT
CGCTGTTGET
AGCTGATATT
AGCALGAACT
ACGATGCTTA
ARAARCTCAR
ATTGGCATAT
CCTTRGCAAA

T™wa
Ser

iy
Arg

GAL
Glu

TTA
Leu

GTA
Val

GaA
ANTTTGCAGA
TGCTATTTGA
TITTATTAAT
CTTAGGTGTC
ARGCGGTTAT
GATTGATAGG
TACTGATGAA
TCCARATTGT
TCGTGTGGRAA
TAGAGAACCT

ATCCTAAAAG AGCAAGCTAC

TTA
Leu

aAcT

CTA
Len
20

cCcT
Pro

GAT

Gly Asp

QTG

Phae Val

dly Lys

Gln

ATA
Ile

CaG
aln
100

GeC
Gly

ATG
Met

GoG
Lys Gly

ATG

ATG
Met

Lys

GAT

Ace
Thr

TCA
Ser
70

Lys

TTG
Leu

Phe

GAT
Asp

CAA GAT
Gln Asp

GAT
Asp

AGA
Arg

GAA
Glu

GGT
Gly

GAT
Asp

ACC
Tht

TAC
Tyr

ARR
Lys

1go‘

GTG
Yal

Len

ES 2443 094 T3

GAT
Asp

ATT
Ile
70

ACT
Thr Lys

TTE
Leu

AGC
Ber

TGG
Trp
138

TAA
* .

CAA
Gln

AAAA&TTGCA
TTIGGTTIGT
TTGAARGGAA
GTTATCAGCT
TGTGARAAGG
GCARTTAACT
CCTTTAGARA
TGTGARAATTA
GETAAGGCAT
GAACUATGAG
TTATATTATT

ACC
Thr
10

GAT
Asp

AAT
Asn

GAT
Asp

25

ATT
Ile
40

GAT
Asp

GAT
Asp

GCT
Ra
55

CGC
Arg

ATT
Ile

ATC

Ile Leu

ATG

Glu Met

GAT
Asp

AAC
Agn

ATT
Ile

GTC
Val

CT3
Ley

AGA
Arg

ARA
Lys

TTT
Phe

AGC
Ser

GCG
Ala

cCca
Pro
75

TTA
Ley

GGET
Gly
90

GGT
aly

TAT
Tyr

108

acc
Ala

GGT
GLy
120

CTC
Lau

TEA
135

GAC ART

Glu

Glu

ace

GTC CAG
Val Gln

ceC GCC

Ala

T TTT

TTC
Phe

GTA
val

GCC
Ala
108
Gog
Ala

agT
aly

Tra
Leu

TCA
Ser

GAR
Glu

GTT
Val

CAR
agin

AAR
Lys

ACS
Thr

ACA
Thr
TAT
Tyx
1490
GTT

aGe Acc
Gly Thx
75

TTA GGA

Lau Gly
90

GEC ACA

‘Gly Thr

TAT ATT
Tyr Ile

™"e GTT
Sexr Val

AATCCTACCS
CAGGATATTA
ACAARRTGAA
ATGCCTGETA
ACGGEAAGTTA
ATATGCTGGA
TARAACCATA
CCTCNTGACC
ATAGGTATGT
AAACTAGTAT
TAAAGAGAGA

TAT
Tyr

TTA
Leu

CTT
Len

ATT
Ile
30

ATG
Met

TTT
Fhe
45

GTA
Val

AGH,

60 Arg

GTC
Val

cca
Fro

oca
Pro

GGL
Gly

ARA
Lys

GGC
Gly
110

Gec
Gly

TTA
Leu
13s

ATC
Ile

TGG

ATA GAA

40

Gac
Giy

el
Gly

GCa
Ala

GAG AAR
Glu Lys
80

<Cce TTG
Pro. Leu
55

GTT
Val

CAT
His

CAR
¢ln

ATG
Met

GCE
Ala

GTC
val
110

GCG
Ala

cca
PYO

ACC
Thy

GAA
Glu

TTA
Leu
125

cca
Pro

GCA
Ala

AAR
Lys

TCT
Ser

GAR
Glu

ATT
Ile

ATC
Tle
140

GTTTTAATAA CCACGAARAC ACAARAGAACA

CITITTTATT AGTRACGATTC
TSTTATTGTA ATGAARATGETT
AATARAARRMAAA CGTTACATTG
TCAAMAATTAT CAATGGEGAAC
TTTTAATUAT AGGECATACCA
GCATCAATCT AAAAAANCAT
TTTAACAATA GAGGAATTTA
AGCACGATGCA GPTCCACAAGQ
AATCATRAAAA TATTTAAGAR
TATTTTTGAT AATTECOAECA
ARTTTATT ATG ACA AAA
Meg Thy Lys

ACT
Thr

TAT
Tyr
1%

TCT
Ser

Anh
Lys

ACG AA”D
Thr Lys
GAR
@lua

ATA
Ile

GGA
Gly

AAR
Lys
a5

CAarT
Arg

GTG
Val

CCG dGA
@ly Pro dly

50
GAT
Asp

TTT
Phe

AAT
Azn

GCT
Ala

TTT
Phe
65

CaT
Axg

cCT
Pro

ATT
Ile
BO

TAT

TCA CRG
Bex Gln
ARA,
Lys

GG
Ala

ARA
Lys
95

GGA
gly

TCC
Ser

GAR
Glu

GTa
val

GTA
Val

ART
Asn
~ 115

GGC
Gly

TTT
Phe

GAT
Asp
130

aan
@ly

TAT
Asp

AAT
Asn

ACC
Thr

ACA
Thx
148

Gee

TTT
Phe_

GAA TCA ARA CGC

240
288
336
384
432
483
543
603
€63
723
783
843
903
963
1023
1083
1140
1188
1236
1284
1332
1380
1428
1476
1524

