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DESCRIPCION
Células permisivas y sus usos
Campo de la invencion

La invencion se refiere generalmente al campo de la virologia. Mas particularmente, la presente invencion se refiere
a métodos para determinar la permisividad de una célula para un virus que es un miembro de la familia Arteriviridae,
en particular para el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP).

La invencion proporciona ademas métodos y composiciones relacionados con la generacion de células hospedantes
permisivas para el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP). También se proporcionan
mediante la presente invencién métodos para usar dichas células asi identificadas o asi generadas, en la
preparacion de un cultivo de un VSRRP, asi como el uso de dicho virus con el fin de diagndstico.

Antecedentes de la invencion

En la década de 1980 apareci6é una “enfermedad porcina misteriosa”, y esta presente desde entonces en la industria
del cerdo provocando dafio econdmico importante a nivel mundial (Neumann et al., 2005). El agente etiolégico,
denominado virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP), se aisld por primera vez en los Paises
Bajos en 1991 y poco tiempo después en los Estados Unidos de América. Es un virus de ARN de hebra positiva con
cubierta pequefio que se clasifica en el orden Nidovirales, familia Arteriviridae, género Arterivirus junto con el virus
de la arteritis equina, el virus que eleva la lactato deshidrogenasa y el virus de la fiebre hemorragica del simio,
basado en la morfologia similar, organizacion gendmica, estrategia de replicacion y composicion de proteinas.
Ademas, comparten un tropismo muy estrecho por el hospedante y un notable tropismo por células de la estirpe de
monocitos-macrofagos (Plagemann y Moennig, 1992). Mas especificamente, in vivo, VSRRP infecta subpoblaciones
de macrofagos bien diferenciados, siendo los macréfagos alveolares las células diana primarias, aunque en cerdos
sin castrar infectados también se ha mostrado que las células germinales testiculares permiten la replicacion del
VSRRP (Sur et al., 1997). In vitro, VSRRP se replica en cultivos primarios de macrofagos alveolares y monocitos de
sangre periférica (PBMC), aunque los PBMCs necesitan tratamientos para mejorar la infeccion (Delputte et al.,
2007). Ademas, se ha mostrado que las células de rifion de mono verde africano y derivados de las mismas (Marc-
145 y CL2621) sostienen la infecciéon del VSRRP, aunque no son de origen porcino y no pertenecen a la estirpe de
monocitos-macrofagos (Kim et al., 1993; Mengeling et al., 1995). A pesar de este tropismo celular muy restringido de
VSRRP, el virus es capaz de replicarse en varias lineas celulares no permisivas al transfectar su ARN virico,
indicando que el tropismo celular esta determinado por la presencia o ausencia de receptores especificos sobre la
superficie celular u otras proteinas implicadas en la entrada del virus (Kreutz, 1998; Meulenberg et al., 1998).

Hasta ahora, se identificaron dos receptores del VSRRP en macréfagos, principalmente sulfato de heparano
(Delputte et al., 2002) y sialoadhesina (Vanderheijden et al., 2003; Wissink et al., 2003). Ademas, Wissink et al.
(2003) encontraron que un doblete de proteina de 150 kDa estaba implicado en la infeccion de macréfagos por
VSRRP; sin embargo, la identidad de las proteinas N-glicosiladas todavia es desconocida. En el modelo actual de
infeccion de macrofagos por VSRRP, VSRRP se une primero a sulfato de heparano conduciendo muy
probablemente a la concentracion del virus. Sin embargo, esta primera unién es mas bien inestable y es seguida de
la unién a sialoadhesina y la internalizacion subsiguiente (Delputte et al., 2005). Al internalizarse, el virus es
transportado hacia endosomas, en los que es necesaria una caida en el pH para la replicaciéon apropiada del virus
(Kreutz y Ackermann, 1996; Nauwynck et al., 1999). A pesar de esta investigacion elegante, el modelo todavia esta
incompleto. La expresion transitoria de sialoadhesina en células PK-15 no permisivas da como resultado la unién e
internalizacion del virus, pero no se observd fusion y pérdida del recubrimiento de las particulas viricas
(Vanderheijden et al., 2003), indicando que se necesitan otras proteinas para el desensamblaje virico, esencial para
la replicacioén del virus.

La infeccién de células Marc-145 por el VSRRP hace uso de una molécula similar a heparina en la superficie de
células Marc-145 (Jusa et al., 1997), asemejandose a la etapa inicial de la infeccion de macrofagos por VSRRP. Sin
embargo, puesto que la sialoadhesina esta ausente en células Marc-145, la entrada del virus diferira entre los dos
tipos celulares. En células Marc-145, se ha descrito que el filamento intermedio vimentina se une a la proteina de la
nucleocapside del VSRRP, y se ha sugerido que interacciona con otros filamentos citoesqueléticos para mediar el
transporte del virus en el citosol (Kim et al., 2006). Recientemente, se encontr6 que CD151 interacciona
especificamente con ARN de la region no traducida de 3’ (UTR) del VSRRP (Shanmukhappa et al., 2007). Se
propuso que CD151 esta implicado posiblemente en la fusion entre la cubierta virica y el endosoma, o para
relocalizar los complejos ribonucleoproteicos para promover la replicacion virica. Todavia es necesaria una
investigacion adicional para elucidar sus modos moleculares precisos de accion durante la infeccion por VSRRP.

