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DESCRIPCION
Factor de permisividad celular para virus, y usos del mismo

Campo de la invencién

La presente invencion proporciona procedimientos relacionados con la generacion de células hospedadoras
permisivas para el crecimiento de virus para virus SRRP de la familia Arteriviridae.

Antecedentes de la invencion

Arteriviridae

Los virus de la familia de los Arteriviridae incluyen el virus de la arteritis equina (VAE), el virus elevador de lactato
deshidrogenasa (VLD) y el virus de la fiebre hemorragica de simios (VFHS). El Arterivirus que tiene la mayor
importancia econémica es el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (VSRRP).

VSRRP

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (VSRRP) es una de las enfermedades econémicamente
mas importantes de los cerdos. El sindrome aparecié de manera practicamente simultanea en Norte América y en
Europa Occidental a finales de la década de 1980, y desde entonces se ha extendido hasta convertirse en endémico
en las principales naciones productoras de porcino de Europa, Asia, y América. El agente etiolégico del SRRP es un
virus que se ha denominado virus del SRRP o VSRRP. Para el SSRP europeo y americano, la enfermedad se
caracteriza por la incapacidad reproductiva de las cerdas y cerdas jovenes (abortos tardios, mortinatos, y momias),
por una elevada mortalidad en lechones, y por enfermedad respiratoria en cerdos de todas las edades. La
enfermedad ha sido objeto de revisiones recientes (Mengeling y Lager, 2000; Murtaugh y col., 2002; Nodelijk, 2002;
Plagemann, 2003).

En cerdos, la infeccion por VSRRP esta limitada a un subconjunto de células del linaje de monocitos/macréfagos.
Las células de macrofagos alveolares porcinos (MAP) totalmente diferenciadas son las células diana principales para
la replicacion viral (Duan y col., 1997a; Duan y col., 1997b). La inmortalizacion de las células MAP es técnicamente
dificil, y cuando se realiza de manera exitosa, ha dado lugar a lineas celulares no permisivas al crecimiento del virus
del SRRP (Weingartl y col., 2002). Los viriones del SRRP se unen especificamente a macrofagos y se internalizan
en depresiones revestidas de clatrina mediante endocitosis. La liberaciéon de vesiculas endociticas necesita un pH
acido (Nauwynck y col., 1999). La unioén inicial de los viriones esta mediada por la interaccion de la proteina de la
matriz viral con glicosaminoglicanos de sulfato de heparina (Delputte y col., 2002). La internalizacion puede
facilitarse por una glucoproteina de membrana de 210 o 220 kDa, ya que la incubacion de células MAP con
anticuerpos monoclonales para este péptido bloquean la infeccion por el virus del SRRP (Duan y col., 1998; Wissink
y col., 2003). La glucoproteina de 210 kDa se ha identificado recientemente como sialoadhesina, un miembro de la
familia siglec de lectinas de tipo inmunoglobulina de unién a acido sialico (Pensaert y col., 2003). La transfeccion de
la linea celular PK15 (rifién porcino) no permisiva con sialoadhesina porcina confirié la capacidad de internalizar las
particulas de VSRRP, pero se mantuvo un bloqueo aparente en la etapa de descapsidacion, ya que los viriones
entraron en vesiculas celulares, pero no sufrié desintegracion de la nucleocapsida y la fusion a la membrana de la
vesicula. Los genes virales no se expresaron, y las células PK-15 transfectadas se hicieron no permisivas al virus del
SRRP (Venderheijden y col., 2003). Hasta donde se sabe, no se ha demostrado que la transfeccion con
sialoadhesina sea suficiente para convertir a cualquier linea celular no permisiva a VSRRP a un fenotipo permisivo a
VSRRP.

Aparte de células porcinas primarias de linaje de monocitos/macréfagos, el otro Unico tipo celular conocido como
permisivo para el crecimiento de VSRRP en cultivo celular es la linea celular de rifidn de mono inmortalizada MA-104
(Chladek y col., 1998) y derivados, tales como MARC-145 (Kim y col., 1993) y CL-2621. Se desconoce por qué esta
linea celular particular es permisiva, pero otras lineas celulares de mamifero no. El virus del SRRP se une
especificamente a una variedad de tipos celulares distintos, pero no inicia la infecciéon (Kreutz, 1998; Therrien y col.,
2000). En células MARC-145, la internalizacion del virus mediante endocitosis y la posterior desencapsidacion en
vesiculas de pH bajo parece imitar eventos similares en las células MAP (Kreutz y Ackermann, 1996). Sin embargo,
una variedad de anticuerpos monoclonales que se unen a sialoadhesina porcina no consiguen detectar una proteina
homadloga sobre la superficie de las células MARC-145 (Duan y col., 1998; Wissink y col., 2003), lo que sugiere que
las células MARC-145 pueden usar un miembro divergente de la misma familia de proteinas o un receptor
completamente diferente.

Las vacunas actuales para el VSRRP se propagan en lineas celulares de simio, lo que es una actividad
potencialmente peligrosa. El uso de lineas celulares de simio para la produccién de vacunas tiene el potencial de
introducir virus de primate en lineas porcinas destinadas a su uso para xenotrasplante. Debido a que cada vez mas
se exploran los cerdos como fuente de drganos xenotrasplantados para seres humanos, la introduccion de lineas
celulares de primate a poblaciones de cerdos puede suponer en ultimo lugar un riesgo para los seres humanos que
reciban drganos xenotrasplantados. Por lo tanto, seria prudente evitar el uso de lineas celulares de simio en las
preparaciones de vacunas porcinas. Por lo tanto seria deseable identificar o generar células que no sean de simio o
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lineas celulares que sean capaces de soportar la replicacion del VSRRP. Hacia este fin, es esencial identificar
productos génicos que puedan ser responsables de conferir la permisividad para la replicacion del VSRRP tal como
se ha observado en determinadas lineas celulares de simio asi como en células MAP. Una vez se han identificado
dichos productos génicos, las células no permisivas pueden hacerse permisivas mediante la transfeccion del gen
esencial a éstas, de este modo proporcionando una variedad mas amplia de lineas de produccién para una vacuna.

Un laboratorio ha comunicado que la proteina tetraspanina CD151 de células MRC-145, cuando se transfecta a
células BHK-21 no permisivas, confiere permisividad al virus del SRRP (Kapil y Shanmukhappa, 2003;
Shanmukhappa y Kapil, 2001). Esta observacion todavia esta por confirmar por un laboratorio independiente. En el
presente documento se describe un polipéptido no relacionado, que cuando se transfecta a células no permisivas,
confiere permisividad al virus del SRRP.
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Sumario de la invencién

La invencion incluye un procedimiento in vitro para facilitar la infeccion de una célula de vertebrado por un virus del
SRRP, que comprende la etapa de dirigir la expresion aumentada de un polipéptido de CD163 en dicha célula de
vertebrado en la que el polipéptido de CD163 comprende un dominio transmembrana, y en la que dicha expresion
aumentada se logra mediante la introduccion de acido nucleico exégeno.

La expresion de un polipéptido de CD163 se logra mediante procedimientos de introduccién de acidos nucleicos
exogenos que codifican polipéptidos de CD163. Dichos procedimientos incluyen pero sin limitacion transfeccion,
electroporacion y fusiéon con un vehiculo de un polinucledtido que comprende un polinucleétido que codifica un
polipéptido de CD163.

El procedimiento puede convertir a células previamente no permisivas a VSRRP en permisivas a SRRP. El
procedimiento también puede incluir una o mas células que no expresaban previamente un polipéptido de CD163 en
células a las que se induce para expresar un polipéptido de CD163.

Las células son de vertebrado y pueden ser de mamifero. Las células pueden ser células BHK21. Las células
pueden derivarse de células de rifidén porcino. Las células o linea celular puede derivarse de células de rifién de
felino. Las células o linea celular puede ser pero sin limitacion, células BHK-21, NLST-1, NLFK-1, Vero o RL. El
VSRRP puede ser de genotipo europeo o americano del norte.
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Tal como se indica anteriormente, la expresion aumentada de un polipéptido de CD163 puede lograrse mediante
procedimientos que incluyen, pero sin limitacion: transfeccion, electroporacion y fusién con un vehiculo de un
polinucleétido que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163. Se contempla cualquier
polipéptido de CD163 que contenga una regiéon transmembrana. Los polipéptidos de CD163 ejemplares se
seleccionan del grupo que consiste en los polinucleétidos listados a continuacion en los que:

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 70 %,
71 %, 72% 73 % 74 % 75 % 76 % 77 % 78 % 79 % 80 % 81 % 82 % 83 % 84 % 85 % 86 % 87 % 88 % 89 %
90 % 91 % 92 % 93 % 93 % 94 % 95 % 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, de identidad con SEC ID N°: 2;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
2 en no mas de 20 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
2 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
Ne: 2;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 1; uno de
dichos polinucledtidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 99 % de
identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 14;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
14 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
14 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 14;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 13

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
24 en no mas de 2 sustituciones conservativas de aminoacidos; uno de dichos polinucleétidos comprende un
polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 24;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 23;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 96 %,
97 %, 98 %, 0 99 %, de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 27;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
27 en no mas de 20 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
27 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
Ne°: 27;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 26; uno de
dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 98 %, 99 %
de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 32;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
32 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
32 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
Ne°: 32;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 31;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95%,
96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 34;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
34 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
34 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 34;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 33;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95%,
96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 36;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
36 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
36 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 36.

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 35;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90 %,
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91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 42;
uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
42 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
42 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 42;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 41;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90 %,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 44;
uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
44 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
44 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 44;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 43;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95%,
96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 46;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
46 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
46 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 46;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 45;

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90 %,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 48;
uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
48 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que difiere de SEC ID N°:
48 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

uno de dichos polinucleétidos comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID
N°: 48; y

uno de dichos polipéptidos comprende un polinucleétido con la secuencia expuesta en SEC ID N°: 47.

El procedimiento in vitro para facilitar la infeccién descrito anteriormente puede comprender ademas la etapa de
producir un cultivo de virus.

El cultivo puede aislarse mediante el procedimiento descrito anteriormente.

Cualquiera de los procedimientos descritos anteriormente puede comprender ademas la etapa de producir una
vacuna para el SRRP. La vacuna puede ser inactivada o viva atenuada.

Se describe en el presente documento una célula o linea celular que es util en los procedimientos in vitro de la
presente invencion en los que la capacidad de una o mas células para infectarse por un virus del SRRP se ha
modificado dirigiendo la expresion aumentada de un polipéptido de CD163 que tiene un dominio transmembrana en
dichas células.

La célula o linea celular puede ser previamente no permisiva a VSRRP y se hace permisiva a VSRRP dirigiendo la
expresion aumentada de un polipéptido de CD163 en dicha célula o linea celular.

La célula o linea celular incluye células o lineas celulares que no expresaban un polipéptido de CD163 y se inducen
para expresar un polipéptido de CD163.

Las células son células de vertebrado y pueden ser de mamifero. Las células pueden ser células BHK21. Las células
pueden derivarse de células de riiidn porcino. La célula o linea celular puede derivarse de células de rifién de felino.
Las células pueden ser, pero sin limitaciéon, células BHK-21, NLST-1, NLFK-1, Vero o RL. El VSRRP puede ser
americano del norte o europeo.

La invencion incluye un procedimiento para medir la propension de una linea celular de ensayo a permitir la infeccion
por un virus del SRRP que comprende:

a) proporcionar una muestra que contiene acidos nucleicos de la linea celular de ensayo;
b) determinar la cantidad de polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163 o su complemento en dicha
muestra;
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en el que una cantidad aumentada del polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163 en relaciéon a una
muestra de control derivada de una linea celular de control que se sabe que no soporta el crecimiento de dicho virus
indica una propension de la linea celular de ensayo a soportar la replicacion de dicho virus.

La cantidad de polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163 puede determinarse mediante hibridacion.
La cantidad de polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163 puede determinarse mediante PCR.

La invencion también incluye un procedimiento para medir la propensién de una linea celular de ensayo a permitir la
infecciéon por un virus del SRRP que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene polinucleétidos de la linea celular de ensayo;
(b) determinar la cantidad de polipéptido de CD163 en dicha muestra;

en el que una cantidad aumentada del polipéptido de CD163 en relacién a una muestra de control derivada de una
linea celular de control que se sabe que no soporta el crecimiento indica una propensién de la linea celular de
ensayo a soportar la replicacién de dicho virus.

La determinacion puede lograrse poniendo en contacto un polipéptido de CD163 con un anticuerpo especifico para
el polipéptido de CD163, en condiciones en las que el anticuerpo se une al polipéptido de CD163.

La invencion incluye un procedimiento para medir la propension de un cerdo a infectarse por un virus de SRRP que
comprende:

a) proporcionar una muestra que contiene acidos nucleicos del cerdo a ensayar;
b) determinar la cantidad de polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163 o su complemento en dicha
muestra;

en el que una cantidad aumentada de polinucleétido que codifica un polipéptido de CD163 en relacién a una muestra
de control derivada de un cerdo que se sabe que es resistente a dicha infeccién virica indica una propension del
cerdo a ensayar a infectarse por dicho virus.

La determinacion puede lograrse mediante hibridacion o mediante PCR.

La invencion también incluye un procedimiento para medir la propensiéon de un cerdo a infectarse por un virus de
SRRP que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene polipéptidos del cerdo a ensayar;
(b) determinar la cantidad de polipéptido de CD163 en dicha muestra;

en el que una cantidad aumentada de un polipéptido de CD163 en relaciéon a una muestra de control derivada de un
cerdo que se sabe que es resistente a dicha infeccion virica indica una propension del cerdo a ensayar a infectarse
por dicho virus.

La determinacion puede lograrse poniendo en contacto un polipéptido de CD163 con un anticuerpo especifico para
el polipéptido de CD163, en condiciones en las que el anticuerpo se une al polipéptido de CD163.

También se describe en el presente documento un polipéptido aislado que es util en los procedimientos in vitro de la
presente invencion en los que el polipéptido se selecciona del grupo que consiste en los polipéptidos descritos a
continuacion:

un polipéptido aislado que tiene al menos un 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %,
80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 %, de identidad con SEC ID N°: 2;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 2 en no mas de 20 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 2 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 2

un polipéptido aislado que tiene al menos un 99 %, de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 14;
un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 14 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 14 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 14;

un polipéptido aislado que difiere de SEC ID N°: 24 en no mas de 2 sustituciones conservativas de aminoacidos;
un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 24;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 96 %, 97 %, 98 %, o 99 %, de identidad con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 27;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 27 en no mas de 20 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 27 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 27;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°:
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32;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 32 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N° 32 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos; un
polipéptido que comprende a SEC ID N°: 32;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 34;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 34 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 34 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 34; un polipéptido aislado que tiene al menos un 95%, 96%, 97%,
98%, 99 % de identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 36;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 36 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 36 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido es un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 36;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 38;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 38 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 38 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 40;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 40;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 40 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 40 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 40;

un polipéptido aislado que tiene un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de identidad
con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 42;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 42 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 42 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 42;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 90 %, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de
identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 44;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 44 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 44 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 44;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de
identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 46;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 46 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que difiere de SEC ID N°: 46 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos;

un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 46;

un polipéptido aislado que tiene al menos un 90 %, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99 % de
identidad con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 48;

un polipéptido que difiere de SEC ID N° 48 en no mas de 15 sustituciones conservativas de aminoacidos; un
polipéptido que difiere de SEC ID N°: 48 en no mas de 10 sustituciones conservativas de aminoacidos; y

un polinucledtido que codifica un polipéptido que comprende a SEC ID N°: 48.