1572

1629



Lys

TAT
Tyx

GAT
Asg
18
AGT
ger

ACC
Thr

Glu

TAC

ATT
Ile
280
ATT
Ile

ACC
Thr

Lys

TCG
Ser

AGA
Ar:
34

Lys

QTC
val

iyt
Len

GAT
Aszp

Glu
420

TAC
Tyr

TAC
Tyx

GCT
Ala

CGT

Met

ATT
Ile
165
Tt
Phe

ATT
Ile

GGEC
Gly

e s
Ala

Gac
Gly
245

Lys

TAC
TyT

Arg

ATT
Ile

GAT
As
32

ATG
Mat

CTT
Leu

ACC
Thr

Pha

ACA
405

Lys
ATA
Ila

GCA
Ala

CAT
His

TAT

Ser
150

GAR,
Elu

GTC
Val

ATC
Ila

GRLG
dlu
aca
230
GGET
Gly

CAT
His

GGEC
aly

Glu
310

ATC
Ile

TTG
Lau

GAT
Asgp

GGC
Gly
CTC
330
ATT
Yle

Gea
aly

ACG
‘Thr

arr
Val

[cluic]
Ala
470

GAR

Arg Tyr Glu

Asp
hsn
Gly

Asp
QTG
Val
215
ALG
Lys

TTA
Leu

TTA
Leu

ACG
Thr

ATT
Ile
295

Lys

ATT
Ile

CTA
Leu

AAT
Asn
ARR
Lya
345

dar
aly

GAA
Glu

GTA
Val

Lys

TTA
455
ACT
Thr

GTT
val

Asn

TTT
Phe

Gly

CCA
Pro
200

Glu

Lya

GAC
Asp

TAT

ace
Ala
280

GCG
Ala

GEC
Gly

Lys

TCA
Sar

Qcc
Pro
360
elelc]
Gly
GGET
aly

GAC
RAsp

CcCcT
Pro

Glu
440

GAR
Glu

ATQ3
Met

Lya

Ala

GAT
Gly

T
Phe
185
TCC
Ser

ACC
Thr

AGC
Sex

Gln

Gln
265

Gly

aaT
Gly

Val

Leu

Gin
345

TTA
Leau

AAT
Asn

GAG
alu

GCC
Ala

Lys
425
GAA
alu

AAT
Asn

CTT
Leu

Gly

ES 2443 094 T3

Phae

ATT
Ile

170

Trp

GET
Gly

TAC
Tyr

CAT
His

ATT
Ile
250

QAT
Asp

Asn

Lys

TTA
Leu

TG
Leu
330
CTT
Leu

acc
Ala

GAT
Asp

Gly
GAC

D
410

fcinic]
Ala

ATA
Ile

TAT

AAT
Asn

CTA,
Leau

Pha
155

GARL
Glu

TCT
Ser

ATC
Ile

el
Ky
23

ATT
Ile

Lys
GAC

Asp

Glu

Glu

315

TTF
Phe

ATC
Ile

cor
PFro

GTG
Val

Lys

BAT
Asn

GAd
Glu
475

Lys

val

ceT
Pro

AAC
Asn

GGET
Gly

TTA
Leu
2240

AGT
Ser

Lys

GAT
Asp

AGT
gar

Ile

Leu

TTA
Leu

GGA
Gl
29

GAC

TTA
Leu

Lys

ACG
Thr

?‘AG
385

ACG

Val Thr

aog

GGA
Gly

Gln

TAC
Tyr

cTT
Leu
igo

GAT
Asp

Lys
Bro

GAG
Glu

T
46

CIT
Leu

Leu

Leu

GCRA
Ala

TCT
Sar

ACT
365

Lys

Thr

GET
aly

AAG
Lys

GTT
val
445

Glu

TTT
Phe

cce
Fro

41

Glu

GaT

Gly

GTG
val
130

ACG
Thr

Glu

Yal

CTA
Leu

GGC
al

27

ATT
Ile
cTT
Leu
ele e
Gly

e d
Leu

TTT
Phea
350

GGA
Gly

TAT

Lys

cGa
Ax
43

3iu

Glu

ACT
Thr

GCC
Ala

Glu
%AG
195

RAT
Asn

GTA
Val

ACA
Thr

AA”RT
Aan

gGG
o
25?

Lys

GAA
Glu

GAT

[sgne)
Lau
ACT
335

TCC
Sar

Asn

ACT
Thr

TAT

GTC
Val
415

GTA
Val

ARG
Lys

Lysa

GAT
Rep

arTT
Val

Ser
160

Gln

cGT

AAC
Asn

GrG
ala
240

GAC
Asp

TTA
Leu

lciclel
Gly

ATT

Ile

TCT
Ser
320

CCA
Pro

GAT
Asp

Gly

GAR
Glu

8Ce
400
TAT

GAG
Glu

Gly

ACG
Thr

TAT
Tyr
4;0
AAR
Lys

Gly

GAA
Glu

E3a@T
Gly

CTT
Leau

Phe
228

GCG
Ala

AGT
Sayr

Lys

Thr

aCce
Ala
305

GTT
val

ACT
Thyr

Ser

Val

CAT
Hig
385

Ary

TTT
Phe

TTT
Pha

TTA
Ley

GCG
Ala
465

ACT
Thr

ARG
Lys

Lys

GAT
Asp

TG
Leu

AsSn
210

Lys

Lys

GEC
Gly

oca
Pro

%na
280
AAT

Asn

AGT
Sar

TTA
Leu

TTG
Leuw

val
370

GAG
Glu

GTA
val

GTG
val

agC
Ser

450
ACT

AAT

TTA,
Leau

Arg

TTT
Phe

GAA
Glu
185

TTT
Phe

elade)
Ala

@A
val

TCA
Ser

ATT
Ile
275

ATC
Ile

CAG
Gln

GGT
Gly

BAT

Asn

GOT

355
TAT

GAT
Asp

GeC
Gly

AGA

GaG
Glu
435

ACT
Thr

TIC
Phe

TAT

AbA
Lya

1668
1716
1764
1812
1860
1908
1956
2004
2052
2100
2148
2196
2244
2292
2340
2389
2438
2434
2532
2580