Recientemente, se ha descrito que el receptor depurador CD163 desempefia un papel en la infeccion de células
Marc-145 por VSRRP y para hacer a algunas células no permisivas en cierto modo susceptibles al VSRRP con la
expresion (Calvert et al., 2007), mientras que otras permanecen improductivas con la infeccién, a pesar de la
expresion de CD163 (Calvert et al., 2007). Aunque el gen de CD163 se aislé originalmente de macréfagos, hasta
ahora no se ha mostrado ningun papel para CD163 en la infeccion por VSRRP de sus células diana primarias.
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También, no se elucidd el mecanismo mediante el cual CD163 confiere susceptibilidad parcial de tipos celulares
selectos a la infeccion por VSRRP.

Hemos demostrado que tanto la sialoadhesina como CD163 estan implicados en la infeccion de macréfagos por
VSRRP. Ademas, la expresién de formas recombinantes tanto de CD163 como de sialoadhesina en células no
permisivas las hace a todas ellas susceptibles a la infeccion por VSRRP, dando como resultado la produccion y
liberacion de virus de progenie infecciosa. Por el contrario, cuando solamente esta presente CD163, la infeccion es
claramente menos eficiente, e incluso esta ausente en algunos tipos celulares. Ademas, se ha dado a conocer la
adaptacion virica que conduce a diferencias antigénicas en cepas viricas que se hacen crecer en células que
expresan solamente CD163 cuando se comparan con virus de tipo salvaje.

En base a los analisis detallados de la cinética de infeccion del VSRRP, tanto en macréfagos primarios como en
células que expresan sialoadhesina y CD163, se propone un papel para CD163 en la fusion y la pérdida de cubierta
del virus. En comparacion con los sistemas mencionados anteriormente, es decir, células que expresan solamente
CD163 o sialoadhesina, se ha encontrado que la combinacion de la expresion de CD163 y de sialoadhesina en una
célula proporciona células permisivas que son muy eficientes para sostener la replicacion virica, y que imitan
bastante bien la entrada del virus en el hospedante natural, es decir, las subpoblaciones conocidas de macréfagos
bien diferenciados, en particular macréfagos alveolares que son las células diana primarias del virus. Tal mimetismo
de la entrada de las células diana naturales reducira o evitara ciertamente la adaptacion del virus en cultivo celular y
los cambios genéticos y antigénicos asociados que pueden dar como resultado virus con epitopos alterados. Tales
epitopos modificados pueden tener efectos tremendos sobre la antigenicidad de virus de vacuna producidos en
células diana, dando como resultado la pérdida de induccién de anticuerpos neutralizantes importantes. Claramente,
evitar cambios en epitopos asociados con la adaptacién durante el cultivo celular seria beneficioso para la
produccién de virus de vacuna.

Los resultados presentados muestran que Sn y CD163 trabajan sinérgicamente, puesto que la coexpresion de
ambas moléculas da como resultado una mayor produccion de virus en comparacion con la expresion de los dos
receptores solos, y esto en todos los tipos celulares ensayados. Ademas, se elucidé la base molecular de este
efecto sinérgico, siendo que los receptores actian en diferentes etapas durante la entrada del virus. Sn se expresa
en la superficie de células diana y captura muy eficientemente el virus y lo internaliza en la célula en endosomas.
Por otro lado, CD163 no interacciona con el virus en la superficie celular y no internaliza el virus, pero se colocaliza
con el virus en endosomas tempranos, donde media la pérdida de cubierta del virus, seguido de la liberacion del
genoma de ARN en el citoplasma. Una vez que se libera el genoma en el citoplasma, se procede a la traduccion del
genoma, a la transcripcion y a la replicacion del virus.

El hallazgo de que CD163, que también se expresa en la superficie celular, no actda sobre la superficie celular
durante la infeccién, sino que mas bien interacciona con el virus en endosomas en el interior de la célula, es
bastante sorprendente. Generalmente, los receptores celulares actuan durante la fijaciéon o internalizacion del virus,
o la fusién directa en la superficie celular. Este modelo, en el que el receptor CD163 no es activo en la superficie
celular sino que actua sobre el virus en los endosomas es sorprendente y explica la accion inesperada y cooperativa
tanto de Sn como de CD163 durante la infeccion virica, dando como resultado una infeccion virica muy eficiente y la
produccién de titulos elevados de virus.

De este modo, estos resultados proporcionan nuevos medios para generar una célula permisiva a VSRRP que
permita la replicacion virica eficiente, con menos adaptacion, y en consecuencia resuelve los problemas reconocidos
en la técnica.

Sumario de la invencién

Esta invencion se basa en la caracterizacion de que tanto sialoadhesina como CD163 no estan implicados
solamente en la permisividad de macrofagos, las células diana primarias, para el virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (VSRRP), sino que estas moléculas también actian en diferentes etapas de la infeccion virica,
permitiendo asi un efecto cooperativo durante la infeccién, dando como resultado una produccién potenciada de
virus.