También se describe en el presente documento un polinucleétido de CD163 aislado que es util en los procedimientos
de la presente invencion en los que el polinucledtido se selecciona del grupo que consiste en los polinucleétidos
enumerados anteriormente:

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SECIDN®: 105

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 70 %, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %,
76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o0 99 %, de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en
SEC ID N°: 2

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 2,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucleotido expuesta en las SEC ID N°: 12 0 13

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 99%, de identidad y/o similitud con un
polipéptido expuesto en SEC ID N°: 14

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 14,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledétido aislado que comprende:
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(a) una secuencia de polinucleotido expuesta en las SEC ID N°: 22 0 23
(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 24,
(c) un polinucleétido que es el complemento de cualquiera de (a) o (b).

un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 25 o 26

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 96 %, 97 %, 98 %, o 99%, de identidad
y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 27

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 27,

(d) un polinucledtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucleétido expuesta en las SEC ID N°: 30 o 31

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 98 % o 99 %, de identidad y/o similitud
con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 32

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 32,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucleétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 33

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98% o 99%, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 34

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 34,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 35

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98% o 99%, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 36

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 36,

(d) un polinucledtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c),

un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 37

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98% o 99%, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 38

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 38,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucleétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 39

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98% o 99%, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 40

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 40,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 41

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98% o 99%, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 42

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 42,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 43

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98% o 99%, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 44

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 44,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledétido aislado que comprende:
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(a) una secuencia de polinucleétido expuesta en las SEC ID N°: 45

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96 %
97%, 98% 0 99%, de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 46

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 46,

(d) un polinucledtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c); y

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en las SEC ID N°: 47

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %, 96 %
97%, 98% 0 99%, de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 48

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 49,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c),

Ademas de lo anterior, la invencion incluye como aspecto adicional todas las realizaciones de la invencion cuyo
ambito esté mas limitado en algun modo que el de las variaciones anteriormente mencionadas especificamente.

Breve descripcion de la lista de secuencias

SEC ID N°: 1 - secuencia de ADNc que codifica susCD163v1 porcino.

SEC ID N°: 2 - secuencia de aminoacidos predicha de susCD163v1 porcino.

SEC ID N°: 3 - secuencia de ADNc, Numero de referencia de GenBank AJ311716.

SEC ID N°: 4 - secuencia de aminoacidos predicha derivada del nimero de referencia de GenBank AJ311716.
SEC ID N°: 5 - secuenciad e ADNc de susCD163v1 que contiene secuencia flanqueante (no codificante).

SEC ID N°: 6 - 11 - secuencias de cebador.

SEC ID N°: 12 - secuencia de ADNc que codifica susCD163v2 porcino que contiene secuencia flanqueante (no
codificante).

SEC ID N°: 13 - secuencia de ADNc que codifica susCD163v2 porcino.

SEC ID N°: 14 - secuencia de aminoacidos predicha de susCD163v2 porcino.

SEC ID N°: 15 - 16- secuencias de cebador.

SEC ID N°: 17 - secuencia de ADNc que codifica CD163v2 humano que contiene secuencia flanqueante (no
codificante).

SEC ID N°: 18 - secuencia de ADNc que codifica CD163v2 humano.

SEC ID N°: 19 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v2 humano.

SEC ID N°: 20 - 21 - secuencias de cebador.

SEC ID N°: 22 - secuencia de ADNc que codifica CD163v2 murino que contiene secuencia flanqueante (no
codificante).

SEC ID N°: 23 - secuencia de ADNc que codifica CD163v2 murino.

SEC ID N°: 24 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v2 murino.

SEC ID N°: 25 - secuencia de ADNc que codifica CD163v3 murino que contiene secuencia flanqueante (no
codificante).

SEC ID N°: 26 - secuencia de ADNc que codifica CD163v3 murino.

SEC ID N°: 27 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v3 murino.

SEC ID N°: 28 - 29 - secuencias de cebador.

SEC ID N°: 30 - secuencia de ADNc que codifica CD163v3 de MARC-145 que contiene secuencia flanqueante
(no codificante).

SEC ID N°: 31 - secuencia de ADNc que codifica CD163v3 de MARC-145.

SEC ID N°: 32 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v3 de MARC-145.

SEC ID N°: 33 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v2 de células Vero.

SEC ID N°: 34 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v2 de células Vero.

SEC ID N°: 35 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v3 de células Vero.

SEC ID N°: 36 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v3 de células Vero.

SEC ID N°: 37 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v4 de células Vero.

SEC ID N°: 38 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v4 de células Vero.

SEC ID N°: 39 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v5 de células Vero.

SEC ID N°: 40 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v5 de células Vero.

SEC ID N°: 41 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v6 de células Vero.

SEC ID N°: 42 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v6 de células Vero.

SEC ID N°: 43 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v7 de células Vero.

SEC ID N°: 44 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v7 de células Vero.

SEC ID N°: 45 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v2 canino.

SEC ID N°: 46 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v2 canino.

SEC ID N°: 47 - secuencia de ADNc que codifica transcrito de CD163v3 canino.

SEC ID N°: 48 - secuencia de aminoacidos predicha de CD163v3 canino.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1 Comparacion esquematica de susCD163v1 con AJ311716.

Figura 2 Alineamiento de secuencia de aminoacidos de susCD163v1 (SEC ID N°: 2) con AJ311716 (SEC ID N°:
4).

Figura 3 Alineamiento de secuencia de nucleétidos de susCD163v1 con AJ311716.

Figura 4 Generacion de fragmentos de ADN y ligacién para poner a CD163 directamente detras del promotor de
RSV. Los plasmidos se digirieron con Dralll o Drdl, seguido de una reaccion de despuntado con enzima Klenow.
Después de la limpieza, los plasmidos se digirieron con Notl. La purificacion en gel produjo fragmentos de ADN
que se ligaron a continuacion usando el término de Notl cohesivo. Los promotores de RSV (pRSV) y de SV40
(pSV40) se indican con flechas.

Figura 5 Mapa del vector de clonacion direccional V5/His/TOPO de pCDNA3.1.

Figura 6 Tres lineas celulares de BHK/CMV/v1, N° 3, N° 5, y N° 12 y la linea celular de BHK no permisiva se
infectaron con aislado P129 de VSRRP y se tifieron con SDOW17-FITC. El panel A muestra un clon de célula
BHK21 no permisivo. El panel B muestra el clon N° 3 de BHK/CMV/v1. El panel C muestra el clon N° 5 de
BHK/CMV/v1. El panel D muestra el clon N° 12 de BHK/CMV/v1.

Figura 7 Tres lineas celulares de BHK/RSV/v1, N° 2, N° 3, y N° 4 se infectaron con aislado P129 de VSRRP y se
tineron con SDOW17-FITC. El panel A muestra el clon N° 2 de BHK/RSV/v1. El panel B muestra el clon N° 3 de
BHK/RSV/v1. El panel C muestra el clon N° 4 de BHK/RSV/v1.

Figura 8 Lineas celulares de rifion felino que expresan de manera estable CD163v1 porcino, que muestran
placas de VSRRP. Las lineas celulares NLFK CMV-susCD163v1-G4F y NLFK-CMV-susCD163v1-G4L, ambas
en pase 4, se infectaron con el aislado P129 de VSRRP americano del norte y se incubaron durante 6 dias. Se
fijaron monocapas con acetona al 80 % y se tifieron con anticuerpo monoclonal SDOW17-FITC. La microscopia
de contraste de fase (a la derecha) muestra regiones localizadas de las CPE virales (placas), mientras que la
deteccion de FA (a la izquierda) muestra antigeno co-localizado de la nucleocapsida viral.

Figura 9 Cuatro lineas celulares de FK/RSV/v1, N° 1, N° 2, N° 3, y N° 4 se infectaron con aislado P129 de
VSRRP y se tifieron con anticuerpo monoclonal SDOW17-FITC. El panel A muestra el clon celular N° 1 de
FK/RSV/v1. El panel B muestra el clon N° 2 de FK/RSV/v1. El panel C muestra el clon N° 3 de FK/RSV/v1. El
panel D muestra el clon N° 4 de FK/RSV/v1.

Figura 10 Células PK-CMV-susCD163v1-A10 en el pase 19, infectadas con aislado P129 de VSRRP. A la
izquierda: La monocapa se fijé con acetona al 80 % y se tifid con anticuerpo monoclonal SDOW17 conjugado a
FITC (Rural Technologies Inc), que es especifico para la nucleocapsida del VSRRP. A la derecha: EI mismo
pocillo bajo iluminacion de campo brillante, que muestra la distribucion celular.

Figura 11 BHK-CMVScript-susCD163v2-A9 en el pase 17 infectadas con aislado P129 del VSRRP. La
monocapa se fijo con acetona al 80 % y se tifid con anticuerpo monoclonal SDOW17 conjugado a FITC (Rural
Technologies Inc), que es especifico para la nucleocapsida del VSRRP.

Figura 12 Tres ejemplos representativos de las lineas celulares de BHK/RSV/v2. Las células se infectaron con
aislado P129 del VSRRP y a continuacion se tifieron con SDOW17-FITC. El panel A muestra la linea celular de
BHK/RSV/v2 N° 1, el panel B muestra la linea celular de BHK/RSV/v2 N° 34, y el panel C muestra la linea celular
de BHK/RSV/v2 N° 47.

Figura 13 FK-cDNA3.1D-humCD163v2-A6 en el pase 15 infectadas con aislado P129 del VSRRP. La monocapa
se fij6 entonces con acetona al 80 % y se tifid con anticuerpo monoclonal SDOW17 conjugado a FITC (Rural
Technologies Inc), que es especifico para la nucleocapsida del VSRRP.

Figura 14 La cantidad de VSRRP de progenie producida por cuatro lineas celulares que expresaban
susCD163v1 de manera estable, y por células MARC-145, se determind en un experimento de curva de
crecimiento usando el aislado NVSL 94-3 del VSRRP. Las muestras recogidas a intervalos de 12 horas se
titularon sobre monocapas de células MARC-145.

Figura 15 Analisis por citometria de flujo de la infecciéon por VSRRP en presencia de anticuerpo especifico para
CD163. Se incubaron células BHK-21 que expresaban CD163 de MARC-145 de una transfeccion transitoria con
anticuerpo especifico para CD163 o IgG normal de cabra (NGS) y se infectaron con un VSRRP que expresaba
GFP. Cada punto de datos representa los resultados de pocillos por triplicado.

Figura 16 Analisis por citometria de flujo de la infeccidon por VSRRP en presencia de anticuerpo especifico para
CD163. Se incubaron células NLFK que expresaban de manera estable CD163 humano con anticuerpo
especifico para CD163 o con IgG normal de cabra (NGS) y se infectaron con un VSRRP que expresaba GFP. A
las 24 horas después de la infeccion se determiné el niUmero de células infectadas que expresaban GPF. Cada
punto de datos representa el resultado de un solo pocillo de células.

Figura 17 llustracion grafica de seis variantes de corte y empalme alternativo de ARNm de CD163 recuperadas
de células Vero. Las seis variantes difieren en la presencia o ausencia de tres exones, denominados E6, E105, y
E83. Los exones E6 y E105 tienen longitudes que son multiplos de tres, y por lo tanto no dan como resultado un
cambio en el marco de lectura cuando estan ausentes. Por el contrario, la ausencia de E83 da como resultado un
marco de lectura desplazado y una secuencia de aminoacidos alternativa en el extremo carboxilo de la proteina
(indicado por un patron rallado en la figura). La regiéon transmembrana (TM) hidréfoba esta codificada dentro de
E105.

Figura 18 Células de PK-RSVScript-susCD163v2 N° 9 infectadas con aislado P129 del VSRRP. El sobrenadante
no diluido de las MAP infectadas con aislado P201 del VSRRP se us6 para infectar a células PK-RSVScript-
susCD163v2 N° 9. Después de dos dias de incubacion se fijaron y tifieron las células con anticuerpo monoclonal
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SDOWA17 tal como se describe en el Ejemplo 11.

Figura 19 Células de FK-RSVScript-susCD163v2 N° 51 infectadas con aislado P129 del VSRRP. El
sobrenadante no diluido de las MAP infectadas con aislado P201 del VSRRP se us6 para infectar a células FK-
RSVScript-susCD163v2 N° 51. Dos dias después de la infeccion las células se fijaron con acetona y se tifieron
con anticuerpo monoclonal SDOW17 tal como se describe en el Ejemplo 11.

Figura 20 Infeccion de clon N° 9 de células PK-RSVScript-susCD163v2 con aislado P201 del VSRRP. El panel A
muestra una monocapa de células infectadas con P201 de VSRRP en el pase 1, veinticuatro horas después de
la infeccion. El panel B muestra una monocapa de células 2 dias después de la infeccién con sobrenadante de
P201 de VSRRP libre de células en pase 10.

Figura 21. Se examin6 la expresion de CD163 en células NLFK parentales y un subclon de FK-cDNA3.1D-
humCD163v2-A6. Las células se fijaron en acetona al 80 % y se hicieron reaccionar con anti-CD163 humano de
cabra (R&D System a 1:200) durante una hora seguido de lavado con PBS. Para la visualizacion, se usaron IgG
de burro anti-cabra conjugados con FITC (Biodesign Inc a 1:100). No se detecté fluorescencia especifica en las
células NLFK parentales tal como se muestra en la Figura 21A. La mayoria de los subclones de FK.A6.A2
mostraron buena tincion de fluorescencia en presencia de CD163 (Figura 21B).

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones generales

Las células y lineas celulares pueden ser "permisivas a virus" o "no permisivas a virus". Por ejemplo, una célula o
linea celular que es permisiva a virus es capaz de permitir la infecciéon por virus, la posterior replicacion y la
produccién de virus. Una célula o linea celular que es no permisiva a virus no es capaz de permitir la infeccion por
virus, la posterior replicacion y la produccién de virus. Una linea que ya es hasta cierto punto permisiva puede
hacerse mas permisiva mediante los procedimientos de la invencion.

Arteriviridae se refiere a una familia de virus envueltos de ARN de cadena positiva que pertenecen al orden de los
Nidovirales. La familia incluye el virus elevador de lactato-deshidrogenasa (VLD) de ratones, el virus de la arteritis
equina (VAE), el virus de la fiebre hemorragica de simios (VFHS), y el VSRRP.

El término "VSRRP" o virus del SRRP se refiere a los genotipos del virus del SRRP europeo y americano del norte.
Dentro de cada genotipo, los aislados comparten una identidad de nucleétidos del 85 % o mayor. Entre genotipos,
sin embargo, el nivel de identidad de secuencia es solo de aproximadamente un 60 %.

El virus del SRRP es un miembro de la familia Arteriviridae. El genoma de los arterivirus es un ARN monocatenario
de polaridad positiva de una longitud entre 12 y 16 kb, capsulado en el extremo 5'y poliadenilado en el extremo 3.
Mas de dos tercios del genoma se dedican a los marcos abiertos de lectura (ORF) 1a y 1b, que codifican las
funciones no estructurales del virus. EI ORF1b es una extension del ORF1a, y es el resultado de un desplazamiento
de marco ribosomal. Los ORF 1a y 1b se traducen directamente a partir del ARN gendémico. Estos grandes
productos polipeptidicos se escinden mediante proteasas virales para producir 12 o 13 péptidos discretos mas
pequenios. El resto de ORF, que codifican proteinas estructurales virales, se expresan a partir de una serie de ARN
subgenomicos co-terminales en 3' (ARNsg). Los ARNsg se producen mediante la transcripcion discontinua de ARN
de cadena negativa, de tal modo que una secuencia lider 5' se fusiona a cada transcrito. Las principales proteinas
estructurales son la nucleocapsida (N, codificada por ORF7), la proteina de matriz (M, codificada por ORF®6), y la
glucoproteina principal de la envuelta (GP5, codificada por ORF5). Las demas proteinas, GP4 (ORF4), GP3 (ORF3),
GP2 (ORF2a), y E (ORF2b) son componentes estructurales menores del virion, cuyas funciones no se han
dilucidado todavia. La biologia molecular del VSRRP ha sido objeto de articulos de revision recientes (Dea y col.,
2000; Meulenberg, 2000; Snijder y Meulenberg, 2001).