2628



Foteiy
Ser
500

GAC
Asp

Pha

TAT
TAT

GCA
Ala
s80

AAT
Asn

CAA
Gin

ART
Asn

TTA
Leu

GCG
660

ATT
Ile

GAC
Rap

Thr

CTC
Leu
740

Elu

TAT
Tyr

Leu

TTA
Leu

ART
820

485

CCG
Pro

Glu

Lya

TAT
Tyr

ATT
Ile
565

Gly

AAT

ART
Asn

ARC
Asn

GAT
Ag
64

TTA
Leu

GCT
Ala

ATT
Ila

GGEC
Gly

AAC
Asn
725

Gln

ora

Leu

Leu

AAC
Asn

AAT
Asn

TIC
Phe
550

arTe
Val

GGA
Gly

GGT
Gl
53

CTT
Leu

GaA CGA

Glu

AAT

Asn.

GCC
Ala

Agn

cce
Pro
€30

Gly

Phe

GUG
Ala

RAT
Asn

AGT
Ser
710

Gln

ATT
Ile

TTT
Phea

GaA GAG
Glu

Glu

Gly

AAT
Asn
805

TTA
Leu

Lys
790

TTC
Phe

ACC
Thx

Axrg

AGc
Ser

TCC
Sar

Gly
61

aeA
Gly

GAT
Asp

GAT

GAT
Asp

GAT
Asp
€95

ATT
Ile

GAT
hsp

Trp

ARGC
Ser

gGT
g
175

TAT

AGT
Sar

GAG
Glu

800

AGC
Ser

CGT
Arg

Gly
CAT
His
GAC

T
580
ATA

Ile

TCT
Ser

Gln

Arg

TTA
760

AAT
Aen

Glu

TIT
Phe

CAB
Gln

TIT
FPhe
505
GCA
Ala

TTA
Lan

GGC
Gly

AAC
Asn
GAT
Pri3
cTE
Leu

AMT
Asn

AAC
Asn

cTT
Leu

Glu
6865

GeT
dly

AGC
Ser

Ala

CGT
Arg

g:T
74§

GAX
Glu

GAT
Asp

Lys

ARC
Asn

Gln
82%
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450
ACA
Thr

CTT
Leu

GEA
Gly

3Eln

GarT
57
TGG

AAT
Asn

dln

TAT
Tyr

Glu
650

aly

TI7T
Phe

GAG
Glu

CAC
His

ATC
Ila
730

TTA
Leu

. ledy
Ser

FPhe

p-Voic)
Thr

CCa
PFro
L0

CGT
Arg

GCT
Ala

AGC
Ser

GAT
Asp

Glu

TTA
Leu

ARA
2

ATA AGGE TTG

Ile

GAT
As
1.4

aly

GGC
Gly

Lys
GAT
e
638
ACC
Thr

ARA
Lys

TTA
Leu

TTA
Leu

GaT
Gl
71

GAC
Asp

AAT
Asn

TTG
Leu

CTA

Leu

GAC
Az
5

TTT
FPhe

cac
Arg

Arxr
54

ACG
Thr

clcle
Gly

GGG
Gly

ccG
Pro

AAT
Azn
620
ATT
Ile
GTG
val

GGT
Gly

GTG
val

T
Phe
700
TTT
Fhe

CAR
Gln

Gln

AAT
Asgn
G
780
GGT
Gly

TAT

ACA
Thr

Leu

GGT
Gly

Qo
Ala

AAC
Asn

GAC
Asp
605
CAT
Hia

TAC
Tyr

TCE
Ser

ATT
Ile

TTA
685

AGT
Ser

GCG
Ala

AAT
Asn

ADC
Asn

ATT
765

GGC
Gly
ACT
Thy

AGC
Sexr

ATT
Iie

42

TTA
51¢
AGT
Sar

TTG
Leu

TTT
Phe

Lys

Gl
53

GGAR
Gly

AGC
Sar

GAT -

Asp

ATG
Met
ceT
Axrg
&a70
GAT
Asp

AAT
Asn

ACA
Thy

GAT
Asp

Gl
750

Lya

AaT
Asn

TTT
Phe

CGA

AAT
Asn
830

455
ACT
Thr

ATT
Ile

GAT
Asp

TAT
Tyr

AAT
Asn

575.

CAT
His

ART
AST

GAT
Asp

ceT

Pro
AAC
Asn
655
AQC
Thr

car

Lys

TTA
Lau

EAG

a
%5
Phe

TCT
Ser

AAT
Aan

GCA
Ala

TTT
Phe
81s

CTA
Leu

GTT
Val

Acg
Thr
ccT
pro
GGET
Gl

k6

AAC
Azn

Gly

AAT
Asn

&T6
val
TTA
640
aad
adly

GCA
Ala

AAC

Asn

AAT
Asn
ace
720
CTG
Len

AGT
Ser

Lieu

ATC
Ile

Gln
200

ACC
Thr

ACC
Thr

ACG
Thr

GTT
val

AAT
Asn
645

CcCcT
Pro

TCG
Ser

AAT
Agn

GGG
aly

AAT
Asn
625

aaT
Ala

CGA
Axg

ACG
Thr

CAT
Hig

CTT
Leu
785

ATG
Mat

3lu

aac
Gly

aauy
Preo

L

=)
s3o
AGC

Ser

a0T
Ala

TCG
Sex

CAC
His

AAT
Asn
610
GCGE
Ala

TTA
Leu

Gln

Gac
Gly
GAC
696
CTT
Leu

TTG
Leu

TCT
Ser

ECE
Ala

ACC
Thr
770

GCT
ala

e el
Gly

GCG
Ala

ACC
Thr

ATT
Ila
515
AAT
Asn

TAT
Tyr

Phe

Gly

CGA
Arg
535
AnC
Asn

CCa,
Pro

GAT
Asp

Gly

%GG
X

675
GGe
Gly

TCC
Ser

GAT
Asp

Lys

AAT
755
GoC
Ala

CAG
aln

GAT
Asp

TTA
Leu

aGT
B3s

2676
2724
27112
2820
2868
2916
2964
3012
3060
3108
3156
3204
3252
3300
3348
3396
3444