Se ha encontrado que las células no permisivas se pueden hacer permisivas, o que se puede incrementar la
permisividad de células parcialmente susceptibles al hacer que dichas células expresen tanto sialoadhesina como
CD163.

En consecuencia, es un primer objetivo de la presente invencion proporcionar métodos para identificar la
permisividad de células para el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP); comprendiendo
dicho método determinar la expresién de CD163 y de sialoadhesina en dichas células; en el que las células que
tienen expresién tanto de CD163 como de sialoadhesina se identifican como células permisivas para VSRRP.

En un segundo objetivo, la presente invencion proporciona un método para generar una célula o células permisivas
para, o para incrementar la permisividad de una célula o células para VSRRP, comprendiendo dicho método tratar
dichas células para producir una expresion tanto de CD163 como de sialoadhesina.
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En un objetivo adicional, la presente invenciéon proporciona un método para preparar un cultivo de un VSRRP,
comprendiendo dicho método proporcionar una linea celular identificada u obtenida usando uno cualquiera de los
métodos mencionados anteriormente, infectar dicha linea celular con virus, y cosechar el virus desde el cultivo
celular.

Una vez que el virus se ha hecho crecer hasta titulos elevados, se puede procesar segun el uso pretendido, por
ejemplo en el diagnéstico o produccidon de vacunas, por medios conocidos en la técnica. Por ejemplo, pero sin
limitarse a, inactivando los virus cosechados con formalina, BPI, BEA o irradiacién gamma, para uso en vacunas. En
la alternativa, la cepa virica usada en la infeccidon puede ser una cepa atenuada para uso en la produccion de
vacunas atenuadas.

Como ya se mencioné aqui anteriormente, debido al efecto sinérgico de CD163 y sialoadhesina, habra una
reduccion en la adaptacion virica y una pérdida de epitopos alterados. Esto, tomado junto con la produccion virica
incrementada, tiene un efecto tremendo sobre la antigenicidad de virus de vacuna. Como sabe una persona experta
en la técnica, esto Ultimo es también beneficioso a la hora de aislar otras cepas viricas a partir de muestras in vivo
cuando se diagnostica infeccion de VSRRP en un sujeto.

Es claramente un objetivo de la presente invencion proporcionar lineas celulares identificadas u obtenidas usando
uno cualquiera de los métodos mencionados anteriormente. Las lineas celulares identificadas usando los métodos
de la presente invencion incluyen cultivos celulares primarios y lineas celulares continuas obtenibles de los mismos,
pero para las células hospedantes naturales, es decir, las subpoblaciones conocidas de macréfagos bien
diferenciados, en particular los macréfagos alveolares que son las células diana primarias de una infeccion por
VSRRP. En una realizacién, dichas células consisten en células no permisivas para VSRRP, tales como, por
ejemplo, células PK-15, CHO, BHK-21 y Hek293t, que expresan tanto Sn como CD163; en una realizacion particular,
las células CHO que expresan de forma estable sialoadhesina y CD163, depositadas el 14 de mayo de 2008 en la
Belgian Coordinated Collections of Microorganisms como CHO-Sn/CD163 IC5, CHO-Sn/CD163 ID9 y CHO-
Sn/CD163 IF3, con los numeros de acceso respectivos LMBP 6677CB, LMBP 6678CB y LMBP 66779 CB,
respectivamente.

Las lineas celulares, identificadas u obtenidas usando uno cualquiera de los métodos mencionados anteriormente,
también se pueden usar en un método para diagnosticar una infeccion de VSRRP en un sujeto. En consecuencia, un
objeto adicional de la presente invencion es proporcionar un método para diagnosticar una infeccién virica de una
infeccion de VSRRP en un sujeto, comprendiendo dicho método poner en contacto una linea celular identificada u
obtenida usando uno cualquiera de los métodos de la presente invenciéon con una muestra tomada de dicho sujeto, y
determinar si se produce la replicacion virica o no.

Como alternativa, la infeccion virica se determina evaluando la presencia de anticuerpos especificos del virus en la
muestra tomada de dicho sujeto. En esta realizacion, la linea celular identificada u obtenida usando uno cualquiera
de los métodos de la presente invencion esta infectada con VSRRP, y la reaccién de los anticuerpos en una muestra
tomada a partir de dicho sujeto se realiza por medios bien conocidos por la persona experta en la técnica.

En estos métodos de diagnodstico, la muestra tomada del sujeto es tipicamente un fluido bioldgico, tal como, por
ejemplo, suero, calostros, fluidos de lavado broncoalveolar, saliva, orina o heces, tejido o un extracto tisular. El tejido
o extracto tisular a analizar incluye aquellos que se sabe, 0 que se sospecha, que son permisivos para el virus, tales
como, por ejemplo, PBMC (células mononucleares de sangre periférica), macrofagos alveolares, tejidos linfoides
tales como ganglios linfaticos, bazo, amigdalas y timo, y tejidos no linfoides tales como pulmones e higado.