Como se usa en el presente documento, la expresion "polipéptido de CD163" significa una proteina codificada por un
gen de CD163 de mamifero, que incluye variantes alélicas que contiene cambios conservativos o no conservativos.
Se ha comunicado una secuencia de ADNc que codifica un polipéptido de CD163 porcino (Numero de referencia de
GenBank AJ311716). También se ha comunicado un polipéptido de CD163 murino (Numero de referencia de
GenBank AF274883), asi como multiples variantes humanas, ilustradas por los Numeros de referencia de GenBank
AAH51281 y CAA80543. En el presente documento se comunican polinucleétidos que codifican polipéptidos de
CD163 porcinos, humanos, murinos, caninos y de mono verde africano y que comprenden las secuencias expuestas
enlas SECID N° 1, 5,12, 13, 17, 18, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 42, 43, 45 y 47. Un "polipéptido de
CD163" es un miembro de la familia de receptores scavenger ricos en cisteina (SRCR) de glucoproteinas
transmembrana, y se cree que se expresa exclusivamente en monocitos y macréfagos. Un papel de CD163
identificado es la inhibicion del dafio oxidativo de tejidos después de la hemdlisis mediante el consumo de complejos
hemoglobina:haptoglobina por endocitosis. La posterior liberacion de interleucina-10 y la sintesis de hemo-
oxigenasa-1 da como resultado efectos antiinflamatorios y citoprotectores (Philippidis y col., 2004; Graversen y col.,
2002). El gen de CD163 humano abarca 35 kb en el cromosoma 12, y consiste en 17 exones y 16 intrones. Se sabe
que una variedad de isoformas del polipéptido de CD163, incluyendo los tipos unidos a membrana, citoplasmicos y
secretados, se generan por corte y empalme alternativo (Ritter y col., 1999). Se prefieren particularmente las
isoformas que comprenden un dominio transmembrana.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 530 694 T3

Un dominio transmembrana se caracteriza por un segmento de polipéptido de una secuencia mayor que esta
expuesto por ambos lados de una membrana. Los dominios citoplasmicos y extracelulares esta separados por al
menos un segmento transmembrana que atraviesa el ambiente hidréfobo de la bicapa lipidica. EI segmento
transmembrana esta compuesto de restos de aminoacidos con cadenas laterales no polares, generalmente en forma
de alfa-hélice. Los segmentos que contienen aproximadamente 20 - 30 restos hidréfobos son lo suficientemente
largos como para atravesar la membrana como una alfa-hélice, y pueden a menudo identificarse mediante un grafico
de hidropatia. El dominio transmembrana predicho de las SEC ID N°: 2 y 14 se indican marcandolos en negrita en la
memoria descriptiva. Determinar si otras secuencias de CD163 contienen una caracteristica de secuencia similar se
determina facilmente mediante la inspeccién de la secuencia o graficos de hidropatia. Las SEC ID N°: 37 - 40 son
representativas de variantes de proteinas CD163 que no contienen un dominio transmembrana y sus acidos
nucleicos codificantes.

Tal como se usa en lo sucesivo en el presente documento, un "polinucleétido" se refiere generalmente a un
polirribonucleétido o a un polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN
modificado. Los "polinucleotidos” incluyen, sin limitacion, ADN mono y bicatenario, ADN que es una mezcla de
regiones mono Y bicatenarias, ARN mono y bicatenario, ARB que es una mezcla de regiones mono y bicatenarias, y
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarias o, mas tipicamente, bicatenarias o
una mezcla de regiones mono y bicatenarias. Ademas, un "polinucleétido” se refiere a regiones de triple cadena que
comprenden ARN o ADN o ARN y ADN. EI término "polinucleétido” también incluye ADN o ARN que contienen una o
mas bases modificadas y ADN o ARN con estructuras modificadas por motivos de estabilidad u otros. Las bases
"modificadas” incluyen, por ejemplo, bases tritiladas y bases infrecuentes, tales como inosina. Pueden efectuarse
una variedad de modificaciones al ADN y al ARN; por lo tanto, un "polinucleétido" abarca formas quimica, enzimatica
o metabdlicamente modificadas de polinucleétidos como se encuentran tipicamente en la naturaleza, asi como
formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células. Un "polinucleétido” también abarca polinucleétidos
relativamente cortos, generalmente citados como oligonucleétidos.

Tal como se usa en lo sucesivo en el presente documento, un "polipéptido" se refiere a cualquier péptido o proteina
que comprende aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados. Un
"polipéptido"” se refiere tanto a cadenas cortas, citadas de manera comun como péptidos, oligopéptidos u oligémeros,
y a cadenas mas largas, generalmente citadas como proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos
distintos de los 20 aminoacidos codificados por los genes. Los "polipéptidos" incluyen secuencias de aminoacidos
modificadas bien por procesos naturales, tales como el procesado postraduccional, o mediante técnicas de
modificacién quimica que se conocen bien en la técnica. Dichas modificaciones estan bien descritas en textos
basicos y en monografias mas detalladas, asi como en una voluminosa bibliografia de investigacion. Las
modificaciones pueden suceder en cualquier parte de un polipéptido, incluyendo la estructura peptidica, las cadenas
laterales de aminoacidos y los extremos amino o carboxilo. Se apreciara que puede estar presente el mismo tipo de
modificacion en un mismo grado o en grados variantes en varios sitios de un polipéptido dado. Asimismo, un
polipéptido dado puede contener muchos tipos de modificaciones. Los polipéptidos pueden ser ramificados como
resultado de la ubiquitinacién, y pueden ser ciclicos, con o sin ramificacion. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y
ciclicos ramificados pueden ser el resultado de procesos naturales postraduccionales o pueden producirse mediante
procedimientos sintéticos. Las modificaciones o formas modificadas incluyen acetilacion, acilacion, ribosilacion por
ADP, amidacion, union covalente de flavina, unién covalente de un resto hemo, uniéon covalente de un nucleétido o
derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado de lipido, unién covalente de fosfatidilinositol,
reticulacion, ciclacion, formacion de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacién de reticulaciones covalentes,
formacién de cistina, formaciéon de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacion, glucosilaciéon, formacion de
anclaje de GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacion, miristoilacion, oxidacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion,
prenilaciéon, racemizacion, selenilacion, sulfatacion, adicion mediada por ARN transferente de aminoacidos a
proteinas, tales como arginilacion y ubiquitinacion (véase, por ejemplo, Proteins-Structure and Molecular Properties,
28 Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1993; Wold, F., Post-translational Protein
Modifications: Perspectives and Prospects, pags. 1-12 en Postrans-lational Covalent Modification of Proteins, B. C.
Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, 1983; Seifter y col., "Analysis for protein modifications and nonprotein
cofactors", Meth Enzymol (1990) 182:626-646 and Rattan y col., "Protein Synthesis: Post-translational Modifications
and Aging", Ann NY Acad Sci (1992) 663:4842).

Tal como se usa en lo sucesivo en el presente documento, "aislado" significa alterado por la mano del hombre de su
estado natural. Si una composiciéon o sustancia "aislada" ocurre en la naturaleza, se ha cambiado o se ha extraido
de su ambiente original, o ambas. Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido naturalmente presente en un
animal vivo no esta "aislado", pero el mismo polinucleétido o polipéptido separado de los materiales coexistentes de
su estado natural esta "aislado", tal como se emplea el término en el presente documento. Por lo tanto, "aislado", tal
como se usa en el presente documento y tal como se entiende en la técnica, ya se refiera a polinucleétidos o
polipéptidos "aislados", se entiende como separado del ambiente celular original en el que se encuentra
normalmente el polipéptido o acido nucleico. Por lo tanto, tal como se usa en el presente documento, Unicamente a
modo de ejemplo, un animal transgénico o una linea celular recombinante construida con un polinucleétido tal como
se describe en el presente documento hace uso del acido nucleico "aislado". Se excluyen especificamente de la
definicion de polinucledtidos aislados de la invencién los cromosomas enteros aislados de células hospedadoras
nativas de las que se derivo originalmente el polinucleétido.
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En la divulgacion siguiente se hara uso frecuentemente del término "identidad" o similitud aplicado a las secuencias
de aminoacidos o polipéptidos. El porcentaje de "identidad" de secuencia de aminoacidos con respecto a
polipéptidos se define en el presente documento como el porcentaje de restos de aminoacidos en la secuencia
candidata que son idénticos a los restos en las secuencias diana después de alinear ambas secuencias e introducir
espacios en blanco, si fuese necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin tener en
consideracion cualquier sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. El porcentaje de identidad
de secuencia se determina mediante procedimientos convencionales. Por ejemplo, BLASTP 2.2.6 [Tatusova TAy TL
Madden, "BLAST 2 sequences-a new tool for comparing protein and nucleotide sequences." (1999) FEMS Microbiol
Lett. 174:247-250.]

Brevemente, tal como se indica anteriormente, se alinean dos secuencias de aminoacidos para optimizar las
puntuaciones de alineamiento usando una penalizacion de apertura de espacios de 10, una penalizacion de
extension de espacios de 0,1, y la matriz de puntuaciéon "blomsum62" de Henikoff y Henikoff (Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 89:10915-10919. 1992).

El porcentaje de identidad se calcula entonces como:

Numero total de coincidencias idénticas x 100

[longitud de la secuencia mas larga + nimero de espacios
introducidos en la secuencia mas larga para alinear las dos
secuencias]

El porcentaje de "similitud" de secuencia (a menudo citado como "homologia") respecto de un polipéptido tal como
se describe en el presente documento, se define en el presente documento como el porcentaje de restos de
aminoacidos en la secuencia candidata que son idénticos a los restos en las secuencias diana después de alinear
las secuencias e introducir espacios, si fuese necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia
(tal como se define anteriormente), y también teniendo en consideracion cualquier sustitucién conservativa como
parte de la identidad de secuencia.

Numero total de coincidencias idénticas y sustituciones conservativas X
100

[longitud de la secuencia mas larga +numero de espacios introducidos en

la secuencia mas larga para alinear las dos secuencias]

Los aminoacidos pueden clasificarse segun caracteristicas fisicas y su contribucién a la estructura secundaria y
terciaria de la proteina. Se reconocen en la técnica una sustitucién conservativa como una sustituciéon de un
aminoacido por otro aminoacido que tiene propiedades similares.

Las sustituciones conservativas ilustrativas se exponen en la Tabla 1, 2y 3 dada a .

Tabla 1
Sustituciones conservativas |
CARACTERISTICA DE CADENA LATERAL AMINOACIDOS

Alifatica
No polar GAP
ILV
Polar - no cargada CSTM
NQ
Polar - cargada DE
KR
Aromatica HFWY
Otra NQDE

Como alternativa, los aminoacidos conservativos pueden agruparse tal como se describe en Lehninger,
[Biochemistry, Segunda edicion; Worth Publishers, Inc. NY:NY (1975), pags.71-77] tal como se expone en la Tabla 2,
dada a continuacion.

Tabla 2
Sustituciones conservativas Il
CADENA LATERAL
CARACTERISTICA AMINOACIDO
No polar (hidréfoba)
A. Alifatica: ALIVP
B. Aromatica: FW
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C. Que contiene azufre: M

D. Limite: G

No cargada-polar

A. Hidroxilo: STY
B. Amidas: NQ
C. Sulthidrilo: C

D. Limite: G
Cargada positivamente (Basica): KRH
Cargada negativamente (Acida): DE

Como otra alternativa, se exponen sustituciones conservativas ilustrativas en la Tabla 3, dada a continuacion.

Tabla 3

Sustituciones conservativas lll
Resto original Sustitucion ilustrativa
Ala (A) Val, Leu, fle
Arg (R) Lys, GIn, Asn
Asn (N) GIn, His, Lys, Arg
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
Gin (Q) Asn
Glu (E) Asp
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe,
Leu (L) lle, Val, Met, Ala, Phe
Lys (K) Arg, GIn, Asn
Met (M) Leu, Phe, lle
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala
Pro (P) Gly
Ser (S) Thr
Thr (T) Ser
Trp (W) Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser
Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala

Procedimientos dirigidos a la produccion de virus y células hospedadoras

La invencién proporciona un procedimiento in vitro para modificar la produccién de un virus del SRRP en una célula
de vertebrado que comprende la etapa de dirigir a dicha célula para expresar un polipéptido de CD163 que tiene un
dominio transmembrana. Esto puede incluir hacer de una célula no permisiva al virus una célula permisiva al virus, o
puede implicar hacer a una célula mas permisiva al virus.

Un procedimiento para preparar un cultivo de un virus del SRRP comprende las etapas de: proporcionar una linea
celular; dirigir a dicha linea celular para expresar un polipéptido de CD163; infectar dicha linea celular con el virus; y
hacer que dicha linea celular produzca progenie viral.

Todos los procedimientos anteriores utilizan células y lineas celulares que expresan un polipéptido de CD163.
CD163 puede facilitarse o aumentarse mediante procedimientos in vitro que implican la introduccion de acido
nucleico exdgeno en la célula. Dicha célula puede comprender un polinucleétido o vector de un modo que permita la
expresion de un polipéptido de CD163 codificado.

Los polinucleétidos que codifican a CD163 puede introducirse en la célula hospedadora como parte de un plasmido
circular, o como ADN lineal que comprende una region codificante de proteina aislada, o en un vector viral. Los
procedimientos para introducir acido nucleico exdégeno en la célula hospedadora bien conocidos y puestos en
practica de manera rutinaria en la técnica incluyen transformacion, transfeccion, electroporacion, inyeccion nuclear, o
infusién con vehiculos, tales como liposomas, micelas, células fantasma, y protoplastos. Los sistemas de células
hospedadoras de la invencion son sistemas de células de vertebrado. Los hospedadores pueden incluir, pero sin
limitacion, los siguientes: células de rifién porcino (PK), células de rifion felino (FK), células testiculares de cerdo
(ST), células de rifidn de mono verde africano (células MA-104, MARC-145, VERO, y COS), células de ovario de
hamster chino (CHO), células de rifién de cria de hamster, células 293 humanas, y fibroblastos 3T3 murinos.
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La eleccion de un vector de expresion adecuado para la expresion de los polipéptidos de CD163 dependera por
supuesto de la célula hospedadora especifica que se vaya a usar, y se encuentra dentro de las capacidades del
experto habitual. Los ejemplos de vectores de expresion adecuados incluyen pSport y pcDNA3 (Invitrogen), pCMV-
Script (Stratagene), y pSVL (Pharmacia Biotech). Los vectores de expresion para su uso en células hospedadoras
de mamifero pueden incluir secuencias de control transcripcional y traduccional derivadas de genomas virales. Las
secuencias de promotor y las secuencias de modificador que pueden usarse en la presente invencion incluyen, pero
sin limitacion, las derivadas de citomegalovirus humano (CMV), virus del sarcoma de Rous (VSR), Adenovirus 2,
virus del polioma, y virus 40 de simio (VS40). Los procedimientos para la construccion de vectores de expresion en
mamifero se desvelan, por ejemplo, en Okayama y Berg (Mol. Cell. Biol. 3:280 (1983)); Cosman y col. (Mol.
Immunol. 23:935 (1986)); Cosman y col. (Nature 312:768 (1984)); documento EP-A-0367566; y documento WO
91/18982.

Debido a que se sabe que las secuencias de CD163 existen en células de varias especies, puede modificarse el gen
enddgeno para permitir, o0 aumentar, la expresion del polipéptido de CD163. Las células pueden modificarse (por
ejemplo, mediante recombinaciéon homadloga) para proporcionar expresion aumentada reemplazando, en su totalidad
o en parte, el promotor de CD163 de origen natural con la totalidad o parte de un promotor heterélogo, de tal forma
que las células expresen polipéptido de CD163 a niveles mayores. El promotor heterdlogo se inserta de tal modo
que esta unido operativamente a las secuencias codificantes de CD163 endogenas. [Véase, por ejemplo, la
Publicacion Internacional PCT N° WO 94/12650, la Publicacion Internacional PCT N° WO 92/20808, y la Publicacion
Internacional PCT N° WO 91/09955.] También se contempla que, ademas de ADN de promotor heterélogo, puede
insertarse ADN marcador amplificable (por ejemplo, ada, dhfr, y el gen cad multifuncional, que codifica la carbamil
fosfato sintasa, la aspartato transcarbamilasa, y la dihidroorotasa) y/o ADN de intrén junto con el ADN de promotor
heterdlogo. Si estda unido a la secuencia codificante de CD163, la amplificacion del ADN marcador mediante
procedimientos de seleccion estandar da como resultado la amplificacion conjunta de las secuencias codificantes de
CD163 en las células.

Produccién de vacuna

Los procedimientos descritos anteriormente pueden usarse para producir cualquier virus del SRRP con el fin de
produccién de vacunas o diagnosticos.

Produccién de vacuna

Los procedimientos descritos anteriormente pueden usarse para producir virus con el fin de produccién de vacunas o
diagndsticos.

Puede producirse vacunas neutralizadas (inactivadas) o vivas. Por lo tanto, para producir una vacuna viva, se crece
un aislado viral, o una variante atenuada o mutada del mismo, en cultivo celular. El virus se recoge de acuerdo con
procedimientos conocidos en la materia. El virus puede entonces concentrarse, congelarse, y almacenarse a -70 °C,
o criodesecarse y almacenarse a 4 °C. Antes de la vacunacion, el virus se mezcla a una dosificacion adecuada, (que
es de aproximadamente 10° a 10° dosis infecciosas de cultivo tisular por ml (DICTso/ml)), con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, tal como solucién de suero salino, y opcionalmente un adyuvante.