3492

3540

3588

3636



CGG
Arg

SCT
Ala

GAA
Glu

TAT
AGT

Ser
900

CGC
Arg

Lys=

Gln

GTG
val

cTT
Lau
[8q

CAA
Gln

Phe

AQC
Ser

CTA
Leu

TAT

Tyr
1060

GAG
Glu

AMA
Lys

AGT
Ser

ARA
Lys

CRG
Gln

GTT
Tal

Leu

TTA
Leu

Gln
83s

AGT
Sar

AAT
Asn

GCA
Ala

CTT
Leu

ART
Agn
265

TTA
Leu

e
Phe

ARC
Asn

GaA

Glu T

TTA
Leu

TTG
Leu
840

CAG
G1ln

GAT
Asp

CGG
Arg

TTA
Len

CAR
855

CcCT
Pro

el aay
ala

TTG
Leu
870

CAT
Him

GAT
Asp

TAT

TCT
Ser

GTC
val

GCT
Ala

AAG
Lys

CAT
His
820

SCG
Ala

Ala

ATT
Ile
935

TAT TAC

Tyr Tyr
950

AAT
Asn

Lys

ACG
Thx

ATG
Mat

TAT
Tyx

ACG
Thr

CET
Aryg

CAR
Gln

GGG
Gly

AAA
Lys
1004

ACT TTT
Thr Phe
1015

CTT TCT
Laeu Sex

GAR
Glu

TCT
Ser
TAD
vr
1030

CT& TTA AGC
Leu Leu Zex

1045

GAA
Glu

GCT
Ala

AAT
Asn

GCA
Ala

86C
aly

BAC TGG GCG
Asn Trp Ala

G@A GTA ATT
Gly Val Ile
1080

AAT ATT TTG
Asn Ile Leu
1095

GGT GAT
Gly Asp
1110

AGC
Ser

GAT
Asp

TAC
Tyr

1125

GAT
Asp

1140

ATC GAC ACC
Ile asp Thr

CGA CGA GTA

arr
Val

TAT
Tyr

ATC
Ila

TTA
Leu

GAT

CGT
Arg

TAC

ATT
Ile

Lys

GTT
val
205

GAT
Asp

ACT
Thx

ACG
Thy

CAA
Gln

TTG
Leu
985

TaG
Trp

ARAA
Lys

TTC
Fhe

¢aT
Axg

GCT
Ala
1065

TI7T
Phe

TTA
Leu

CThA
Leuy

GGT GCA
@ly Ala As

GAA GAT ACC BAT
Glu Asp Thr Asn

ES 2443 094 T3

GAA
Glu

ACT
Thy

TTA
Leu

ACA
Thr
830

AGA
Arg

CCcT
Pro

TTA
Len

GAT
Dap

RCA
Thr
270

ARG
Liys

GTA
val

CAA
Gln

TTT
Phe

TAT

acc
Ala

AAG
Lys

GAT
Ag
87
TTA
Leu

GTC
val

ACC
Thr

AAT
Asn
L

S
9%5
ACC
Thr

Lys

ACC
Thr

TG
Ser

AAC
Asan
1035

ATh

Ile
2550

ACT
Thr

GCA
Ala

BaT
dly

CTT
Leun

GAL

TCT
Ser

GAA
Glu

AGC
Ser

ATC
Ila

GcC CIT

Ala

GCA
Ala
845

TCC
Ser

GAT
Asp

aoc
8&0

TGG
Trp

GCaE

Lys Ala

CTT
Leu

AAR ACG
Lys Thr

CCT
Pro

TCT
Ser
210

CAn
Gln

ACG
Thr

ATG
Met
925

CTC
Leu

GTT
val

TAC
Tyr

TCe
Ser
940

GAC
Asp

ale o]
Axg

ATT
Ile

CIT
Leu

GTA
val

GARL
Glu

TAT
Tgr
250
TAT TCT

EXSSSer

GAA AAT

TAT
Tyx

GTT
val

GAT
Asp

cCT

TCT
Ser

TTT
Phe

GCA
Ala

GTA
895

Zln

AAC
Agn

lele e
Gly

TAT

GAG
Glu

GAG
Glu

173
Leu
850
GCA
865

GAT
Asp

CAG

Gln Gln

TTA
Leu
:1:14}

GAA
Glu

AGY
Ser

ACC
Thr

AGT
Ser

AQT
Sar

TTA
Leu

CAG
Gln
930

ATC
Ile

TTT

Phe Glu

TTA
Lea

BAT
Agn
245

ATT ACT
Ile Thr

GAT
Asp

960

ace
978
AGC
Ser

cGT
Arg

GCA

Pro Glu Asn Ala

1620

GAT
Asp

CCT ACG
Prao Thr

GAT TAT GCT
Asp Tyr Ala

ARC
Asn

TTA ACT
Leu Thyx

GAA
Glu

ARA
Lys
1055

ATT

Ile Ala

1070

T
Sar

ACA GAT
Thr Asp
1085

CAA AAR
gln Lys
1108

GEC GGA
Gly Gly

GAT
Asp

GAG
Glu

1115

ACQ
Thr

1130

1145

ADA TTT ACC GAT GTG
?{gDPhe Thr Asp Val

AAT GAC TTA ATG TTA

TAT
Tyr

TTT
Phe

ATC
Ile

GAT
As

AAT
Aan

BAT
Asn
1165

43

P
1159

TAT GCG GAA GTG AAG
Tyr Ala Glu Val Lys

TTA
Lau

AAT
Asn

aar
Gly

AGC
Jer
1135

AAC
Asn

CET TCT

Sar

TAC
Tyr

AAT
Asnt

3G
Ala

GTT
val

GAR
Glu

GCC