En una realizacion final, las lineas celulares identificadas u obtenidas usando uno cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente se pueden usar en un método para identificar compuestos antiviricos, es decir,
compuestos antiviricos para VSRRP. En consecuencia, la invenciéon proporciona, en un objetivo adicional, un
método para identificar compuestos antiviricos, comprendiendo dicho método poner en contacto una linea celular
infectada con un VSRRP con el compuesto a ensayar, y determinar la capacidad de dicho compuesto de ensayo
para modular la replicacion virica en dicha linea celular.

La capacidad de un compuesto para modular la replicaciéon virica se puede determinar usando, entre otros, la
presencia de particulas viricas infecciosas en el medio. Esta ultima se puede determinar usando una cualquiera de
las técnicas de medida de proteinas disponibles, y se determina tipicamente usando anticuerpos especificos de virus
tardios, en particular usando anticuerpos especificos (de virus) como se proporcionan aqui en lo sucesivo.

En los inmunoensayos relacionados con eso, la cantidad de proteina virica producida se puede cuantificar mediante
cualquier ensayo estandar tal como, por ejemplo, usando un ensayo de luminiscencia, un ensayo de
quimioluminiscencia, un ensayo de tecnologia de inmunoensayo multiplicado por enzimas (EMIT), un ensayo de
inmunoensayo de transferencia de excitacion por resonancia de fluorescencia (FRET), un ensayo de inmunoensayo
de canalizacién enzimatica (ECIA), un ensayo de inmunoensayo fluorescente con el sustrato marcado (SLFIA), un
ensayo de polarizacion de la fluorescencia, un ensayo de proteccion de la fluorescencia, un ensayo de proteccion de
la fluorescencia marcado con antigeno (ALFPIA), o ensayo de proximidad por centelleo (SPA).
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Como alternativa, el efecto del compuesto sobre la replicacién virica se determina evaluando los titulos de virus en el
medio, cuantificando numeros de células infectadas mediante inmunocitoquimica, o usando un ensayo de
citotoxicidad mediante MTS para determinar la concentracion citotdxica de las particulas viricas en el medio.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6.

Figura 7.

Expresion de sialoadhesina y CD163 en macréfagos alveolares primarios. Analisis citométrico
de flujo de macrofagos tefiidos con mAb 41D3 para sialoadhesina porcina (curva negra) o mAb
2A10 para CD163 porcino (curva negra). En ambos experimentos, se us6 como control el
anticuerpo de isotipo comparable (IgG1) 13D12 (curva blanca).

Efecto de anticuerpos especificos de la sialoadhesina y de CD163 sobre la infeccion de
macrofagos por VSRRP. A Los macrofagos se trataron con diferentes concentraciones de
anticuerpos que reconocen sialoadhesina y CD163, a 37°C, y se inocularon con virus Lelystad
que se hizo crecer en células Marc. Se calcul6 el porcentaje relativo de macréfagos infectados,
siendo las células no tratadas (RPMI) la referencia. Cada valor representa la media +
desviacién estandar de 3 experimentos. B Los macréfagos se trataron con 3,3 pg/100 pl de
anticuerpos especificos de la sialoadhesina y de CD163, y se inocularon con diferentes cepas
de VSRRP. Se calculé el porcentaje relativo de macréfagos infectados, siendo las células no
tratadas (RPMI) la referencia. Cada valor representa la media + desviacion estandar de 3
experimentos.

Infeccion por VSRRP de células no permisivas que expresan sialoadhesina (Sn), CD163, o la
combinacion de ambos. Células PK-15, CHO-K1 y BHK-21 transfectadas se inocularon con el
virus Lelystad o con VR-2332. Veinticuatro horas después de la inoculacién, se recogio el
sobrenadante, y el virus extracelular infeccioso (barras negras) se determind via titulacion,
siendo el limite de deteccion 0,8 dosis infecciosas de cultivo tisular TCIDs¢/ml (log1o). También
se determind el virus de fondo que todavia permanece tras la retirada del indculo (barras
grises). Cada valor representa la media * desviacion estandar de 3 experimentos.

Cinética de la infeccion por VSRRP en células PK-15 que expresan sialoadhesina y CD163.
Células PK-15 que expresan sialoadhesina en combinacién con CD163 se inocularon con
VSRRP a una moi de 0,1 (linea discontinua) o una moi de 1 (linea continua). En diferentes
puntos de tiempo tras la inoculacion, se recogié y se tituld virus extra- e intracelular, siendo el
limite de deteccion 0,8 TCIDso/ml (log1o). Cada valor representa la media + desviacion estandar
de 3 experimentos.

Analisis microscépico confocal de VSRRP durante la infeccion de células PK-15 transfectadas
que expresan los receptores de VSRRP sialoadhesina y/o CD163. Se calculé el numero
relativo de células PK-15 con particulas viricas internalizadas, con 1 h post-inoculacién como
punto de referencia. Los datos se muestra para células PK-15 que expresan sialoadhesina
(barras negras) y la combinacion de sialoadhesina y CD163 (barras grises), pero no para PK-
15 que expresan CD163, puesto que no se observaron particulas viricas internalizadas.