La vacuna producida también puede comprender una vacuna inactivada o neutralizada que comprende un virus
crecido mediante los procedimientos de la invencién. La vacuna inactivada se produce mediante métodos bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, una vez que el virus se propaga a titulaciones elevadas, sera facilmente
evidente para los expertos en la materia que la masa antigénica del virus podra obtenerse mediante procedimientos
bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la masa antigénica del virus puede obtenerse mediante dilucién,
concentracion, o extraccion. Todos estos procedimientos se han empleado para obtener masas antigénicas
adecuadas para producir vacunas. Entonces se inactiva el virus mediante tratamiento con formalina,
betapropriolactona (BPL), etilenimina binaria (BEI), u otros procedimientos conocidos para los expertos en la
materia. Entonces el virus inactivado se mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una solucién
de suero salino, y opcionalmente un adyuvante. Los ejemplos de adyuvantes incluyen, pero sin limitacion, hidroxido
de aluminio, emulsiones de aceite en agua y de agua en aceite, AMPHIGEN, saponinas, tales como Qui1A, y
adyuvantes polipeptidicos, incluyendo interleucinas, interferones, y otras citocinas.

La inactivacion mediante formalina se lleva a cabo mezclando la suspension viral con formaldehido al 37 % hasta
una concentracion final de formaldehido del 0,05 %. La mezcla de virus-formaldehido se mezcla mediante agitacion
constante durante aproximadamente 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de virus inactivado se ensaya
para virus vivo residual ensayando el crecimiento en una linea celular adecuada.

La inactivacion mediante BEI se lleva a cabo mezclando la suspension viral de la presente invencion con BEI 0,1 M
(2-bromo-etilamina en NaOH 0,175 N) hasta una concentracion final de BEl de 1 mM. La mezcla de virus-BEI se
mezcla mediante agitacion constante durante aproximadamente 48 horas a temperatura ambiente, seguido de la
adicion de tiosulfato de sodio 1,0 M hasta una concentracion final de 0,1 mM. Se continua mezclando durante dos
horas adicionales. La mezcla de virus inactivado se ensaya para virus vivo residual ensayando el crecimiento en una
linea celular adecuada.
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También pueden usarse células permisivas al virus que se han dirigido para expresar CD163 para cuantificar virus
vivos. Dos procedimientos comunes, que son bien conocidos para los expertos en la materia, son el ensayo de placa
y el ensayo de dilucién limitante.

Las lineas celulares que expresan CD163 que son utiles en los procedimientos pueden usarse para crecer virus con
el fin de producir antigeno viral para kits diagndésticos. Por ejemplo, pueden recubrirse placas de ELISA con lisados
de células infectadas (con purificacion opcional de particulas virales o extraccion de proteinas virales seleccionadas)
para detectar anticuerpos para el virus en suero de cerdo.

Puede usarse virus vivo o inactivado crecido en células que expresan CD163 después de la separacién opcional de
las proteinas virales para inmunizar animales para generar anticuerpos policlonales, monoespecificos o
monoclonales. Estos, a su vez, pueden usarse como base para ensayos diagnosticos para la deteccion y
cuantificacion de virus en suero de cerdo y otras muestras bioldgicas.

Ensayos

La invencién proporciona procedimientos para determinar la propension de un animal a infectarse por un virus del
SRRP o de una linea celular a soportar la replicacion de un virus del SRRP. Se obtienen muestras y se ensayan
para la expresion de CD163. El nivel de expresion génica de CD163 puede compararse con los niveles de controles
en los que se sabe que no soportan la replicacion del virus.

En el caso de un animal, las muestras pueden ser cualquier muestra que comprenda moléculas de acido nucleico o
proteinas de muestra, y obtenidas de cualquier tejido corporal que exprese CD163, incluyendo, pero sin limitacion,
macrofagos alveolares, células cultivadas, biopsias, u otras preparaciones de tejidos. El nivel de expresion puede
determinarse a nivel de ARN mensajero o de proteina producida, o ambos.

Ensayos basados en acido nucleico

Los procedimientos para determinar los niveles de CD163 pueden estar basados en acido nucleico tal como se ha
indicado anteriormente. Los acidos nucleicos derivados de CD163 pueden estar en soluciéon o en un soporte sélido.
En algunas realizaciones, pueden emplearse como elementos de matriz en micromatrices solos o en combinacion
con otras moléculas de elementos de matriz. Los procedimientos basados en acidos nucleicos requieren
generalmente el aislamiento de ADN o ARN de la muestra y la posterior hibridacion o amplificacion mediante la PCR
usando cebadores especificos derivados de cualquier secuencia codificante de CD163 conocida en la técnica, o
aquellas especificamente divulgadas como SEC ID N°: 1, 3, 5, 12, 13, 17, 18, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39,
41, 43, 45, y 47. El ADN o ARN puede aislarse de la muestra segun cualquiera de una variedad de procedimientos
bien conocidos para los expertos en la materia. Por ejemplo, se describen procedimientos de purificacion de acidos
nucleicos en Tijssen, P. (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology: Hybridization With
Nucleic Acid Probes, Parte |. Theory and Nucleic Acid Preparation, Elsevier, Nueva York, N.Y. En una realizacion
preferida, se aisla el ARN total usando el reactivo de aislamiento de ARN total TRIZOL (Life Technologies, Inc.,
Gaithersburg Md.) y el ARNm se aisla usando cromatografia en columna de oligo d(T) o perlas de vidrio. Cuando se
amplifican moléculas de acido nucleico de muestra, es deseable amplificar las moléculas de acido nucleico de
muestra y mantener las abundancias relativas de la muestra original, incluyendo transcritos de baja abundancia. El
ARN puede amplificarse in vitro, in situ, o in vivo (Véase Eberwine, Patente de los Estados Unidos N° 5.514.545).

También es ventajoso incluir controles dentro de la muestra para asegurar que los procedimientos de amplificacion y
marcado no cambian la verdadera distribucion de moléculas de acido nucleico en una muestra. A tal fin, se
enriquece una muestra con una cantidad de una molécula de acido nucleico de control predeterminada para ser
detectable tras la hibridacién con su molécula de acido nucleico dispuesta de manera complementaria y la
composicion de moléculas de acido nucleico incluye moléculas de acido nucleico de referencia que hibridan de
manera especifica con las moléculas de acido nucleico de control dispuestas. Después de la hibridacién y el
procesado, las sefiales de hibridacion obtenidas deben reflejar de manera precisa las cantidades de moléculas de
acido nucleico de control dispuestas afiadidas a la muestra.

Antes de la hibridacién, puede ser deseable fragmentar las moléculas de acido nucleico de muestra. La
fragmentacion mejora la hibridacion minimizando la estructura secundaria y la hibridacién cruzada a otras moléculas
de acido nucleico de muestra en la muestra o a moléculas de acido nucleico no complementarias. La fragmentacion
puede llevarse a cabo por medios mecanicos o quimicos.

Marcado

Las moléculas o sondas de acido nucleico de muestra pueden marcarse con uno o mas restos marcadores para
permitir la deteccion de los complejos de molécula de acido nucleico dispuesta/hibridada. Los restos de marcado
pueden incluir composiciones que pueden detectarse por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos,
bioelectrénicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos. Los restos de marcado pueden incluir radioisétopos,
tales como (32)P, (33)P o (35)S, compuestos quimioluminiscentes, proteinas de unién marcadas, atomos de metales
pesados, marcadores espectroscopicos, tales como marcadores fluorescentes y tintes, marcadores magnéticos,
enzimas enlazadas, marcadores de espectrometria de masas, marcadores de espin, donantes y aceptores de
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transferencia de electrones, y similares. Los marcadores fluorescentes preferidos incluyen los fluoréforos Cy3 y Cy5
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway N.J.).

Hibridacion

Puede usarse la secuencia de molécula de acido nucleico de SEC ID N°: 1, 3, 5, 12, 13, 17, 18, 22, 23, 25, 26, 30,
31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45 y 47 u otras secuencias codificantes de CD163 en la técnica y fragmentos de los
mismos en varias tecnologias de hibridaciéon para diversos fines. Las sondas de hibridacion pueden disefiarse o
derivarse de cualquier secuencia de CD163 de mamifero pero pueden hacer uso de las secuencias desveladas en
SEC ID N°: 1, 3, 5, 12, 13, 17, 18, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45 y 47. Dichas sondas pueden
prepararse a partir de una region elevadamente especifica o a partir de un motivo conservado, y se usan en
protocolos para cuantificar el mensaje de CD163, variantes alélicas, o secuencias relacionadas. Las sondas de
hibridacion de la invencién objeto pueden ser ADN o ARN y pueden derivarse de cualquier secuencia de CD163 de
mamifero conocida en la técnica o de aquellas secuencias desveladas en el presente documento como SEC ID N°:
1, 3, 5, 12, 13, 17, 18, 22, 23, 25, 26, 30 o de secuencias gendémicas que incluyen promotores, potenciadores, e
intrones del gen de mamifero. Las sondas de hibridacion o de PCR pueden producirse usando oligomarcado,
traducciéon de muescas, marcaje terminal, o amplificacion por la PCR en presencia del nucleétido marcado. Puede
usarse un vector que contiene la secuencia de acido nucleico para producir una sonda de ARNm in vitro mediante la
adicién de una ARN polimerasa y moléculas de acido nucleico marcado. Estos procedimientos pueden llevarse a
cabo usando kits disponibles comercialmente tales como los proporcionados por Amersham Pharmacia Biotech.

La rigurosidad de la hibridacion se determina por el contenido de G+C de la sonda, la concentracion de sal, y la
temperatura. En particular, la rigurosidad puede aumentarse reduciendo la concentracion de sal o elevando la
temperatura de hibridacion. En soluciones usadas para algunas hibridaciones basadas en membranas, la adicion de
un disolvente organico, tal como formamida, permite que la reaccién ocurra a una temperatura menor. La hibridacion
puede efectuarse a baja rigurosidad con tampones, tal como 5 x SSC con dodecilsulfato de sodio al 1 % (SDS) a
60 °C, lo que permite la formacion de un complejo de hibridacién entre secuencias de nucledtidos que contienen
algunos desemparejamientos. Los lavados posteriores se llevan a cabo a mayor rigurosidad con tampones tales
como 0,2 x SSC con SDS al 0,1 % a 45 °C (rigurosidad media) o a 68 °C (rigurosidad elevada). A rigurosidad
elevada, los complejos de hibridacion permaneceran estables en los casos donde las secuencias de acido nucleico
sean complementarias practicamente por completo. En algunas hibridaciones basadas en membranas, puede
afiadirse formamida preferentemente a un 35 % o mas preferentemente a un 50 % a la solucién de hibridacion para
reducir la temperatura a la que se lleva a cabo la hibridacién, y pueden reducirse las sefiales de fondo mediante el
uso de otros detergentes, tales como Sarkosil o Triton X-100 y un agente bloqueante, tal como ADN de esperma de
salmon. La seleccion de componentes y condiciones para la hibridacién se conoce bien por los expertos en la
materia y se revisan en Aususbel (anteriormente citado) y Sambrook y col. (1989) Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview N.Y.

Las condiciones de hibridacion a alta rigurosidad ilustrativas son las siguientes: hibridacion a 42 °C en una solucion
de hibridacion que comprende formamida al 50 %, SDS al 1%, NaCl 1 M, sulfato de dextrano al 10 %, y lavar dos
veces durante 30 minutos a 60 °C en una solucion de lavado que comprende 0,1 x SSC y SDS al 1 %. Se entiende
en la técnica que pueden lograrse condiciones de rigurosidad equivalente mediante la variacion de la temperatura y
el tampdn, o la concentracion de sal tal como se describe en Ausubel, y col., (Eds.), Protocols in Molecular Biology,
John Wiley & Sons (1994), pags. 6.0.3 to 6.4.10. Las modificaciones en las condiciones de hibridacion pueden
determinarse empiricamente o calcularse de manera precisa basandose en la longitud y el porcentaje de
emparejamiento de bases de guanosina/citosina (GC) de la sonda. Las condiciones de hibridacion pueden calcularse
tal como se describe en Sambrook, y col., (Eds.), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press: Cold Spring Harbor, Nueva York (1989), pags. 9.47 a 9.51.

La especificidad de la hibridaciéon puede evaluarse comparando la hibridacion de moléculas de acido nucleico de
control de especificidad a moléculas de acido nucleico de control de especificidad que se afaden a una muestra en
una cantidad conocida. Las moléculas de acido nucleico dispuestas de control de especificidad pueden tener uno o
mas desemparejamientos de secuencia en comparacion con las moléculas de acido nucleico dispuestas
correspondientes. De este modo, es posible determinar si solo hibridan moléculas de acido nucleico dispuestas
complementarias a las moléculas de acido nucleico de muestra o si se forman dobletes hibridos desemparejados.

Las reacciones de hibridacién pueden llevarse a cabo en formatos de hibridacion absolutos o diferenciales. En el
formato de hibridacion absoluto, las moléculas de acido nucleico de una muestra se hibridan a las moléculas en un
formato de micromatriz y las sefales detectadas después de la formacion del complejo de hibridaciéon se
correlacionan con los niveles de moléculas de acido nucleico en una muestra. En el formato de hibridacion
diferencial, se analiza la expresion diferencial de un conjunto de genes en dos muestras bioldgicas. Para la
hibridacién diferencial, se preparan moléculas de acido nucleico de ambas muestras bioldgicas y se marcan con
distintos restos de marcado. Se afiade a una micromatriz una mezcla de las dos moléculas de acido nucleico
marcadas. A continuacidon se examina la micromatriz en condiciones en las que las emisiones de los dos distintos
marcadores son detectables individualmente. Las moléculas en la micromatriz que estan hibridadas a numeros
sustancialmente equivalentes de moléculas de acido nucleico derivadas de ambas muestras biolégicas dan una
fluorescencia combinada distinta (Shalon y col., publicacion PCT WQ098/35505). Preferentemente, los marcadores
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son marcadores fluorescentes con espectros de emision diferenciables, tales como los fluoréforos Cy3 y Cyb.

Después de la hibridacion, se lava la micromatriz para eliminar las moléculas de acido nucleico no hibridadas y se
detecta la formacién de complejos entre los elementos de matriz hibridables y las moléculas de acido nucleico. Los
procedimientos para detectar la formacion de complejos son bien conocidos para los expertos en la materia.
Preferentemente, las moléculas de acido nucleico se marcan con un marcador fluorescente y la medida de los
niveles y patrones de fluorescencia indicativos de la formacion de complejo se lleva a cabo mediante microscopia de
fluorescencia, preferentemente, microscopia confocal de fluorescencia.

En un experimento de hibridacion diferencial, las moléculas de acido nucleico de dos o mas muestras biologicas
diferentes se marcan con dos o mas marcadores fluorescentes diferentes con diferentes longitudes de onda de
emision. Las sefiales fluorescentes se detectan por separado con distintos fotomultiplicadores ajustados para
detectar longitudes de onda especificas. Se obtienen las abundancias relativas/niveles de expresion de las
moléculas de acido nucleico en dos 0 mas muestras.

Normalmente, las intensidades de fluorescencia de la micromatriz pueden normalizarse para tener en cuenta
variaciones en las intensidades de hibridacion cuando se usa mas de una micromatriz en condiciones de ensayo
similares. En una realizacion preferida, las intensidades de hibridacion de complejos de moléculas individuales
dispuestas-de muestra de acido nucleico se normalizan usando las intensidades derivadas de controles de
normalizacion internos contenidos en cada micromatriz.

Ensayos basados en polipéptidos

Los procedimientos y reactivos para detectar y cuantificar polipéptidos de CD163 incluyen procedimientos
bioquimicos analiticos, tales como electroforesis, espectroscopia de masas, procedimientos cromatograficos y
similares, o varios procedimientos inmunolégicos, tales como radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoabsorbente
acoplado a enzimas (ELISA), ensayos inmunofluorescentes, transferencia de Western, espectrometria de masas de
captura por afinidad, actividad bioldgica, y otros descritos mas adelante y evidentes para los expertos en la materia
tras una revision de esta divulgacion.