Ala
1410

TAT GAT
r AsSp
1025

TAE AAA

Trp Lys
1040

GCA CAA
Ala G&ln

ACT
Thr

TTA
Leu

GAR
Glu

GGA
gly

TTA
Leu

GCC CGT

hArg

GAT
As

AARA
Lys

age
Gly

GCT
Ala

CGA
Arg

CRG
Gln

GAT
Asp

ATHh
Ile
915

AGT
Sexr

GAT
Asp

AAn
Lys

TTA
Leu

AAR

Lys
595

TTA
Lenu

TTA
Laun

eele
Gly

TTT
Phe

AGA
Ary
1075

GAR
Glu

1090

TTA
Leu
1108

AAT GAT ACG
Asn Asp Thr
11zo

AML GGA CAC
Lys Gly His

TCG
Ser

AAC
Asn

cac GCA AGA
Arg Ala Axg

G&T
Gly

ITTA
Leu

GGA
Gly

GAT
Asp
1155

TTT
Phe

1170

TTC GQT TAT CAT GAT ACG GAT

‘3684

3732
3730
3B2e
3876
3924
3372
4020
4068
4116
4164
4212
4266
4308
4356
4404
2452
4500
4548
4556
4644

4632



Arg Arg Val As
g I 11?5

TCG GTC ACG QTA
8er Val Thr val
1190

AAA TTG GAG TTT
Lys Leu Glu FPhe
1205

CAT
Hig

GCA GGG
Ala Gly
- 1220

CAT
His

CTT
Leu

TGS
Trp

GCG
Ala

GAT
Asp

AGA
Arg

acT GG
Gly Glg

CTh
Leu

CAG
a@ln

GAT ATC
Aag Ile
12%0

GGA
Gly

ATC
Ile
1285

CGA
Arg

GAC ACC
Asp Thr

GAT
hsp

CGA GTA
Arg Val

TIC
Phe
1309

GAT
Asp

GTC ACG
val Thr

TCG
Ser

GAC
Asp

AJA
Lye

TTG GAA
Leu Glu

Asn Asp

Anpn TCC
Lys Serx

GCT GAC
Ala Asp

CTA TAQ GG

ES 2443 094 T3

Leu Met Leu Phe
1180

TIC TAC AGC CAT
Fhe T{r Ser His

CGC AGT
Arg Ser
1210

ATA ACT
Ile Thr

C AQC GAT GGC

Qly Tyr His

GTA GAT TAT

Val Asp Eggo

CGC GAT GAA
arg Asg Glu

AAT GAT QAT

Asp Thr As
11%5 P

CAR
Gln

GAC
RAsp

TTT
Phe

ARR
Lys

CTG
Lau

ATT
Ile

ATA AAG GAT

len Tgr Gly

gAC QGC
er
1240

C TAC GGT GOG
Tyr Gly Ala

Ile

TAT
Tyr

GTT

val Glu

TTT
Phe

AAR
Lys

TTA
Leu

ATT TTG

GAA GAT

Asn
1230

Thr Asp Gly

GAA GaC

Leu Glu Gly Gly
12

5

ACC TAT ATC
Thr Tyr Ile
1260
ACC
Asg Thr
1275

ACT GAT
Thr Asp

GAC
Asp

AART
Asn

AAT
Agn

ART
Asan

GTG
val

1299

GAC
Aszp

GAT
Asp

AAT
Asn
1305

4E ive
2
1320 7°

TTT
Phe

TCC
Sex

GCT
Ala

GAC
Asp

1335

GGT ATG
Gly Met
1350

oo oo 5o
T rg
1§§5 o

ABRR
Lys

CAR
Gln

GAC
Asp

GGC GGT
Gly Gly

erT
val
1380

GAT ATT
Asp Ile

AAT
Asn

CTh AGA
Leu Arg

GGA GGA CAG
Gly

CAC
Hia

Gly Gln Asp Ile

TTT
Phe

TTA
Ley

GCA
Ala

GTGE
Val

AAC
Asn

TCG
Ser

TTA TTC
Lau

TTA ATG
Leu Mat
1310

CAT
His

AAC
han
1328

ATA ACT
Thr

TEC TAC
Phe Tyr

CGC AGT
Arg Ser Ile

Asp

GGC AMR GGC

Lys

T
Phe

GAT
Asp

TAT

%s

TPC GGT

Phe Gly Tyr His Asp

GTA
val

CaT
Arg

Ile Lys As

1235

ATY
Ile

Asp

AAC
Asn

GAT
Ag
12?0

s oo
Vs
1265 ¥

CcaC GCA
Axg Ala

Gly

CAC
His

AGC
Ser

AGH
Argy

AAC
Aem
1280

GG GAA GTG
Ala Glu val

ADR
Lys

ACG
Thr
1315

TTT
Bhe

TAT CAT GAT

GAT TAT CAA

Agsp Tyr Gln
P 1330

GAT GAA CTA GGT

Gly -

1340

aGEC ACT
Gly Thr
1355

ATT
Ile

GAT
Agp

1270

= o
355 ¥

AAT
Asn

GEC
Gly

TAC
Tyr

agT
Ay
2400
GAT ATC GIT
Val

1415

GCA AGA GAT ATC
a Arg
1430

TTC CGA
Phe Arg

-GTG
Vval

L
¥
1445

ACG GAT TCG
Thr Asp Ser

P
1460
CAR TTT GAC AAD
@ln Phe Asp Lys

CT@ ATT ABA GCA
Leu Ila Lys i&;