Efecto de anticuerpos especificos de sialoadhesina y de CD163 sobre la fijaciéon de VSRRP a
macrofagos. Los macréfagos se trataron con diferentes concentraciones de anticuerpos
especificos de sialoadhesina y de CD163, a 4°C, y se inocularon con virus Lelystad a 4°C. Los
virus no unidos se eliminaron entonces por lavado, y se permitié la infeccion al llevar las células
hasta 37°C durante 10 h. Se calcul6 el porcentaje relativo de macréfagos infectados, siendo las
células no tratadas la referencia. Cada valor representa la media + desviacién estandar de 3
experimentos.

Sensibilidad de células CHOS™P'®® 3 |a infeccion por VSRRP. A. Tres densidades diferentes
de células (100000, 200000 y 300000 células/ml) se infectaron a 1, 2 o 3 dias después de la
siembra con virus LV que se hicieron crecer en células Marc. Después de 48 horas, las células
se tifieron con anticuerpos primarios P3/27 y se contaron 3 campos de microscopio (500
células por campo), y se representaron como las cantidades absolutas de células infectadas
para dichos campos microscépicos. B. Lo mismo que A, pero ahora las células se trataron
previamente con neuraminidasa y se infectaron subsiguientemente con virus LV que se hizo
crecer en macroéfagos.

Descripcion de la invencion

Como ya se ha mencionado aqui anteriormente, la presente invenciéon se basa en la observaciéon de que tanto
sialoadhesina como CD163 estan implicados en la permisividad de macréfagos, las células diana primarias, para el
virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP). Ademas, y sorprendentemente, se mostré que
CD163 no actua en la superficie celular de células susceptibles durante la fijacion e internalizacién, sino que mas
bien actia durante la pérdida de cubierta del virus y la liberacion del genoma en el interior de la célula en

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2567 561 T3

endosomas. Este hallazgo inesperado explica por que CD163 actua sinérgicamente con Sn durante la infeccion
virica, puesto que esta ultima interacciona con el virus en la superficie celular para permitir la fijacion e
internalizacion del virus.

En consecuencia, es un primer objetivo de la presente invencion proporcionar métodos para identificar la
permisividad de células para el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP), comprendiendo
dicho método determinar la expresion de CD163 y de sialoadhesina en dichas células, en el que las células que
tienen expresién tanto de CD163 como de sialoadhesina se identifican como células permisivas para VSRRP.

La familia Arteriviridae se agrupa con la Coronaviridae y Roniviridae para formar el orden Nidovirales. Todos los
miembros del orden tienen particulas con cubierta que contienen una Unica especie de ARN monocatenario que
codifica un numero de proteinas por medio de una serie de ARN subgendmicos anidados (del latin nido = nido). La
familia Arteriviridae contiene aquellos miembros con viriones esféricos de 45-60 nm de diametro (los de la familia
Coronaviridae tiene mas de 100 nm) y que infectan a mamiferos. Su genoma consiste en ARN monocatenario de
tamafio 12-16 kb y con una cola 3-poliA. Dos ORF solapantes grandes en el extremo 5’ del genoma codifican las
proteinas no estructurales principales y se expresan como una proteina de fusidon mediante desplazamiento del
marco ribosémico. En direccion 3’ hay hasta otros 9 genes, que codifican mayoritaria o completamente proteinas
estructurales, y se expresan a partir de un conjunto anidado 3’-coterminal de ARN subgendmicos.

Los virus de la familia de Arteriviridae incluyen el virus de la arteritis equina (EAV), el virus que eleva la lactato
deshidrogenasa (LDV) y el virus de la fiebre hemorragica del simio (SHFV). El Arterivirus que tiene la mayor
importancia econémica es el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP).

De este modo, en un objetivo, los métodos de la presente invencion se usan para identificar y/o modular la
permisividad de células para el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP), asi como sus
variantes, incluyendo ortdlogos y paralogos, en particular ortdlogos humanos. En una realizaciéon particular, los
métodos de la presente invencion se usan para identificar y/o modular la permisibilidad de células para VSRRP.

» oo«

Como se usa aqui, las expresiones “permisividad de una célula o células”, “permisividad de célula o células” y
“célula o células permisivas” se refieren a la capacidad mediante la cual un virus particular, es decir, VSRRP, puede
completar su ciclo de replicaciéon en una célula dada. Esto contrasta con las células “no permisivas”, que no permiten
la replicacién completa de un virus.

“CD163” es un miembro de la familia rica en cisteina de receptores depuradores (SRCR) de glicoproteinas
transmembranicas, y se piensa que se expresa exclusivamente en monocitos y macréfagos. Un papel identificado de
CD163 es inhibir el dafio tisular oxidativo tras hemolisis mediante el consumo de complejos de
hemoglobina:haptoglobina por endocitosis. La liberacion subsiguiente de interleucina-10 y la sintesis de
hemooxigenasa-1 dan como resultado efectos antiinflamatorios y citoprotectores. El gen de CD163 humano abarca
35 kb en el cromosoma 12, y consiste en 17 exones y 16 intrones.