Inmunoensayos

Los procedimientos para la deteccion de polipéptidos de CD163 que emplean uno o mas reactivos de anticuerpo
anti-CD163 (es decir, inmunoensayos) tal como se usan en el presente documento, incluyen un inmunoensayo, que
es un ensayo que utiliza un anticuerpo (tal como se define de manera amplia en el presente documento e incluye
especificamente fragmentos, quimeras y otros agentes de unién) que se une especificamente a un polipéptido o
epitopo de CD163.

Se conocen una serie de formatos de ensayo de unién inmunoldgica bien establecidos adecuados para la puesta en
practica de la invencion (véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos N° 4.366.241; 4.376.110; 4.517.288
y 4.837.168). Véase, por ejemplo, Methods in Cell Biology Volumen 37: Antibodies in Cell Biology, Asai, ed.
Academic Press, Inc. New York (1993); Basic and Clinical Immunology 72 Edicion, Stites & Terr, Eds. (1991); Harlow
y Lane, anteriormente citado [por ejemplo, el capitulo 14], y Ausubel y col., anteriormente citado, [por ejemplo, €l
capitulo 11]. Normalmente, los ensayos de unién inmunolégica (o inmunoensayos) utilizan un "agente de captura”
para unirse especificamente a, y a menudo, inmovilizar el analito a una fase sdlida. En una realizacion, el agente de
captura es un resto que se une especificamente a un polipéptido o subsecuencia de CD163, tal como un anticuerpo
anti-CD163.

Normalmente se detecta el producto génico de CD163 que se esté ensayando directa o indirectamente usando un
marcador detectable. El marcador particular o grupo detectable usado en el ensayo no es tipicamente un aspecto
critico de la invencion, siempre que no interfiera de manera significativa con la unién especifica del anticuerpo o
anticuerpos usados en el ensayo. El marcador puede unirse covalentemente al agente de captura (por ejemplo, un
anticuerpo anti-CD163), o puede unirse a un tercer resto, tal como otro anticuerpo, que se une especificamente al
polipéptido de CD163.

También se describen procedimientos y reactivos para los inmunoensayos competitivos y no competitivos para
detectar polipéptidos de CD163. Los inmunoensayos no competitivos son ensayos en los que la cantidad de analito
capturado (en este caso, CD163) se mide directamente. Uno de dichos ensayos es un inmunoensayo en dos sitios
de base monoclonal que utiliza anticuerpos monoclonales reactivos para dos epitopos no interferentes sobre el
polipéptido de CD163. Véase, por ejemplo, Maddox y col., 1983, J. Exp. Med., 158:1211 para informacion sobre los
antecedentes. En un ensayo en "sandwich", el agente de captura (por ejemplo, un anticuerpo anti-CD163) se une
directamente a un sustrato sélido donde se inmoviliza. Estos anticuerpos inmovilizados capturan entonces cualquier
polipéptido de CD163 presente en la muestra de ensayo. El polipéptido de CD163 inmovilizado de este modo puede
entonces marcarse, es decir, mediante la unién a un segundo anticuerpo anti-CD163 que porte un marcador. Como
alternativa, el segundo anticuerpo para CD163 puede carecer de marcador, pero unirse por un tercer anticuerpo
marcado especifico para anticuerpos de la especie de la que se deriva el segundo anticuerpo. El segundo
anticuerpo, como alternativa, puede modificarse con un resto detectable, tal como biotina, al que puede unirse
especificamente una tercera molécula marcada, tal como estreptavidina marcada con enzima.
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En los ensayos competitivos, la cantidad de polipéptido de CD163 presente en la muestra se mide indirectamente
midiendo la cantidad de un polipéptido de CD163 afadido (exégeno) desplazado (o eliminado de la competicion) de
un agente de captura (por ejemplo, anticuerpo para CD163) por el polipéptido de CD163 presente en la muestra. Un
ensayo de inhibicion de hapteno es otro ejemplo de ensayo competitivo. En este ensayo, se inmoviliza un polipéptido
de CD163 sobre un sustrato solido. Se afiade a la muestra una cantidad conocida de anticuerpo para CD163, y se
pone entonces en contacto la muestra con el polipéptido de CD163 inmovilizado. En este caso, la cantidad de
anticuerpo anti-CD163 unido al polipéptido de CD163 inmovilizado es inversamente proporcional a la cantidad de
polipéptido de CD163 presente en la muestra. La cantidad de anticuerpo inmovilizado puede detectarse bien
detectando la fraccion inmovilizada de anticuerpo o bien la fraccion del anticuerpo que permanece en disolucion. En
este aspecto, la deteccion puede ser directa, en los casos donde el anticuerpo esta marcado, o indirecta, en los
casos donde el marcador esta unido a una molécula que se une especificamente al anticuerpo, tal como se describe
anteriormente.

Otros formatos de ensayo basados en anticuerpo

Los procedimientos y reactivos para detectar y cuantificar la presencia de polipéptido de CD163 en la muestra
usando un formato de inmunotransferencia (transferencia de Western) se describen en el presente documento. Otro
inmunoensayo es la llamada "cromatografia de flujo lateral". En una versién no competitiva de cromatografia de flujo
lateral, una muestra se mueve a lo largo de un sustrato mediante, por ejemplo, accién capilar, y se encuentra con un
anticuerpo moévil marcado que se une al analito formando un conjugado. El conjugado entonces se mueve a través
del sustrato y encuentra un segundo anticuerpo inmovilizado que se une al analito. Por lo tanto, el analito
inmovilizado se detecta detectando el anticuerpo marcado. En una versién competitiva de cromatografia de flujo
lateral, una version marcada del analito se mueve a través del vehiculo y compite con analito no marcado por la
union con el anticuerpo inmovilizado. A mayor cantidad del analito en la muestra, habra una menor unién por el
analito marcado y, por tanto, habra una menor sefal. Véase, por ejemplo, May y col., Patente de los Estados Unidos
N° 5.622.871 y Rosenstein, Patente de los Estados Unidos N° 5.591.645.

Dependiendo del ensayo, varios componentes, incluyendo el antigeno, anticuerpo diana, o anticuerpo anti-catepsina
S, pueden unirse a una superficie o soporte solido (es decir, un sustrato, membrana, o papel de filtro). Se conocen
en la técnica muchos procedimientos para inmovilizar biomoléculas a una variedad de superficies sélidas. Por
ejemplo, la superficie sélida puede ser una membrana (por ejemplo, nitrocelulosa), un disco de microtitulacion (por
ejemplo, PVC, polipropileno, o poliestireno), un tubo de ensayo (vidrio o plastico), una varilla (por ejemplo, vidrio,
PVC, polipropileno, poliestireno, latex, y similares), un tubo de microcentrifuga, o una perla de vidrio o plastico. El
componente deseado puede enlazarse covalentemente o unirse no covalentemente a través de un enlace no
especifico.

Puede emplearse una amplia variedad de polimeros organicos e inorganicos, tanto naturales como sintéticos, como
el material para la superficie sélida. Los polimeros ilustrativos incluyen polietileno, polipropileno, poli(4-metilbuteno),
poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), rayon, nailon, poli(butirato de vinilo), difluoruro de
polivinilideno (PVDF), siliconas, poliformaldehido, celulosa, acetato de celulosa, nitrocelulosa, y similares. Otros
materiales que pueden emplearse incluyen papel, vidrio, ceramica, metales, metaloides, materiales
semiconductores, cementos o similares. Ademas, pueden usarse sustancias que forman geles, tales como proteinas
(por ejemplo, gelatinas), lipopolisacaridos, silicatos, agarosa y poliacrilamidas. También son adecuados polimeros
que forman varias fases acuosas, tales como dextranos, polialquilenglicoles o tensioactivos, tales como fosfolipidos,
sales de alquilamonio de cadena larga (12-24 atomos de carbono) y similares. En los casos donde la superficie
sélida es porosa, pueden emplearse varios tamafios de poro dependiendo de la naturaleza del sistema.

Espectrometria de masas

La masa de una molécula puede usarse frecuentemente como un identificador de la molécula. Por lo tanto, pueden
usarse procedimientos de espectrometria de masas para identificar un analito de proteina. Los espectrometros de
masas pueden medir masas determinando el tiempo necesario para que un analito ionizado viaje a lo largo de un
tubo de trayectoria y para ser detectado por un detector de iones. Un procedimiento de espectrometria de masas
para proteinas es la espectrometria de masas de ionizacion desorcion laser asistida por matriz ("MALDI"). En el
MALDI, el analito se mezcla con un material de matriz que absorbe energia de la longitud de onda de un laser y se
situa sobre la superficie de una sonda. Tras golpear la matriz con el Iaser, el analito se desorbe de la superficie de la
sonda, se ioniza, y se detecta por el detector de iones. Véase, por ejemplo, Hillenkamp y col., Patente de los
Estados Unidos N° 5.118.937.

Otros procedimientos de espectrometria de masas para proteinas se describen en Hutchens y Yip, Patente de los
Estados Unidos N° 5.719.060. En uno de dichos procedimientos citado como Superficies Mejoradas para Captura de
Afinidad ("SEAC") se usa un reactivo de afinidad de fase sodlida que se une al analito especifica o no
especificamente, tal como un anticuerpo o i6n metalico, para separar el analito de otros materiales en una muestra.
Después el analito capturado se desorbe de la fase sdélida mediante, por ejemplo, energia laser, se ioniza, y se
detecta por el detector.

Acidos nucleicos
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Los ejemplos desvelan el descubrimiento por parte de los inventores de varios nuevos polinucleétidos de CD163.
Los procedimientos de la presente invencion utilizan varios nuevos polinucleétidos aislados (por ejemplo, secuencias
de ADN vy transcritos de ARN, hebras sentido y complementarias antisentido, mono y bicatenarias, incluyendo
variantes de corte y empalme alternativo de las mismas, que codifican nuevos polipéptidos de CD163. Los
inventores comunican en el presente documento nuevos polinucleétidos que codifican polipéptidos de CD163
porcino, murino, humano, canino, y de mono verde africano y que comprenden las secuencias expuestas en SEC ID
N°: 1, 5,12, 13, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, y 47.

Debe tenerse en cuenta que desvelando las SEC ID N°: 1, 5, 12, 13, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43,
45, y 47 se proporciona a un experto en la técnica una multitud de procedimientos para obtener estas secuencias. A
modo de ejemplo, seria posible generar sondas a partir de las secuencias desveladas en las SEC ID N°: 1, 5, 12, 13,
22,23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, y 47 y explorar ADNc porcino, murino, humano, canino, y de mono
verde africano o librerias gendmicas y de este modo obtener integramente las SEC ID N°: 1, 3, 5, 12, 13, 17, 18, 22,
23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45 y 47, o su equivalente gendmico. Sambrook, y col., (Eds.), Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, Nueva York (1989).
También a modo de ejemplo, un experto en la materia reconocera de manera inmediata que dadas las secuencias
desveladas en las SEC ID N°: 5, 12, 13, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, y 47 es posible generar los
cebadores adecuados para amplificacion mediante la PCR para obtener la secuencia completa representada por
estas secuencias. (Véase, por ejemplo, PCR Technology, H. A. Erlich, ed., Stockton Press, Nueva York, 1989; PCR
Protocols: A Guide to Methods and Applications, M. A. Innis, David H. Gelfand, John J. Sninsky, y Thomas J. White,
eds., Academic Press, Inc., Nueva York, 1990).

Los polinucleétidos de ADN dtiles en los procedimientos de la presente invencion incluyen ADNc, y ADN que se ha
sintetizado quimicamente en su totalidad o en parte y también se pretende incluir variantes alélicas de los mismos.
Las variantes alélicas son formas modificadas de una secuencia de gen de tipo silvestre, siendo la modificacién el
resultado de la recombinacién durante la segregacion cromosémica, o la exposicion a condiciones que den lugar a
mutacion genética. Las variantes alélicas, al igual que los genes de tipo silvestre, son secuencias de origen natural
(en oposicion a las variantes de origen no natural que surgen de la manipulacion in vitro).

Las secuencias de ADN que codifican los nuevos polipéptidos de CD163 se exponen en las SEC ID N°: 5, 12, 13,
22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, y 47. El experto en la materia apreciara facilmente que el ADN
comprende una molécula bicatenaria, por ejemplo, la molécula que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 5, 12,
13, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, y 47 junto con la molécula complementaria (la "hebra no
codificante" o "complemento") que tiene una secuencia deducible a partir de la secuencia de las SEC ID N° 5, 12,
13, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45, y 47 de acuerdo con las reglas de emparejamiento de bases de
Watson-Crick para ADN. Otros polinucleétidos codifican los polipéptidos de CD163 porcino, murino y de mono verde
africano de las SEC ID N°: 2, 14, 24, 27 y 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 que difieren en secuencia de los
polinucledtidos de las SEC ID N°: 1, 3, 5, 12, 13, 17, 18, 22, 23, 25, 26, 30, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43, 45y 47 en
virtud de la degeneracion conocida del codigo genético universal, como se conoce bien en la técnica. Los
procedimientos de la presente invencion, por tanto, contemplan usar aquellas moléculas de ADN y ARN que, en la
expresion, codifican los polipéptidos de SEC ID N°: 2, 14, 24, 27 y 32. Habiendo identificado la secuencia de restos
de aminoacidos codificada en el polipéptido de CD163, y con el conocimiento de todos los tripletes de codones para
cada resto de aminoacidos particular, es posible describir todas las dichas secuencias de ARN y ADN. Las
moléculas de ADN y ARN distintas de las especificamente desveladas en el presente documento caracterizadas
Unicamente por un cambio en un codén para un aminoacido particular, se encuentran, por lo tanto, dentro del ambito
de los procedimientos de la presente invencion.

Se expone una tabla de aminoacidos y sus abreviaturas, simbolos y codones representativos en la siguiente Tabla 4.

Tabla 4
Aminoacido Abreviatura |Simbolo Codon(es)
Alanina Ala A GCA [GCC |GCG |GCU
Cisteina Cys C UGC |UGU
Acido aspartico Asp D GAC |GAU
Acido glutamico Glu E GAA |[GAG
Fenilalanina Phe F uucC uuu
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(continuacion)

Aminoacido Abreviatura |Simbolo Codon(es)

Glicina Gly G GGA |GGC |GGG ([GGU

Histidina His H CAC |CAU

Isoleucina lle I AUA AUC |AUU

Lisina Lys K AAA AAG

Leucina Leu L UUA |UUG |CUA CuC |CUG |(Cuu
Metionina Met M AUG

Asparagina Asn N AAC |AAU

Prolina Pro P CCA [CCC |CCG |ccu

Glutamina Gin Q CAA [CAG

Arginina Arg R AGA |AGG |CGA |CGC [CGG |caU
Serina Ser S AGC |AGU |UCA UcC ([UCG |ucu
Treonina Thr T ACA |ACC [ACG [ACU

Valina Val Vv GUA |GUC |GUG [GUU

Triptéfano Trp w UGG

Tirosina Tyr Y UAC UAU

Como se conoce bien en la técnica, los codones constituyen tripletes de secuencias de nucledtidos en moléculas de
ARNm y sus correspondientes moléculas de ADNc. Los codones estan caracterizados por la base uracilo (U) cuando
estan presentes en una molécula de ARN pero estan caracterizados por la base timidina (T) cuando estan presentes
en ADN. Un solo cambio en un codoén para el mismo resto de aminoacido dentro de un polinucleétido no cambiara la
secuencia o estructura del polipéptido codificado. Es evidente que cuando una expresion afirma que una secuencia
de 3 nucledtidos particular "codifica" cualquier aminoacido particular, el experto habitual en la técnica reconocera
que la tabla anterior proporciona un medio para identificar los nucleétidos particulares en cuestion. A modo de
ejemplo, si una secuencia de tres nucledtidos particular codifica treonina, la tabla anterior desvela que las
secuencias de triplete posibles son ACA, ACG, ACC y ACU (ACT si es en ADN).

Por lo tanto, también se describen en el presente documento polinucleétidos aislados utiles en los procedimientos de
la presente invencién del modo siguiente:

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido de susCD163v1 expuesta en las SEC ID N°: 1,y 5.