ATA ARG GAT CAT
Ile Lys Asp His

Ile Asp Thr

TTA
Leu

GAC ACC

GAT
Asp

CGA GTA
Arg Val

ACC
Thr

GAC
Asp

GET
aly

ace
Ala

TAT GAA

Tyr

GAT
Asp

GAC
Asp

carT
Gly

GAT
Az
1360

GET
aly

GaT
Gly

GCG
Ala
1375

=3
1350 Y ¥

ACC TAT ATC
Thr Tyr Ile

GCC
ala

CTC
Len

GAC
Asp
1405

GAT ACC AAT AAT

@lu Asp Thr Asn Asn

1420

AAR
Lys
1438
AAT GAC
Asn Asp

TTT
Phe

1450

GTC ACGE GTA
val Thr val
1465

TTG GAG 'ITT
Lau Glu rhe
1480

@63 CTT CAT
Gly Leu His

‘@C3 GAT TGG
Ala Asp Trp

BAN TCC
Lys Ser

GCT GAC
Ala Asp

CTA TaC
Leu Tyx

ACC GAT GTG AAT
Thr Asp Val Asn
1440

TTA ATG TTA TTC
Leu Met Leu Phe
14585

ng TAC gﬁc EAT
P Tyr Ser Hie
1470

0GC AGT
Arg Ser
1485

@GC ACC
Gly Thx

ATA ACT
Ile Thr

GAT GGaC
Asp Gly

1500

Asp Glu Leu
1345

AAT
Asn

ATC
Ile

AAC
Agn

AAT
Asn

GAT
Asp

ACG
Thr

AAR GGT
Lys Gly

AAT
Asn
1355

AGC AAR
Sex Lys
1410

GAT AAC CGC
Asg Asn Arg
1425

TTT
Phe

TAT GCG GAA
Tyr Ala Glu

@GT TAT CAT
Gly Tyr His

3T% EAT TAT
a ]
* I,

CGC GAT GAA
Arg Asp Glu
1430

RAT GAT GAT
Asn Asp Asp
1505

GAC AGC ATT TTG
Azp Ser Ile Leu

44

GAR GGC

Glu

GGC AAn GGC

Gly dly Lye= Gly

4740

4788

4838

4884

4832

4980

5028

5076

5124

5172

5220

5268

B3le

5364

5412

5480

5508

5558

5604

5652

5700



1510

AAC GAT ATT CTA AGA GGT GGC TAC
%3 r gy, B

Asn Aszp Ile

1525

ABRA GGA CAC
Lys Gly His
1540

CGA GCA AGA GAT
Arg Ala Arg Asp

Leu

GGA
Gly

e

GTGE ABA
Phe

Gha
Val Lys

Glu

CAG GAT ATC
Gln Asp Ile
1545

ATC
Ile

GAC
Asp

1S5a0

CGA
A

1575

GAT
hap

GAT ACG
Asp Thr
1580

CAA TTT GAC
Gln Phe Asp
1605

CTA GGT AAA
Leu Gly Lys

CAT
His

TAT
Tyr

GAR
Glu
1620
AAT
asn

AARC GAC
hAsn Asp

ATC
Ile

ACE GTIT
Thr Val

GAT
Asp

AAT
Asn

TCG
Ser

AAR
Lys

CAR
Gln

TGE

Trp
1640

AAT
Asn

16585

AAT GAT
Asn Asp
1670

AAR
Lys

ARA GGT
Lys Gly

GGA

AcC
Gly

Ser
1685

GAT AAC
Asp Asn
1700

TTA
Leu

™
Phe
GQCA
Ala

Ccac
Arg

CTT
Len

TCC
Ser

GARA
Glu

TTA
Leu

AGT
Sar

TCA
Ser

TTA
Leu

1735

CAT
His
1750

ACT CAG
Thr Gln

ann
Lys

CAA
Gln

GAT
Asp

AGC
Ser
1765

aTG
Val

CAG
Gln
1780

CAA TAT ATC AAT
Gln Tyr Ile asn

Lys His Gly

AGITTTTTTE AACTGTGCCE ATTTGATTTT AGTGTAAGAA TATAGCCTGA TTTTAAGAAA
TTTACTCTTG GCTAATAACT ATTTCCCATT TTATAAGTTA TTGACGGATG GTTITTATCAA

ATT
ile
CAC
Hia

AGA
Arg

GG
T

e yile]
Glu

ATA
Tle

GTG
Val

ARG CAC GGA GGA

Gly

AGC
Ser

1730

CGa

rg Arg

GTC
val

TTG
Leau

GGT
Gly

ES 2 443 094

1515
GGT
aly

TAT
Tyr

aTT
Vval

TTA AAA
Leu Lys

ACC
Thr Phe

1565

GAC
Asp

AAT
Asn
1580

ATA AAA TCC
Ile Ly= Ser
1595

TTT GCT
Phe Ala

GTA
val

GAT
Asp

ACG
Thr

GAC
Asp

GAR
Gluy
1610

ATG
Met

TTA TTET
Leu Phe

GCA
Ala

1625

GGA
Gly

GGC
Gly

CTA
Leu

GOA
Gly

GAT
Asp

TCG -GTG
Ser Val
1645

AAC
Asn

CaT
Arg

GGC
Gly Asp
1660

GGET GGC TAC
Gly Gly Tyr
1875

CAG GAT ATC GIT
Gln Asp Ile val
16590

ATC
Ile

GeT
dly

AAT
Asn

AGA
Arg

@AC ACC TTA
Asp Thx Leu

1705

™
Phe

GAT
Asp

GAA
Glu

GAG
GElu

Gag
Glu

CGA GAA AAT
Arg Glu Asn
1728

GTC ACG GTT
Val Thr Val
1740

ATT CGT TTA
Ile Arg Leu
1755

ATG GTT GAG
Met Val Glu

AGC
Serx

AAR
Lys

AAT
asn

ARG
Lys
1770

ATA TCT CTT
Ile Ser Leu

GTG
val

1785

TTA

Leu:

1800

TTA
Leu
1305

AQA GCT GCT
Thr ala Alza

T3

GAA GAT ACC
Glu Asp Thr
1550

TIT ACT GAT

Thr

TTA
Len

Tre
Pha

cGe
Arg

GGC
al
16390

ATT

Ile

GAT GAC

Asp

GeT
Gly

TAT
VY

AAR TIT ACT

Lys
1710

AR
Asn

CAA

Gln

TOG
Ser

TCGE
Ser

TCG
Ser

1520
Phe

AAT
Asn

GEAT
Asp

AAT
Asn

AAT TAT
Asn

aTe
Asp Val

1570

QaT
aly

TTA
Leu

™¢
Phe
1585

CAT GTA
His val

ATG
Met

TAC
Tyx

AnC
Asn
1600

ATA ACT CGT

AGT
Ile Thr Arg

Ser
1615

ACT
Thr

GGT GAT
Gly Asp

GAC
Asp

GET GCG
Gly Ala

GAT
Asp

GCC
Ala

GCG GAC ACC TAT ATC TTT AGC
Ala Zsp gggsTyr Ile

Ser
ARC
Asn
1555

GCa

Tyr Ala

TAT
Tyr

GAT
Asp

GAT
ABDP

GAT
As
1635

GGET
Gly

1650

ATC GGC
Ile Gly
1665

ACC
Thxr

ACC CTC
Thr Leu

TAT
Tyx

GCG GAC
Ala Asp
1680

QAT ACC
Asp Thr

AAT
Aan

GAR
Glu
14655

ATT
Ile

GAT

Phe Thr Asp

ATT
Ile

ATT
Ile
1730

TAT TCA

§¥§58er

CAA ACG
Gln Thr

GAT
Asp

TTG
Leu

ANT
Asn

TGG
Txp

AAT
Asn

GAG
Glu
1760

ATG GCC GGC TTT
Met Ala Gly Phe
1775

CTT GAA GAG GTA
Leu Glu Glu Val

1790

T%A CATACGAAAG AAATCGGCAC

ATATGAGATC AAATCTTATT TTARATTCGC TTTCCATTAA GCGATAT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 6:

45

GGC
Gly

ATC
Ile

AAT
Asn

AMAT
Apn
1715

ARDB,
Lys

CAQ
His

TG
Leu

acT
Ala

iﬁh
1735

S748

- 5796

5844
5892
5940
5988
6036
6084
61;2
6180
6228
6276
6324
6372
6420
6468
6516
6569
6629

6689
6736
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 151 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
5 (D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 6:

Ile
1
Gln
Ala
Vai
Asn
65
val
Tle
Ala

Vval

Met

10 14§

Asp Met
Ile Pro

Leu Leu
as

Pro Val
50
Cys Gly

Ala Lys

Arg Leu

Pro Glu
115

Ala sexr
130

Ile Arg

Pro
Val
20
Agp
Leu
Hig
Lys
A
10
His

Glu

Glu

Pro
s
Thx
Ala
Gly
His
Tyt
is
Gln
Glu

Leu

Val

Gly Thr Gly Asp

Gly
val
Ile
Glu

70
Gly
Asp
Thr
Tyx

Lys
150

Ala Val
Lys Gl
4

Ile Glu
55

Asp Ile
Thr Lys
Leu Asp

Ser Arg
120

Trp Gln
13

*

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

15

(A) LONGITUD: 1806 aminoacidos

(B) TIPO: aminoacido

(D) TOPOLOGIA: lineal

20 (i) TIPO DE MO[_ECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID N°: 7:

val

25
Ile
AsSn
Phe
Val
Ala
10%
Ala

Gly

46

Ile Gln
10
Val Thr
Sar Met
Mat Ser
Gly Thr
Y 75
Lau Gly
90,
Gly Thr

Tyr Ile

Ser Val

Leu

Thr

Phe

val

60

Gln

Pro

Glu

Ile
140

Thx
Pro
Gln

45
His

aly

Met '

Thr

Leu
125

Pro

Leu
Gin

30
Lys
Ile
Ala
Pro
val
116

Ala

Ser

Ser Gln
15
Asp Ile
Val Ser
Cys Gln
glu Lys
¥o
L.eu His
85
Val Ala
Ala Lys

Glu Ile



Met
Thr
Ile
Pro
Phe

65
Ser
Val
Asp
Gly
Glu

cly

Thr
Lys
Gly
w
Asn
Ser
Lys
Val
Asp
130
Gly
Lys
Asp

Len

Lys
Thr
gt
Arg
ala
Gln
Ala
115
Gly
Phe
Arg
Phe

Glu
195

Leu
Ley
20
Gly
FPhe
Gly
Gln
Gln
100
aly
Lys
Lys
Tyr
As

18

Ser

Thr
5
Pro
Asp
val
Lys
Glu
85
Ile

Mat

Gly

Tla
165

Phe

Ile

ES 2443 094 T3

Met
Lys
Aap
Thr
Ser

70
Lys
Leu
Phe
Asp
Sar
150
Glu

val

Ile

Gln
Asp
AsSp

55
Arg
Ile
Glu
Ala
Leu
135
Asp
Asn
Gly

Asp

Asp

Arg

Ile
40
Asp
Ile
Leu
Met
Gl
12
Len
Asn
Phe

Gly

Prao
200

val
Leu

25
Asp
Asn
Ile
val
Len
105
Glua
Glu
Ala
Gly
Phe

185

Ser

47

Thr
10
Asp
Arg
Phe
Ala
Gl
9

Gly

val

Phe

Ile
170

Trp

Gly

Asn
Asp
Lfs
Ser
Pro

75

Leu
Tyr
Gln
Ala
Phe

155
Glu

Leu
Sar
Glu
vVal

($1]
&ln

Lys

Thr

Pro
A=n

Gly

Tyr Leu T{g Lys

Leu Ile
0

Phe Met
45
Vval Arg
Val Pro
Pro Gly
Lys Gly
110
Leu Gl
125 Y
Ile Trp
Jle Glu
Leu Gly
leu Val