Se sabe que un numero de isoformas del polipéptido de CD163, incluyendo los tipos unidos a la membrana,
citoplasmicos y segregados, se generan mediante ayuste alternativo (Ritter et al., 1999). Se han dado a conocer
secuencias de ADNc que codifican un polipéptido de CD163 porcino (nimero de acceso (Genbank AJ311716), un
polipéptido de CD 163 murino (nimero de acceso AF274883), asi como multiples variantes humanas, ejemplificadas
por los nimeros de acceso Genbank AAH51281 y CAA80543.

Como se usa aqui, el polipéptido de “CD163” significa una proteina codificada por un gen de CD163 de mamifero,
incluyendo variantes alélicas asi como sus fragmentos biolégicamente activos que contienen cambios conservativos
0 no conservativos, asi como proteinas artificiales que son sustancialmente idénticas, es decir, 70%, 75%, 80%,
85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idénticas a uno cualquiera de los polipéptidos
de CD163 mencionados anteriormente. En una realizacién particular, el polipéptido de CD163 es 70%, 75%, 80%,
85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico al CD163 porcino representado por
SEC ID NO:2 (codificado por el numero de acceso Genbank AJ311716 o bankit927381 EU016226).

Por analogia, el polinucledtido de “CD163” incluye variantes alélicas asi como sus fragmentos biolégicamente
activos que contienen cambios conservativos o no conservativos, asi como cualquier molécula de acido nucleico que
sea sustancialmente idéntica, es decir, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 0 99% idéntica a uno cualquiera de los polinucledtidos que codifican CD163 mencionados anteriormente. En
una realizacién particular, el polinucleétido de sialoadhesina es 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 0 99% idéntico a la molécula de acido nucleico que codifica CD163 porcino (niUmero de
acceso Genbank AJ311716 o bankit927381 EU016226).

Fragmentos biolégicamente activos de CD163 incluyen fragmentos que retienen la actividad de la proteina de
longitud completa, tal como la isoforma con el nimero de acceso SwissProt Q2VL90-2, la forma soluble de CD163
(sCD163), o fragmentos que contienen al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 9 del dominio o dominios de SRCR.

“Sialoadhesina” es una adhesina similar a lectina que se ha mostrado que se une a ligandos glicoconjugados de una
manera dependiente del acido sialico y que se caracteriza por tener sitios de union a acido sialico conservados. Es
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una glicoproteina transmembranica implicada en interacciones célula-célula y expresada solamente por una
subpoblaciéon de macréfagos tisulares.

Se han dado a conocer secuencias de ADNc que codifican un polipéptido de sialoadhesina porcina (nimero de
acceso Genbank NM_214346), un polipéptido de sialoadhesina murina (nUmero de acceso Genbank NM_011426),
asi como una variante humana (nimero de acceso Genbank NM_023068).

Como se usa aqui, el polipéptido de “sialoadhesina” quiere decir una proteina codificada por un gen de
sialoadhesina de mamifero, incluyendo variantes alélicas asi como sus fragmentos biolégicamente activos que
contienen cambios conservativos 0 no conservativos, asi como proteinas artificiales que son sustancialmente
idénticas, es decir, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% idénticas
a uno cualquiera de los polipéptidos de sialoadhesina mencionados anteriormente. En una realizacién particular, el
polipéptido de sialoadhesina es 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o
99% idéntico a la sialoadhesina porcina representada por SEC ID NO:10 (codificado por el nimero de acceso
Genbank NM_214346).

Por analogia, el polinucleétido de “sialoadhesina” incluye variantes alélicas asi como sus fragmentos bioldgicamente
activos que contienen cambios conservativos o no conservativos, asi como cualquier molécula de acido nucleico que
es sustancialmente idéntica, es decir, 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%, 90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, o 99% idéntica a uno cualquiera de los polinucledtidos que codifican sialoadhesina mencionados
anteriormente. En una realizacién particular, el polinucleétido de sialoadhesina es 70%, 75%, 80%, 85%, 87%, 89%,
90%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% idéntico a la molécula de acido nucleico que codifica
sialoadhesina porcina (numero de acceso Genbank NM_214346).

Los fragmentos biolégicamente activos de sialoadhesina incluyen fragmentos que retienen la actividad de la proteina
de longitud completa, es decir, que retienen la capacidad de unirse a VSRRP. Los fragmentos biolégicamente
activos incluyen, por ejemplo, la forma soluble conocida de sialoadhesina, fragmentos que contienen al menos 1, 2,
3 0 4 de los dominios similares a Ig, en particular los dominios N-terminales, mas en particular que consisten en el
dominio similar a Ig de unién a acido sialico, variable, N-terminal.