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 70 %, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%,
76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 93%,
94%, 95%,

96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %, de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 2

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 2,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido de susCD163v2 expuesta en las SEC ID N°: 12 0 13

(b) un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 99%, de identidad y/o similitud con un
polipéptido expuesto en SEC ID N°: 14

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 14,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucleétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido de CD163v2 murino expuesta en las SEC ID N°: 22 0 23
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(b) un polinucleodtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 24,
(c) un polinucledtido que es el complemento de cualquiera de (a) o (b);

un polinucledétido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido de CD163v3 murino expuesta en las SEC ID N°: 25 o0 26

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 96 %, 97 %, 98 %, o 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 27

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 27,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucleétidos de CD163v2 de mono verde africano expuesta en las SEC ID N°: 30 o
31

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 98 % o 99 % de identidad y/ similitud
con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 32

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 32,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en SEC ID N°: 33

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98 % o0 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 34

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 34,

(d) un polinucleétido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en SEC ID N°: 35

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98 % o 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 36

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 36,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucleotido expuesta en SEC ID N°: 37

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98 % o 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 38

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 38,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en SEC ID N°: 39

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98 % o0 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 40

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 40,

(d) un polinucleétido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en SEC ID N°: 41

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98 % o 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 42

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 42,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucleotido expuesta en SEC ID N°: 43

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96 %, 97%, 98 % o 99 % de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 44

(c) un polinucleétido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 44,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

un polinucledtido aislado que comprende:
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(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en SEC ID N°: 45

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %,
96 % 97%,

98 % 0 99 % de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 46

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 46,

(d) un polinucleétido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c); y

un polinucledtido aislado que comprende:

(a) una secuencia de polinucledtido expuesta en SEC ID N°: 47

(b) un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95 %,
96 % 97%, 98 % 0 99 % de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 48

(c) un polinucledtido que codifica un polipéptido de SEC ID N°: 49,

(d) un polinucleodtido que es el complemento de cualquiera de (a), (b) o (c);

La informacién de secuencia de polinucleétido proporcionada en el presente documento hace posible la expresion a
gran escala del polipéptido codificado mediante técnicas bien conocidas y puestas en practica de manera rutinaria
en la técnica. Dichos polinucledtidos permiten la identificacion y aislamiento de polinucleétidos que codifican
polipéptidos de CD163v1 porcino relacionados, tales como variantes alélicas humanas y especies homodlogas,
mediante técnicas bien conocidas incluyendo hibridacion de Southern y/o de Northern, y la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

El conocimiento de la secuencia de cualquiera de las secuencias de CD163 desveladas en el presente documento
también hace posible mediante el uso de hibridacion de Western o de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
la identificacion de secuencias de ADN gendmico que codifican las secuencias reguladoras de CD163, tales como
promotores, operadores, potenciadores, represores, y similares.

Tal como se indica en la seccion anterior titulada "Ensayos", dichos polinucledtidos también son Utiles en ensayos de
hibridaciéon para detectar la capacidad de células para expresar CD163, o para medir niveles de expresién de
CD163. Dichos polinucleétidos también pueden ser la base para procedimientos diagnésticos Utiles para determinar
la susceptibilidad de un animal a la infeccion virica tal como se describe anteriormente.

La divulgacion en el presente documento de los polinucleétidos de longitud completa que codifican un polipéptido de
CD163 hace facilmente disponible al experto habitual en la materia fragmentos del polinucleétido de longitud
completa. Los fragmentos unicos de los polinucleétidos que codifican CD163 comprenden al menos 15 nucledtidos
consecutivos hasta la longitud completa de la secuencia de longitud completa (incluyendo todos y cada uno de los
valores enteros intermedios) de un polinucleétido que codifica un CD163 desvelado en el presente documento.
Debido a que dichos polinucledtidos (incluyendo fragmentos) comprenden secuencias Unicas para la secuencia de
polinucleétido que codifica CD163 particular, hibridaran por lo tanto solo en condiciones de elevada rigurosidad o de
rigurosidad moderada (es decir, "especificamente") a los polinucledtidos que codifican los diversos polipéptidos de
CD163. Las secuencias Unicas para dichos polinucleétidos son reconocibles mediante una comparacion de
secuencias con otros polinucledtidos conocidos, y pueden identificarse mediante el uso de programas de
alineamiento usados de manera rutinaria en la técnica, por ejemplo, aquellos puestos a disposicion en bases de
datos publicas de secuencias. Dichas secuencias también son reconocibles a partir de analisis de hibridacion de
Southern para determinar el nimero de fragmentos de ADN gendmico con los que hibridara un polinucleétido.
Dichos polinucleétidos pueden marcarse de tal forma que se permita su deteccion, incluyendo marcaje radiactivo,
fluorescente y enzimatico.

Pueden incluirse uno o mas fragmentos de polinucleétidos tnicos (u otros polinucleétidos de CD163 tal como se han
discutido anteriormente) en kits que se usan para detectar la presencia de un polinucleétido que codifica CD163, o
usarse para detectar variaciones en una secuencia de polinucleétidos que codifica CD163. También se hacen
disponibles polinucleétidos antisentido que reconocen e hibridan con polinucleétidos que codifican CD163. Se
proporcionan polinucledtidos antisentido de longitud completa y fragmentos. Las moléculas de fragmentos
antisentido de la invencioén incluyen (i) aquellas que reconocen especificamente e hibridan con las variantes de
CD163 desveladas en el presente documento (segun se determina mediante la comparacion de secuencia de ADN
que codifica los CD163 con ADN que codifica otras moléculas conocidas). La identificacién de secuencias Unicas
para los nuevos polinucleétidos que codifican a CD163 puede deducirse mediante el uso de cualquier base de datos
de secuencia disponible publicamente, y/o mediante el uso de programas de comparacion de secuencias
comerciales. La singularidad de las secuencias seleccionadas en un genoma completo puede verificarse
adicionalmente mediante analisis de hibridaciéon. Después de la identificacién de las secuencias deseadas, puede
efectuarse un aislamiento mediante digestion de restriccién o una amplificacion usando cualquiera de las diversas
técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa bien conocidas en la técnica. Los polinucleétidos antisentido son
particularmente relevantes para regular la expresion de CD163 por aquellas células que expresan ARNm de CD163.

Los acidos nucleicos antisentido (preferentemente oligonucledtidos de 10 a 20 pares de bases) capaces de unirse
especificamente a secuencias de control de la expresiéon de CD163 o a ARN de CD163 se introducen en las células
(por ejemplo, mediante un vector viral o un sistema de dispersion coloidal, tal como liposémico). El acido nucleico
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antisentido se une a la secuencia de nucleétidos diana de CD163 porcino en la célula y evita la transcripcion o la
traduccién de la secuencia diana. Se contemplan especificamente oligonucledtidos antisentido de fosforotioato y
metilfosfonato para su uso terapéutico mediante la invencidon. Los oligonucledtidos pueden modificarse
adicionalmente mediante poli-lisina, trasferrina polilisina, o restos colesterol en su extremo 5'. La supresion de la
expresion de CD163 porcino a nivel transcripcional o traduccional es Util para generar modelos celulares o animales
para enfermedades caracterizadas por la expresion aberrante de CD163 porcino o como una modalidad terapéutica.

Tal como se indica anteriormente en mas detalle, los acidos nucleicos descritos en el presente documento incluyen
vectores que comprenden un polinucleétido tal como se define en el presente documento. Dichos vectores son
utiles, por ejemplo, para amplificar los polinucleétidos en células hospedadoras para crear cantidades utiles de los
mismos. El vector es un vector de expresion en el que el polinucleétido descrito en el presente documento se une
operativamente a un polinucleétido que comprende una secuencia de control de la expresion. Dichos vectores son
Utiles para la produccion recombinante de polipéptidos.

Las células hospedadoras se transforman o transfectan (de manera estable o transitoria) con polinucleétidos o
vectores tal como se describe en el presente documento. Tal como se ha afirmado anteriormente, dichas células
hospedadoras son Utiles para la produccién de virus y para la produccion de vacunas.

Polipéptidos

Los ejemplos desvelan el descubrimiento por parte de los inventores de varios nuevos polipéptidos de CD163 que se
exponen en las SEC ID N°: 2, 14, 19, 24, 27, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, y 48 del siguiente modo:

un polinucleétido aislado que comprende un polipéptido de susCD163v1 con la secuencia expuesta en SEC ID
Ne: 2;

un polipéptido que tiene al menos un 70 %, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,
83%, 4%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 93%, 94%, 95%, 96 %, 97 %, 98 %, o0 99 %, de
identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 2;

un polinucleétido aislado que comprende un polipéptido de susCD163v2 con la secuencia expuesta en SEC ID
N°: 14;

un polipéptido que tiene al menos un 99 %, de identidad y/o similitud con un polipéptido de susCD163v2
expuesto en SEC ID N°: 14;

un polipéptido de CD163v2 murino que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 24;

un polipéptido de CD163v3 murino que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 27; un polipéptido que tiene
un 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %, de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 27;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 32;

un polipéptido que tiene al menos un 98 % o 99 %, de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC
ID N°: 32;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 34;

un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o similitud con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 34;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 36;

un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o similitud con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 36;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 38; un polipéptido que tiene al menos un 95 %,
96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 39;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 40;

un polipéptido que tiene al menos un 95 %, 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o similitud con un polipéptido
expuesto en SEC ID N°: 40;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 42;

un polipéptido que tiene al menos un 90 %, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o
similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 42;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 44;

un polipéptido que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o
similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 44; un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC
ID N°: 46;

un polipéptido que tiene al menos un 90 %, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o
similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 46;

un polipéptido que tiene la secuencia expuesta en SEC ID N°: 48; y

un polipéptido que tiene al menos un 90 %, 91%, 92%, 93%, 94%, 95% 96%, 97%, 98%, 99 % de identidad y/o
similitud con un polipéptido expuesto en SEC ID N°: 48.

Los polipéptidos pueden aislarse a partir de fuentes celulares naturales o pueden sintetizarse quimicamente, pero
preferentemente se producen mediante procedimientos recombinantes que implican a células hospedadoras, tal
como se describe en el presente documento. Se espera que el uso de células hospedadoras de mamifero
proporcione dichas modificaciones postraduccionales (por ejemplo, glucosilacion, truncado, lipidacion, y fosforilacion)
segulin se necesite para conferir una actividad biolégica optima a los productos de expresién recombinante. Se
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incluyen las formas glucosiladas y no glucosiladades de los nuevos polipéptidos de CD163.

La sobreexpresion en hospedadores eucariotas o procariotas tal como se describen anteriormente facilita el
aislamiento de polipéptidos de CD163 incluyendo polipéptidos de CD163 aislados tal como se exponen en las SEC
ID N°: 2,14, 19, 24, 27, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48 y variantes y sustituciones conservativas de aminoacidos
en estos incluyendo polipéptidos marcados y etiquetados.

También se incluyen nuevos polipéptidos de CD163 que estan "marcados”. La expresion "marcados" se usa en el
presente documento para referirse a la conjugaciéon o union covalente de cualquier grupo detectable adecuado,
incluyendo enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, beta-glucuronidasa, fosfatasa alcalina, y beta-D-
94a|ac1t295sid?sa)ézmarc%cgores fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, luciferasa), y radiomarcadores (por ejemplo,

C, I, "H, P, y *S) al compuesto que se esté marcando.. Las técnicas para marcar varios compuestos,
incluyendo proteinas, péptidos, y anticuerpos son bien conocidas. Véase, por ejemplo, Morrison, Methods in
Enzymology 32b, 103 (1974); Syvanen y col., J. Biol. Chem. 284, 3762 (1973); Bolton y Hunter, Biochem. J. 133, 529
(1973). El término marcado también puede abarcar un polipéptido que se ha unido covalentemente a un marcador
de aminoacido tal como se discute anteriormente.

Ademas, los nuevos polipéptidos de CD163 pueden marcarse de manera indirecta. Esto implica la adicién covalente
de un resto al polipéptido y el posterior acoplamiento del resto afiadido a un marcador o compuesto marcado que
muestre union especifica al resto afiadido. Las posibilidades para el marcado indirecto incluyen la biotiniliacion del
péptido seguida de la unidén a avidina acoplada a uno o mas de los grupos marcadores anteriores. Otro ejemplo
puede ser incubar un anticuerpo radiomarcado especifico para un marcador de histidina con un polipéptido de
CD163 que comprende un marcador de polihistidina. El efecto neto es unir el anticuerpo radiactivo al polipéptido
debido a la considerable afinidad del anticuerpo por el marcador.

La invencion también abarca variantes (o analogos) de la nueva proteina de CD163. En un ejemplo, se proporcionan
variantes de insercidon en las que uno o mas restos de aminoacidos suplementan a una nueva secuencia de
aminoacidos de CD163. Las inserciones pueden localizarse en uno o ambos extremos de la proteina, o pueden
posicionarse dentro de regiones internas de la secuencia de aminoacidos de la nueva proteina de CD163. Las
variantes insercionales con restos adicionales en uno o ambos extremos pueden incluir, por ejemplo, proteinas de
fusion y proteinas que incluyen marcadores o etiquetas de aminoacidos. Las variantes de insercion incluyen nuevos
polipéptidos de CD163 en los que uno o mas restos de aminoacidos se afiaden a una secuencia de aminoacidos de
CD163, o a un fragmento biolégicamente activo de las mismas.

Las variantes insercionales por lo tanto también incluyen proteinas de fusion en las que el extremo amino y/o
carboxilo del nuevo polipéptido de CD163 se fusiona con otro polipéptido. Se conocen bien en la técnica varios
polipéptidos marcadores y sus respectivos anticuerpos. Los ejemplos incluyen marcadores de poli-histidina (poli-his)
o poli-histidina-glicina (poli-his-gly); el polipéptido marcador HA de la gripe y su anticuerpo 12CAS5 [Field y col., Mol.
Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)]; el marcador c-myc y los anticuerpos 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7 y 9E10 para este
[Evan y col., Molecular and CellularBiology, 5:3610-3616 (1985)], y el marcador de glucoproteina D (gD) del virus del
herpes simple y su anticuerpo [Paborsky y col., Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)]. Otros polipéptidos
marcadores incluyen el péptido Flag [Hopp y col., BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)]; el péptido del epitopo KT3
[Martin y col., Science, 255:192-194 (1992)]; un péptido de epitopo de alfa-tubulina [Skinner y col., J. Biol. Chem.,
266:15163-15166 (1991)]; y el marcador peptidico de la proteina 10 del gen T7 [Lutz-Freyermuth y col., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 87:6393-6397(1990)]. Ademas, el polipéptido de CD163 puede marcarse con proteinas enzimaticas,
tales como peroxidasa o fosfatasa alcalina.

Se incluyen las variantes de eliminacién en las que uno o mas restos de aminoacidos se eliminan en un nuevo
polipéptido de CD163. Las eliminaciones pueden efectuarse en uno o ambos extremos del nuevo polipéptido de
CD163, o con la retirada de uno o mas restos dentro de la nueva secuencia de aminoacidos de CD163. Las
variantes de eliminacion, por tanto, incluyen todos los fragmentos del nuevo polipéptido de CD163.

Los polipéptidos de CD163 contienen un dominio transmembrana o de anclaje a membrana. Debe reconocerse que
dichos dominios transmembrana son utiles cuando se expresan en el contexto de una proteina heteréloga para
ayudar en el direccionamiento de la proteina heterdloga hacia las membranas. También debe reconocerse que
puede ser ventajoso eliminar algunos dominios transmembrana para potenciar la purificacion o solubilidad de la
proteina. Las variantes de eliminacion transmembrana de CD163 y los polinucleétidos que las codifican tienen un
valor potencial como antivirales terapéuticos. Dichas variantes se desvelan especificamente en el presente
documento como las SEC ID N°: 37-40.

Los procedimientos de la presente invencion también incluyen el uso de variantes de los polipéptidos anteriormente
mencionados, es decir, polipéptidos que varian respecto de la secuencia de referencia por sustituciones
conservativas de aminoacidos.

Las sustituciones conservativas ilustrativas se exponen en las Tablas 1, 2 y 3 en la seccion anterior titulada
"Definiciones".
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En aquellas situaciones en las que es preferible aislar parcial o completamente a los nuevos polipéptidos de CD163,
la purificaciéon puede llevarse a cabo usando procedimientos estandar bien conocidos para el experto en la materia.
Dichos procedimientos incluyen, sin limitacion, separacion mediante electroforesis seguida de electroelucion, varios
tipos de cromatografia (inmunoafinidad, tamiz molecular, y/o intercambio i6nico), y/o cromatografia liquida de alta
presiéon. En algunos casos, puede ser preferible usar mas de uno de estos procedimientos para la purificacion
completa.