130
Gly Thr
208

Sex
val
Asp
Pro
Lys

95
Gly
Phe
Asn
alu
Lysa
175

Asn

Vval

Glu
Gly
Phe
Ile

80
Tyr

Glu

Thr

Sexr-
160

Gln

Arg



Leu

Phe
2258
Ala

Ser

Lys

Ala
305

Val

Ser
Val

His
385

Arg
Phe
Phe
Leu
s
Lys
Thr
Val
Asn
545
Pro
Ser
Asn
aly
1

Ala

Arg

RAan
210

Lys
Lya
Gly
Pro
%5
Aan

Sar

Leu

Val
370
Glu
val
val
Sar
Leu
454
RAan
Leu
Bro
Lys
530
Ser
Ala
Sar
His
Asn
610
Ala

Leu

Gln

Phe Thr Gly

Ala
val
Ser
B
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Asp Thr Leu Lys Gly Sexr Tyr Gly Ala Asp Thr Tyr Ile Phe Ser Yys
4 Y 11!5 ¥ Y ngo 1138
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Asn Asp Asn Arg Ala Arxrg Asp Ile Asp Thr Leu Lys Phe Thr Asp Val
1555 1560 1565

Asn Tyr Ala Glu Val Lys Phe Arg Arg Val Asp Asn Asp Leu Met Leu
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1570 1575 : 1580

Phe GL r His Asp Thr Asp Ser Val Thr Ile Lys Ser Phe Tyr Asn
15858 y TY ¥ 159 -1 1600

His Val Asp Tyr Gln Phe Asp Lys Leu Glu Phe Ala Asp Arg Ser Ile
léel0 1615
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3 P 1620 Yy 16%5 : 16?0 P
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y AP 161??5 1640 1645
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Ty 1685 4 Y Y 1690 P e 1695 P

Thr Asn Asn Asp Asn Arxg Ala Axg Aslg ITle Asp Thr Leu Lys Phe Thr
1700 1705 1710

Asp Ile Asn Leu Ser Glu Leu Trg Phe Ser Arg Glu Asn Aan Asp Leu
1715 1720 1725

fle Ile Lyes Ser Leu Leu Ser Glu Asp Lys Val ‘I'hr Val Gln Asn Trp
1730 1738 40

r Ser His Gin Asp His I..ys Ile Glu Aan Ile Arg Leu Ser Asn Glu
1745 1750 1760
Gln Thr teu Val Ser Thr Gln Val Glu Lys Mat Val Glu Ser Met Ala

: T 1765 1770 1778
Gly Phe Ala Gln Lys His Gly Gly Glu Ile Ser Leu Val Ser Leu Glu
1780 17as 1790

Glu Val Lys Gln Tyr Tle Asn Ser Leu Thr Ala Ala Lau *
1795 18090 1805
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna sub-unitaria para la proteccién de animales contra la infeccién por una bacteria de la especie
Actinobacillus pleuropneumoniae, caracterizada porque dicha vacuna comprende toxina ApxIV purificada y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. La vacuna de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque comprende un adyuvante.
3. La vacuna de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, caracterizada porque la vacuna esta en forma liofilizada.

4. La vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizada porque comprende adicionalmente uno o mas
antigenos de microorganismos o virus patégenos para el cerdo.

5. La vacuna de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizada porque comprende adicionalmente uno o mas
antigenos seleccionados de entre el grupo que consiste en virus del Sindrome Respiratorio Reproductor Porcino
(SRRP), virus de la Pseudorrabia, virus de la Influenza Porcina, Parvovirus porcino, virus de la Gastroenteritis
Transmisible, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelothrix rhusiopathiae, Pasteurella multocida, Bordetella
bronchiseptica, Haemophilus parasuis y Streptococcus suis.

6. Un procedimiento de preparacién de una vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, comprendiendo dicho
procedimiento la mezcla de toxina ApxIV purificada con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Un ensayo diagndstico para distinguir la infeccion por Actinobacillus pleuropneumoniae en cerdos de la infeccion
por A. suis en cerdos, caracterizado porque dicho ensayo comprende toxina ApxIV purificada.

8. Un procedimiento de deteccién de la presencia o ausencia de todos los serotipos de Actinobacillus
pleuropneumoniae en cerdos que comprende las etapas de:

- proporcionar toxina ApxIV purificada,

- proporcionar una muestra de un cerdo, en que la muestra es suero,

- incubar la toxina ApxIV con la muestra, y

- detectar la presencia o ausencia de anticuerpos contra la toxina ApxIV.

9. Un ensayo diagnostico para distinguir entre cerdos infectados con cepas de campo de Actinobacillus
pleuropneumoniae y cerdos vacunados con una vacuna que tiene una bacteria viva atenuada de la especie
Actinobacillus pleuropneumoniae, en el que la vacuna no produce toxina ApxIV funcional, comprendiendo el ensayo
toxina ApxIV purificada revestida sobre los pocillos de una placa de ELISA.

10. El ensayo de diagndstico de la reivindicacion 9 que comprende ademas un anticuerpo anti-cerdo marcado que
puede revelar la presencia o ausencia de anticuerpos contra la toxina ApxIV.
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