Como se usan aqui, las expresiones “polinucledtido” y “acido nucleico” se usan de forma intercambiable para
referirse a polinucledtidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, o analogos de los
mismos (por ejemplo, inosina, 7-desazaguanosina, etc.). “Oligonucledtidos” se refiere a polinucledtidos de menos de
100 nucledtidos de longitud, preferiblemente menos de 50 nucledtidos de longitud, y lo mas preferible alrededor de
10-30 nucledtidos de longitud. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional, y pueden llevar
a cabo cualquier funcion, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: un
gen o fragmento génico (por ejemplo, una sonda, cebador, etiqueta EST o SAGE), exones, intrones, ARN mensajero
(ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos
ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas
y cebadores de acidos nucleicos. Un polinucleétido puede incluir nucleétidos modificados, tales como nucledtidos
metilados y analogos nucleotidicos. Si estan presentes, las modificaciones a la estructura nucleotidica se pueden
proporcionar antes o después del ensamblaje del polimero. La secuencia de nucleétidos se puede interrumpir por
componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido se puede modificar adicionalmente tras la polimerizacion, tal como
mediante conjugacion con un componente marcador. El término también se refiere tanto a moléculas bicatenarias
como monocatenarias. Excepto que se especifique o se requiera de otro modo, cualquier realizacion de esta
invencion que sea un polinucledtido engloba tanto la forma bicatenaria como cada una de las dos formas
monocatenarias complementarias conocidas o que se predice que constituyen la forma bicatenaria.

“Polipéptido” se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende aminoacidos unidos entre si mediante enlaces
peptidicos o enlaces peptidicos modificados. “Polipéptido” se refiere tanto a cadenas cortas, habitualmente
denominadas péptidos, oligopéptidos u oligdmeros, como a cadenas mas largas, generalmente denominadas
proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados por los genes.

“Polipéptidos” incluye secuencias de aminoacidos modificadas mediante procesos naturales, tal como
procesamiento post-traduccional, o mediante técnicas de modificaciébn quimica, que son bien conocidas en la
técnica. Tales modificaciones estan bien descritas en textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como en
bibliografia de investigacion voluminosa.

Las modificaciones pueden ocurrir en cualquier parte en un polipéptido, incluyendo la cadena principal del péptido,
las cadenas laterales de aminoacidos y los términos amino o carboxilo. Se apreciara que puede estar presente el
mismo tipo de modificacion en el mismo grado o en grados variables en varios sitios en un polipéptido dado.
También, un polipéptido dado puede contener muchos tipos de modificaciones (véanse, por ejemplo, Proteins-
Structure and Molecular Properties, 22 Ed., T. E. Creighton, W. H. Freeman and Company, Nueva York, 1993; Wold,
F., Post-translational Protein Modifications: Perspectives and Prospects, paginas 1-12 en Postranslational Covalent
Modification of Proteins, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, 1983; Seifter et al., “Analysis for protein
modifications and nonprotein cofactors”, Meth Enzymol (1990) 182: 626-646 y Rattan et al., “Protein Synthesis: Post-
translational Modifications and Aging”, Ann NY Acad Sci (1992) 663: 4842).
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Identidad de secuencias

El porcentaje de identidad de secuencias de acidos nucleicos y de polipéptidos se puede calcular usando algoritmos
comercialmente disponibles que comparan una secuencia de referencia con una secuencia de consulta. Para
determinar homologias/identidades, se pueden usar los siguientes programas (proporcionados por el National
Center for Biotechnology Information): BLAST, BLAST con espacios, BLASTN y PSI-BLAST, que se pueden usar
con los parametros por defecto.

El algoritmo GAP (Genetics Computer Group, Madison, WI) usa el algoritmo de Needleman y Wunsch para alinear
dos secuencias completas que maximiza el nimero de emparejamientos y minimiza el ndmero de espacios.
Generalmente, se usan los parametros por defecto, con una penalizacion de creacidon de espacio = 12 y una
penalizaciéon de extension de espacio = 4.

Otro método para determinar la mejor concordancia global entre una secuencia de acido nucleico o una porcion de
la misma y una secuencia de consulta es el uso del programa de ordenador FASTDB basado en el algoritmo de
Brutlag et al (Comp. App. Biosci., 6; 237-245 (1990)). El programa proporciona un alineamiento de secuencias
global. El resultado de dicho alineamiento de secuencias global es la identidad en porcentaje. Los parametros
adecuados usados en una busqueda de FASTDB de una secuencia de ADN para calcular el porcentaje de identidad
son: Matriz = Unitaria, k-tuple = 4, Penalizacion de Falta de Concordancia = 1, Penalizacion de Union = 30, Longitud
de Grupo de Aleatorizacion = 0, Puntuacion de Corte = 1, Penalizacién de Espacio = 5, Penalizacion de Tamaio de
Espacio = 0,05, y Tamafo de Ventana = 500 o la longitud de la secuencia de consulta en bases nucleotidicas, lo que
sea mas corto. Los parametros adecuados para calcular el porcentaje de identidad y la similitud de un alineamiento
de aminoacidos son: Matriz = PAM 150, k-tuple = 2, Penalizaciéon de Falta de Concordancia = 1, Penalizacion de
Unién = 20, Longitud de Grupo de Aleatorizacién = 0, Puntuacion de Corte = 1, Penalizacion de Espacio = 5,
Penalizacién de Tamario de Espacio = 0,05, y Tamafio de Ventana = 500 o la longitud de la secuencia de consulta
en bases nucleotidicas, lo que sea mas corto.

Expresion de CD163 y de sialoadhesina

La “expresion” se refiere generalmente al proceso mediante el cual los polinucleétidos se transcriben en ARNm, y/o
al proceso mediante el cual el ARNm se traduce subsiguientemente en péptidos, polipéptidos o proteinas. Por tanto,
la “expresion” de un producto génico, en la presente invencion de CD163 y sialoadhesina, se puede determinar a
nivel del acido nucleico o a nivel proteico.