La purificacion de nuevos polipéptidos de CD163 puede lograrse usando una variedad de técnicas. Si el polipéptido
se ha sintetizado de tal forma que contiene un marcador, tal como una hexabhistidina (CD163/hexaHis) u otro péptido
pequefio, tal como FLAG (Eastman Kodak Co., New Haven, Conn.) o myc (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) en su
extremo carboxilo o amino, puede purificarse esencialmente en un procedimiento en una etapa haciendo pasar la
solucién a través de una columna de afinidad en la que la matriz de la columna tiene una elevada afinidad por el
marcador o por el péptido directamente (es decir, un anticuerpo monoclonal que reconoce especificamente a
CD163). Por ejemplo, la polihistidina se une con elevada afinidad y especificidad al niquel, por lo que puede usarse
una columna de afinidad de niquel (tales como las columnas de niquel de marca comercial registrada de Quiagen)
para la purificacion de CD163/poliHis. (Véase. por ejemplo, Ausubel y col., eds., Current Protocols in Molecular
Biology, Seccion 10.11.8, John Wiley & Sons, Nueva York [1993]).

Incluso si el nuevo polipéptido de CD163 se prepara sin un marcador o etiqueta para facilitar la purificacion, el nuevo
CD163 de la invencion puede purificarse mediante cromatografia de inmunoafinidad. Para lograr esto, se tienen que
preparar anticuerpos especificos para polipéptidos de CD163 por medios bien conocidos en la técnica.

Los anticuerpos generados contra los nuevos polipéptidos de CD163 descritos en el presente documento pueden
obtenerse administrando los polipéptidos o fragmentos portadores de epitopos, analogos, o células a un animal,
preferentemente un no humano, usando protocolos rutinarios. Para la preparacion de anticuerpos monoclonales,
puede usarse cualquier técnica conocida en la técnica que proporcione anticuerpos producidos por cultivos
continuos de lineas celulares. Los ejemplos incluyen diversas técnicas, tales como aquellas en Kohler, G. y Milstein,
C., Nature 256: 495-497 (1975); Kozbor y col., Immunology Today 4: 72 (1983); Cole y col., pags. 77-96 en
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985).

En los casos donde se preparen los nuevos polipéptidos de CD163 sin un marcador unido, y no estén disponibles
anticuerpos, pueden usarse otros procedimientos de purificacion bien conocidos. Dichos procedimientos incluyen,
sin limitaciéon, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia de tamiz molecular, HPLC, electroforesis en gel
nativo en combinacién con elucion de gel, y enfoque isoeléctrico preparativo (maquina/técnica de "Isoprime", Hoefer
Scientific). En algunos casos, pueden combinarse dos o mas de estas técnicas para lograr una pureza aumentada.

Debe entenderse que la definicion de polipéptidos, tal como se usa en el presente documento, pretende incluir
polipéptidos que porten modificaciones distintas de la insercion, eliminacién, o sustitucion de restos de aminoacidos.
A modo de ejemplo, las modificaciones pueden ser de naturaleza covalente, e incluyen, por ejemplo, unién quimica
con polimeros, lipidos, y otros restos organicos e inorganicos.

Anticuerpos

Los anticuerpos también se encuentran abarcados por la presente divulgacion (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales y  policlonales, anticuerpos  monocatenarios, anticuerpos  quiméricos, anticuerpos
bifuncionales/biespecificos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, y anticuerpos con regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) injertadas, incluyendo compuestos que incluyen secuencias de CDR
que reconocen especificamente a un polipéptido de la invencion) especificos para nuevos CD163 o fragmentos de
los mismos.

La expresion "especificos para", cuando se usa para describir anticuerpos de la invencion, indica que la region
variable de los anticuerpos reconoce y se une solo a los polipéptidos de CD163 (es decir, es capaz de distinguir a los
polipéptidos de CD163 de otros polipéptidos conocidos por virtud de diferencias medibles en la afinidad de unién, a
pesar de la posible existencia de identidad de secuencia localizada, homologia, o similitud entre los nuevos CD163 y
dichos polipéptidos). Se entendera que los anticuerpos especificos pueden también interactuar con otras proteinas
(por ejemplo, proteina A de S. aureus u otros anticuerpos en técnicas de ELISA) mediante interacciones con
secuencias fuera de la region variable de los anticuerpos, y en particular, en la region constante de la molécula. Los
ensayos de exploracion para determinar la especificidad de uniéon de un anticuerpo se conocen bien y se practican
de manera rutinaria en la técnica. Para una discusion exhaustiva de dichos ensayos, véase Harlow y col., (Eds),
Antibodies A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory; Cold Spring Harbor, NY (1988), Capitulo 6. Los
anticuerpos que reconocen y se unen a fragmentos de los polipéptidos de CD163 descritos en el presente
documento también estan contemplados, siempre que los anticuerpos sean, primeramente y ante todo, especificos
para los nuevos polipéptidos de CD163. Los anticuerpos pueden producirse usando cualquier procedimiento bien
conocido y practicado de manera rutinaria en la técnica. Pueden humanizarse anticuerpos no humanos mediante
cualquier procedimiento conocido en la técnica. En un procedimiento, las CDR no humanas se insertan en un
anticuerpo humano o secuencia marco conservada de anticuerpo de consenso. Pueden introducirse cambios
adicionales en el marco conservado del anticuerpo para modular la afinidad o la inmunogenicidad.
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Los anticuerpos, tal como se describen en el presente documento, son utiles para fines diagnosticos para detectar o
cuantificar a los CD163, asi como para la purificacién de los CD163. También se abarcan kits que comprenden un
anticuerpo para cualquiera de los fines descritos en el presente documento.

En general, un kit también incluye un antigeno de control para el que el anticuerpo es inmunoespecifico. La presente
invencion se ilustra ademas, pero se limita, mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: La transfeccion transitoria con CD163 porcino confiere permisividad a la infeccion por virus del
SRRP a una linea celular no permisiva.

Se us6 el ARNm total de células de macrofagos alveolares porcinas para construir una biblioteca de ADNc en el
plasmido pCMV-Sport6.1 (Invitrogen), con el ADNc clonado entre los sitios EcoRV y Notl. Un miembro de esta
biblioteca, cuando se aisl6 y transfectd de manera transitoria a la linea celular BHK-21 (rifidén de cria de hamster),
confirio un fenotipo permisivo a SRRP. Las células se crecieron en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 5 % en una atmosfera de CO2 al 5 % a 37 °C. Los cultivos celulares se
transfectaron de manera transitoria usando 10,0 ul de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 2,0 ug de plasmido. Se
transfectd una monocapa duplicada con plasmido pPAMB de control negativo. Este plasmido es pCMV-Sport6.1 que
carece de insercion. La eficacia de la transfeccién se controlé con un plasmido que expresa proteina verde
fluorescente (GFP). Aproximadamente 24 horas después de la transfeccion, se infectaron las monocapas con los
genotipos americano del norte (aislado P129) o europeo (aislado 96V198) del virus del SRRP. Para la deteccion de
la replicacion del SRRP, se fijaron las monocapas usando acetona al 80 % aproximadamente 24 horas después de
la infeccion y se incubaron durante aproximadamente 1 hora con anticuerpo monoclonal SDOW17 conjugado a FITC
(Rural Technologies Inc.). Este anticuerpo monoclonal es especifico para la nucleocapsida viral del SRRP expresada
a partir del marco abierto de lectura 7. Se us6é un microscopio de fluorescencia invertido Nikon TE 300 con un
objetivo 10x para fotografiar a una monocapa que contenia células positivas a FITC y una monocapa de control
negativo.

Se confirmé que las células transfectadas se hicieron permisivas a los genotipos americano del norte (aislado P129)
y europeo (aislado 96V 198) del VSRRP. La expresion de los genes virales pudo detectarse en muchas de las células
BHK transfectadas, y la progenie viral fue facilmente detectable en el sobrenadante. Las transfecciones de control
usando vector sin insercién o plasmidos irrelevantes no confirieron permisividad.

La secuenciacion de la insercién en el plasmido funcional, usando el kit de reaccién de secuencia Big Dye
Terminator Version 1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y el analizador de ADN de Applied Biosystems 3730
(Applied Biosystems), revel6 un gen que era elevadamente homélogo al ADNc del gen de CD163 porcino publicado
(Numero de referencia de GenBank AJ311716). EI ADNc identificado por los inventores contenia regiones 5'y 3' no
traducidas adicionales en relacion a AJ311716, y el marco abierto de lectura difiri6 de tres maneras: (1) una
eliminacion interna de 738 pb proxima al extremo 5', (2) una extension de 15 pb del extremo 5' hasta un codéon ATG
cadena arriba, y (3) dieciséis cambios de nucleétidos que se predice que causan 10 cambios de aminoacidos. La
identidad de secuencia de nucledétidos entre las secuencias fue del 99,4 %. Los alineamientos de la nueva secuencia
de CD163 porcino descubierta con la secuencia anteriormente comunicada AJ311716 se muestran en las figuras 1y
2. La nueva variante de CD163 porcina se denominé "susCD163v1".

SECUENCIA ID N°
gtastaatac aagaagattt aaatgggcat asaaccttgg aatggacaaa ctcagaatgy &0 SEC ID N°: 5
tgctacatga amactcetgga teotgcagace tgaaactgayg agtggtagat ggagtcactg 120

aatgttcagg aagattggaa gtgaaattcc saggagaatg gggaacaatc tgtgatgatg 180

gctgggatag tgatgatgeoe getgtggeat gtaagcoaact gygatgtbeca actgetgtca 240

ctgecattyy togagttaae gecagtyagy gaactggaca catitggett gacagtgtit 300

cttgeccatgg acacgagtcet gotceteobgge agtgtagaca ccakgaatgg ggaaagceatt 360

acttgeaatca taatgaagat getggtgtga catgttetga tggateagat ctggaactga 420

gacttaaagg tggaggcage cactgtgetg ggacagtgga ggtggaaatt cagaaactgg L1:1

taggaaaagt gtgtgataga agotggogac tgaasgaage tgatatggtt tgcaggcage 540

tgggatgtgg atctgeacte aaaacakcat atcaagttta ttccaaaacc aaggoaacaa 600

acacatgget gtttgtaage agetgtaatg gaaatgaaac ttetettigg gactgeaaga 560

attggocagtg gggtggactt agttgtgate actatgacga agecaaaakti acctgeoteag 720

gotacaggaa accoRggety ghttagaggoy acatteectg ctetggtogt gttgaagtac 7890
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(continuacion)

SECUENCIA ID N°
aacatggaga cacgtggage aceogtctgtyg attcetgactt ctetotggag goggecageg 849
tgetgtgoag ggaactacag tgeggeactg tggtitceet cotgggggga geteactttg 900
gagaaggaag tggacagatc tgggetgsag aattecagtg tgaggggeac gagtoocacs 1)
tttocactetg cocagtagea coccgecectg acgggacatg tagecacage agggacgbog 1020
degtagtoty ctcaagatac acacaaatce gottgghgaa tggcazgace ceatgtgaay 1080
gaagagtgga gctcoaacatt cttgggtcct ggaggtocct ctygcaactct cactgggaca 1140
tggaagatge ccatgtttta tgccagcage ttaaatgtgg agttgoocctt teotateccgg 1200
gaggagcace ttttgggaaa ggaaghgagc aggtetggag goacargttt cactgcactkg 1260
ggactgagaa gcacatggga gattgttoeeg tcactgetet gggegeatca cteofgticee 1320
cagggcaagt ggoctotgta atctgctcag ggaaccagag tcagacacta teccegtgea 1380
attcatcatc ctoggaccea toaageteta ttatttcaga agazaatggt gttgooctgeos 1440
tagggagtyg teaacttoge ctggtegatg gaggtggteg ttgtgctggy agagtagagy 1500
totatcatga gogctoctgg ggcaccatet ghgatgacag ctygggaccty aatgatgecoo 156¢%
atgtggtgty caaacagetg agetgtggat gggecattaa tgocactggt tetgeteatt 1620
ttggggaagg aacagggocc atttggctgg atgagataaa ctgtaatygga aaagaatcte 1880
atatttggca atgecacteoa catggttggg ggeoggcracaa ttgoaggcat aaggaggaty 1740
caggagtcat ctgcteggag tteatgtebc tcagactgat cagtgazaac ageagagaga 1800
coctgtgeagg gogoctggaa gttttttaca acggagettyg gggoagogti ggcaagaata 1860
geatgtetoc agoccacagtg ggggtggtat geagacaget gggetgtgea gacagagggg 1920
acatcagcooe tgoabcttcoa gacaagacag tgtocaggea catgbgggty gacaatgtte 1980
agtgtectaa aggacotgac accotatgge agbgeoccate atctocatgy aagaagagad 2040
tggecagoee chtcagaggayg acatggatca catghbgocaa caaaataaga cttoaagaag 2100
gaaacactaa ttgttctgga cgtgtggaga tckggtacgg aggttcoctgg ggcactghgt 2160
gigacgacte ctgggaccht gaagatgetic agotgytgtg cogacagebyg ggotgoggct 2220
cagetttgga ggcaggaaaa gaggoegeat tbggocsggy gactgggcce atatggotca 2280
atgasgtgaa gtgcaagggg aatgaaacct cottgtggga ttgtectgec agatceotggg 2340
gepacagtga ctgtggacac aaggaggatg ctgotgtgac gtgttcagaa attgcaaaga 2400
docgagaate cotacatgec acaggtoget catetttigt tgeacttgea atchtitgggy 2460
tcattotght ggectgtcete ategeattee tcattbggac tcoagaagega agacagagge 2520
ageggetcote agthttitctoa ggaggagaga atteotgteea tcaaattcaa taccgggaga 2580
tgaattctty cctgaaagca gatgaaacgg atatgetaaa tcecteagga gaccactceeg 2640
aagtacaatg aaaaggaaaa tgggaattat aacctggtga gttcagectt taagatacct 2700
tgatgaagac ctggactatt gaatgagecaa gaatckgeoet cttacactga agattacaat 2760
acagtectct gteotectggt attccaaaga ctgetgttga atttcetaaaa aatagattgg 2820
tgaatgegac tactcaaagt tgtatgtaag actttcecaagg gcattaaata aaaaagaata 2880
ttgetgaaaa aaaaiaaaaas 33ai3a3aa3d a3aaaagaaa aaaaaasaaa 293¢
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(continuacion)

SECUENCIA

ID N°

iM p KL R M VL HENS G S A DUL KL R

1 atggacaaactcagaatggtgctacatgaaaactotggatetgeagacctgaaactgaga
22V v p ¢ ¥y T ECS @ R It EV KF QG E W
61 gtggtagatggagteactgaatgttcaggaagattggasgtgaaatiocaaggagaatyg
41 ¢ T I C D b G WD S DDA AV A CIKOQTL
121 ggaacaatctgtgatgacggctgggatagtgatgatgoegeotgtggratgtaagcaacty
616 ¢ P T A ¥V T A I G R YV N A B B G T G H
181 ggatgtccaactgetgteoactgocattagtegagttaacgecagtgagagaactggacac
81 W L D § ¥V 8 C H G HES ALWOQOCRH

SECIDN%1y2
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(continuacion)

SECUENCIA

ID N°

241
101
301
121
361
141
421
161
4381
181
541
291
601
221
661
241
T2
261
781
283
841
0
501
21
961
341
1021
361
1081
381
1141
401
1201
421
1261
441
1321
"461
1381
481
1441
501
1501
521
1561
541
le21
561
1681
581
1741
601
1801
621
1861
641
1921
661
1981
641
2041
701
2101
721
3161
741
2221
751
2281
781
2341
801
2401
B21
24861
841
2521
861
2581

atttggettgacagtgtteet tgecatggacacgagt ckgetotetggragtgtagacac
HEBE W& K HY CNHWNZEEDA AOGTYVYTTOCS D
catgaatggogaaageattattgeaatcataatgaagatgetggtgtgacatgttctgat
¢ § DL EL RL K G 6 ¢ § HCcC A G T Vv B
ggatcagatotoagaactgagacttaaaggtggaggcagacactgtgotgggacagtagag
vV E I Q@ R L v @ K Vv CD RS WG L K& E A
gtggaaattcagaaactggtaggaaaagtgtgtgatagaagctggggactgaaagaagct
DV ¥ C R Q L G C G 5 A K T § ¥ @ Vv ¥
gatgtggtttgcaggcagctgggatgtggatctgcactcaaaacatcatatcaagtttat
S K T K A T T WL F V 8 58 ¢ N G N E T
tccaaaaccaaggcaacaaacacatggctgtttgtaagcagctgtaatggaaatgaaact
S L W D O RKHNW O WG GE L S CDHY D E
tctctttgggactgcaagaattggcagtggggtggacttagttgtgatcactatgacgaa
A K I T ¢ 8§58 A B P R L VGG I I P C
gccaaaattacctgctcagcccacaggaaacccaggctggttggaggggacattccctgc
&g G R V E V0 HGEL T W & T ¥V CD S8 D F
totgotoghgt tgazgtacaacatggagacacgtouyggeacecgiclgtgattotgactie
§ L E A A B ¥L CR EL £ ¢C G TV V 5 L
tctctggaggcggccagcgtgctgtgcagggaactacagtgcggcactgtggtttacctc
L G G A H F @G E ¢ Q¢ I W A ERB F Q C
ctggggggagctcactttggagaaggaagtggacagatctgggctgaagaattacagtgt
E ¢ H E 8 H L 8L C PV A PRUPDOGTC
gaggggcacgagicccacctttcactoetgeocagtageacccagocctgacgggacatge
E H 8 R D V@V V¢ S§ERYTOQIRULWVHE
agccacagcagggacgt cggegtagtctgetcaagatacacacaaatccgottggtgaat
G K T P CE G RV EL N I L G B WG B L
ggeaagaceccatgtgaaggaagagtggagetdaacatt.ecttgggtoergggggteoet.e
C N 8 HWDMET DA AU HUVYULCOODUEIKTCG
tgraactotcactgggacatggaagatgoccatgttttatgocagoagottasatgtgga
¥V AL 8 I P 8 G & P F G K3 858 B Q VW ER
gttgocctttotatecegggaggageacettttgggaaaggaagtgagecaggtctggagg
B M P H C T 3 TEZ K HM 6D C B8 ¥ TS R L
cacatgtttoactgoactyggractgagaagoacatgggagactygttcogtcactgobetg
8 A 8 L C 8 &8 G Q V A S5 VI C 8 G N Q 8
ggegeatcactotgttottragggoaagt ggooctotgtaatctgetcaggyaacoagagt
e T L &8 P CHN § 8 8 58 P P S8 8§ 8 1 I 8 B
cagacactatececgtgoaatteattatocteggacecat Caagetotattattbcagaa
BE NGV A CI @8 @ QL RL VY DGGGE G R
gaaaatggtgttgectgeatagggagtggtraacttegectggtegatyggaggtggtogt
¢ A 3 R VE V Y HE 3 5 WwaTTIOCUDBDTD 8
tgegoctgggagagtagaggtotatcatgaggget ococtgyggcacoat ctghgatgacage
W 0 L N DA HV V C K QDL S C G W aATI N
tgagacctgaatgatgeocatgtggtgtgeaaacagetgagotgtggatgugecattant
A T G 8 A HF G E 66 TG PF I WLDUETIMN
gecactggttotgotcattttggggaaggarcagygeccattiggetggatgagataaac
¢ M @ ¥ E § H I W Q C H 238 K G W G R HEE
tgtaatggaaaagaatctcoatatttggeaatgoeactecacatggttgggggoggeacaat
C R H K B P A GV I C S EPFPMSBS L RL I
tgraggeataaggaggatgraggagtoatctgotoggagttocatgteteteagactgake
S 2B N § R ETCAGRULZEUVWVYUPUY NG AW
agtgaaaacagcagagagacctgtgcagggegectggasgtttittacaacggageoti gy
g 8 v ¢ K F 8 m 58 P BT V48 V VCERUDOUL
ggcagcgttggcaagaatagcatgtchccagccacagtgggggtggtatgcaggcagctg
8 ¢C A DRGUDTIS P AGSE® B D KTV B
ggctgtgcagacagaggggacatcagccctgcatcttcagacaagacagtgtccaggcac
M W v D N vV ¢ C P K G PDTULWGOGOCP S
atgtgggtgnacaatgttcagtgtcotaaaggacctgacacectatggcagtygeceatca
8 P®W K KR L A S P S EETWTITTCGCH AN
tectocatggaagaagagactggcsageccctoagaggagatatgygatcacatgtgenaac
K &£ R L Q BE 6 N T R C & G R VY E I W Y &
aaaataagacttaaagaaggaaacactaattgttctggacgtgtggagatctggtacgga
G 8 W G86 T VY DD S WD L E A Q Vv vV C
ggttcctggggcactgtgtgtgacgactcctgggaccttgaagatgctcaggtggtgtgc
R O L @ ¢ G S A L EA G KEAALTF G Q G
cgacagot gggetgtogetcagotttagaggcagganaagagaeegcat ttggocacgug
T & P I W L W E V K C K OGHNETS L W D
actgggeccatatggctcaatgaagtgaagtgcaaggggaatgaaacctocttgtgggat
C P AR 5 WG H S D C & HEKEEDPRPDLL AUV T
tatectgocagatootggyggocaragtgactgtggacacaagaaagatgetgetgtgacg
£ 5 E I A K 5 R E 8 L B ATGH RS E§ F Vv
tgttragasattgcaaagagcegagaatecctacatgecacaggtcgetcatetteegte
A L A I P G ¥ I L L A C LI AUPF LTI W T
goacttgeaatctttggggtocattectgtiggcctgtotcatogeattocteattiggact
Q KRR QEREQRUDL S V F & G G EN S V H
cagaagogaagacagaggcageggctctcagttttctcaggaggagagaattetgtecat
Q I QY R EMUEBS CL X ADU ETD®RMUETUN
caaattcaataccgggagatgaattottgectgaaaycagatgaaacggatatgotaaat
P B G D H S E V Q

cecteaggagaccactetgaagtacas
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(continuacion)

SECUENCIA ID N°
1 MDELRMVLHE NSGSADLKLRE VVDEVTECSG RLEVKFQGEW OTICDDGWDS SEC ID N°: 2
51 DDAAVACKOQL GCPTAVTAIG RVHASEGTGH IWLDSVSCHG HESALWQCRH

101 HEWGKHYCHH NEDAGVTCSD GSDLELRLEKG GGSHCAGTVE VEIDELVIKY

151 CDRSWGLKEA DVVCRQLGCG SALKTEYQVY SKTKATHNTWL FVSECHGNET

201 SIWDCKNWOW GGLSCDHYDE AKITCSAHRK PRLVGGDIPC SGRVEVQHGD

251 TWGTVCDSDF SLEAASVLCR BLQCOTVVSL LGGAHFGEGS GQIWAEEFQRC

301 EGHESHLSLC PVAPRPDGTC SHSRDVGVVC SRYTQIRLVN GXTPCEGRVE

351 LNILGSWGSL CNSHWDMEDA HVLCQQLKCG VALSIPGGAP FGKGSEQVWR

401 HMFHCTGTEK HMGDCSVIAL GASLCSSGOV ASVICSGNQS QTLSECHNSSS

451 SDPSSSIISE ENGVACIGSG QLRLVDGGGR CAGRVEVYHE GSWGTICDDS

501 WDLNDAHVVC KOQLSCGWAIN ATGSAHPGEG TGPIWLDEIN CNGKESHIWQ

551 CHSHGWGRHN CRHKEDAGVI CSEFMSLRLI SENSRETCAG RLEVFYNGAW

601 GSVGKNSMSP ATVGVVCROL GCADRGDISP ASSDRTVSRH MWVDNVQCEPK

651 GEDTLWQCPS SPWKKRLASP SEETWITCAN KIRLQEGNTN CSGRVEIWYG

701 GSWETVCDDS WDLEDAQVVC ROLECGSALE AGKEAAFGOG TGPIWLNEVK

751 CKGNETSLWD CPARSWGHSD CGHKEDAAVT CSEIAKSRES LHATGRSSFV

801 ALAIPGVILL ACLIAFLIWT QKRRORQRLS VFSGGENSVH QOIQYREMNSC

851 LXADETDMLN PSGDHSEVQ

Ejemplo 2: Construccion del plasmido pCMVsusCD163v1

La construccion del plasmido pCMVsusCD163v1 se llevd a cabo del modo siguiente. El clon funcional en la
biblioteca de ADNc de macroéfagos porcinos primarios en el que se identifico que conferia permisividad al VSRRP
sirvio como molde para amplificacién mediante la PCR de la insercion de CD163, incluyendo las regiones 5'y 3' no
traducidas, usando los cebadores 5’DS-CD163 (SEC ID N°: 6) (5-CGGAATTCCGCGGATGTAATAATACAAGAAGA-
3’) y 3CD163 (SEC ID N° 7) (5CCGCTCGAGTAGTCCAG-GTCTTCATCAAGGTATCTT-3'.). El cebador 5'DS-
CD163 incorpora un sitio de restriccion Sacll en el extremo 5 de la insercion de CD163, mientras que el cebador
3'CD163 incorpora un sitio de restriccion Xhol en el extremo 3’ de la insercidon (subrayado). Las reacciones que
contenian 190 ng de plasmido se amplificaron usando ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen, N° de catalogo
11708-013) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones se calentaron a 94 °C durante 2 minutos,
después se ciclaron 35 veces a 94 °C durante 20 segundos, a 55 °C durante 30 segundos, y 68 °C durante 3,5
minutos seguido de una extension terminal a 72 °C durante 7 minutos. Los productos de la PCR resultantes se
purificaron usando el kit de purificacion de PCR Qiaquick (Qiagen, N° de catalogo 28104), se digirieron con las
enzimas de restriccion Sacll y Xhol, y los fragmentos resultantes se purificaron en gel usando el kit de extraccion de
gel Qiaquick (Qiagen, N° de catalogo 28704). El fragmento de PCR de CD163 se ligé dentro del plasmido pCMV-
Script (Stratagene, N° de catalogo 212220) preparado para aceptar el fragmento de PCR digerido por digestion con
Sacll y Xhol seguido de purificacion en gel tal como se describe anteriormente. El material ligado se transformé en la
cepa DH5a de E. coli y se seleccionaron los recombinantes mediante crecimiento en 50 pg/ml de kanamicina y se
identificaron mediante analisis de restriccion. El plasmido resultante, "pCMVsusCD163v1", contiene la insercion de
CD163 porcina con eliminacion interna descrita en el Ejemplo 1 bajo el control transcripcional del promotor de CMV
eucariota y el gen de resistencia a neomicina’/kanamicina bajo el control de promotores eucariotas y procariotas.

Ejemplo 3: Construccion del vector de expresion pRSV-Script y pRSVsusCD163v1

Se us6 el plasmido pRc/RSV (Invitrogen) como molde para la amplificacion por la PCR del promotor de VSR. La
secuencia de promotor de VSR estaba contenida entre los nucleétidos 209 a 604 de pRc/RSV. Se sintetizaron el
cebador directo PCIRSVLTR (SEC ID N°: 8) (5-ACACTCGACATGTCGATGTACGGGCCAGATATACGCGT-3") y el
cebador inverso VSRRTLSAC (SEC ID N°: 9) (5 TTCCTTACAGAGCTCGAGGTGCACACCAATGTGGTGAA -3'). Se
incorporaron los sitios de reconocimiento de las endonucleasas Pci | y Sac | (subrayados) en los cebadores 5' y 3/,
respectivamente, para futura clonacion. La PCR se llevo a cabo usando el kit de ADN polimerasa HotMaster Taq
(Eppendorf) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones contenian 0,9 ng de molde de plasmido
pRc/RSV y 0,3 mM de cada cebador descrito anteriormente. Las reacciones se calentaron a 94 °C durante 2
minutos, después se ciclaron 30 veces a 94 °C durante 20 segundos, a 52 °C durante 10 segundos, y a 65 °C
durante 1 minuto. El fragmento de PCR resultante se digiri6 con las enzimas de restriccion Pci | y Sac |, se
purificaron en gel, y se clonaron en el plasmido pCMV-Script (Stratagene) que se habia digerido de manera similar
para eliminar la secuencia de promotor de CMV. La construccién final puso al promotor de VSR inmediatamente
cadena arriba del sitio de clonacion multiple, y se llamé "pRSV-Script".

La insercion susCD163v1 se clond detras del promotor de VSR del modo siguiente. Se extrajo la secuencia de
susCD163v1 del plasmido pCMVsusCD163v1 mediante digestion de restriccion (Kpn |'y Sac Il) y se purificd en gel.
Este fragmento se ligé dentro del pRSV-Script que también se habia digerido con las mismas enzimas y purificado
en gel. La mezcla de ligacion se transformé en E. coli DH5a y los transformantes se seleccionaron usando
kanamicina a 50 pg/ml. El clon que contenia la insercién correcta se denominé "pRSVsusCD163v1".
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Ejemplo 4: Clonacion y caracterizacion de una variante mas larga de ADNc de CD163 porcino

Basandose en la secuencia de CD163v1 porcino, se disefiaron un cebador directo 5°CD163Notllong (SEC ID N°: 10)
(5 CGGTCCGGAGCGGCCGCGATGTAATAATACAAGAAGATTTAAATGG-3’) y un cebador inverso 3'CD163Kpnl
(SEC ID N° 11) (5CGGTTGGTACCCAGCAATATTCTTTTTTATTTAATGCC-3’) usando el programa Lasergene
PrimerSelect (DNASTAR Inc., Madison, WI) para la amplificacion de un gen de CD163 porcino de longitud completa.
Se incluyeron los sitios de restriccion de las endonucleasas Not | y Kpn | (subrayados) en los cebadores 5' y 3/,
respectivamente, para permitir una clonacion conveniente. EI ARN celular total se preparé a partir de macrofagos
alveolares primarios (MAP) recogidos de lavados pulmonares de cerdos sanos. La preparacion de ARN se llevé a
cabo usando el kit RNeasy mini (Qiagen, Valencia, CA). Las reacciones de RT-PCR se prepararon usando el kit
SuperScript one-step RT-PCR for Long Templates (Invitrogen, Carlsbad, CA) y los parametros de RT-PCR se
ajustaron del siguiente modo: 50 °C durante 30 min, 94 °C durante 2 min, (94 °C 30 s, 55°C 30 s y 68 °C 4 min)
durante 35 ciclos, 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa GTG SeaKem al
0,8 %. Los productos de RT-PCR de varios tamarios se cortaron de los geles de agarosa y se extrajo el ADN usando
el kit GeneClean (QBiogene). Estos productos de RT-PCR se clonaron en el vector de clonacion pCR2.1-TOPO
(Invitrogen). Los clones se analizaron mediante digestion de enzima de restriccion para la presencia de una
insercion. Las colonias que contenian inserciones se secuenciaron usando el kit de reaccion de secuencia Big Dye
Terminator Version 1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y el analizador de ADN de Applied Biosystems 3730
(Applied Biosystems) para confirmar la autenticidad de secuencia. Las secuencias se editaron y ensamblaron
usando los programas Lasergene EditSeq y SegqMan (DNASTAR Inc., Madison WI). Un plasmido con una insercion
grande se denominé "pCRsusCD163v2" (pCR2.1 que contenia la variante 2 de CD163 porcino que los inventores
habian denominado SEC ID N°: 12). La secuencia codificante contenida dentro de SEC ID N°: 12 se reproduce mas
adelante y se denomina SECID N°: 13. El analisis de secuencia demostré que este CD163 porcino codifica una
secuencia de aminoacidos d 1115 aminoacidos que los inventores han denominado SEC ID N°: 14. Cuando se
compara con la secuencia de CD163 porcino en GenBank (N° de referencia AJ311716), la secuencia CD163v2 de
los inventores es idéntica en un 98,9 % a nivel de aminoacidos. CD163v2 también tiene 5 restos de aminoacidos
adicionales en el extremo 5', extendiendo el marco abierto de lectura hasta un codén de iniciacion ATG cadena
arriba dentro del marco (como en la secuencia de CD163v1 porcino descrita en el Ejemplo 1). CD163 porcino es
idéntico en un 84,3 % a CD163 humano (N° de referencia de GenBank Z22968), e idéntica en un 73,7 % a CD163
de raton (N° de referencia de GenBank AF274883) a nivel de aminoacidos. La secuencia de sefial predicha y la
region transmembrana de SEC ID N°: 14 se indican mediante subrayado y marcado en negrita, res