La deteccion puede hacerse mediante cualquier método apropiado, incluyendo, por ejemplo, detectando la cantidad
de ARNm transcrito a partir del gen, o la cantidad de acidos nucleicos derivados de los transcritos de ARNm. Los
ejemplos de acidos nucleicos derivados de un ARNm incluyen un ADNc producido a partir de la transcripcion inversa
del ARNm, un ARN transcrito a partir del ADNc, un ADN amplificado a partir del ADNc, un ARN transcrito a partir del
ADNc amplificado, y similar. A fin de detectar el nivel de expresion del ARNm, la cantidad del acido nucleico
derivado deberia de ser proporcional a la cantidad del transcrito de ARNm del que deriva. El nivel de expresion del
ARNmM de un gen se puede detectar mediante cualquier método incluyendo procedimientos de hibridaciéon (por
ejemplo, matrices de acidos nucleicos, analisis de transferencia Northern, etc.) y/o de amplificacién segin métodos
ampliamente conocidos en la técnica. Por ejemplo, el ARN en o procedente de una muestra se puede detectar
directamente o tras la amplificacion. Se puede usar cualquier método de amplificacién adecuado. En una realizacién,
el ADNc se transcribe de forma inversa a partir de ARN, y entonces se amplifica opcionalmente, por ejemplo,
mediante PCR. Tras la amplificacion, los fragmentos de ADN resultantes se pueden detectar, por ejemplo, mediante
electroforesis en gel de agarosa seguido de visualizaciéon con tincién con bromuro de etidio e iluminacion con luz
ultravioleta. Una amplificacion especifica de genes de interés expresados diferencialmente se puede verificar
demostrando que el fragmento de ADN amplificado tiene el tamafio predicho, presenta el patron de digestion por
restriccion afirmado, y/o se hibrida a la secuencia de ADN clonada correcta.

En métodos de hibridacion, se usa una sonda, es decir, moléculas de acidos nucleicos que tienen al menos 10
nucledtidos y que muestran complementariedad u homologia de secuencia con la molécula de acido nucleico a
determinar. Se sabe en la técnica que una sonda “perfectamente emparejada” no es necesaria para una hibridacion
especifica. Una sonda util para detectar ARNm es al menos alrededor de 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o0 99% idéntica
a la region homologa en la molécula de acido nucleico a determinar. En un aspecto, una sonda tiene alrededor de 50
a alrededor de 75 nucledtidos, o, como alternativa, alrededor de 50 a alrededor de 100 nucledtidos de longitud.
Estas sondas se pueden disefiar a partir de la secuencia de genes de longitud completa. En ciertas realizaciones,
sera ventajoso emplear secuencias de acidos nucleicos como se describen aqui en combinacién con un marcador
apropiado para detectar secuencias de hibridacion y/o complementarias. En la técnica se conoce una amplia
variedad de marcadores, etiquetas y/o informadores apropiados, incluyendo ligandos fluorescentes, radioactivos,
enzimaticos u otros ligandos, tales como avidina/biotina, que son capaces de dar una sefial detectable. Se puede
emplear un marcador fluorescente o una etiqueta enzimatica, tal como ureasa, fosfatasa alcalina o peroxidasa, en
lugar de reactivos radioactivos u otros reactivos medioambientalmente indeseables. En el caso de etiquetas
enzimaticas, se conocen sustratos indicadores colorimétricos que se pueden emplear para proporcionar una sefal
que es visible al ojo humano o espectrofotométricamente, para identificar la hibridaciéon especifica con muestras que
contienen acidos nucleicos complementarios.
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La deteccion del nivel de expresion génica también puede incluir detectar la cantidad del polipéptido o proteina
codificados por el gen. Para el analisis proteico, en la técnica existe una variedad de técnicas. Incluyen, pero no se
limitan a, radioinmunoensayo (RIA), ELISA (ensayos inmunorradiométricos ligados a enzima), inmunoensayos de
“sandwich”, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos in situ (usando, por ejemplo, oro coloidal, marcadores
enzimaticos o radiois6topos), analisis de transferencia western, ensayos de inmunoprecipitacion, ensayos
inmunofluorescentes, y PAGE-SDS. Un método para determinar el nivel de proteina implica (a) proporcionar una
muestra biolégica que contiene polipéptidos, y (b) medir la cantidad de cualquier uniéon inmunoespecifica que se
produzca entre un anticuerpo reactivo con el producto de expresion de un gen de interés y un componente en la
muestra, en el que la cantidad de unién inmunoespecifica indica el nivel de las proteinas expresadas. Para estos
inmunoensayos se requieren anticuerpos que reconocen y se unen especificamente a los productos proteicos de
estos genes. Estos se pueden adquirir de vendedores comerciales, o se pueden generar e identificar usando
métodos bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, MOLECULAR CLONING:
A LABORATORY MANUAL, 22 edicion (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F. M. Ausubel
et al. eds., (1987)); la serie METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL
APPROACH (MJ. MacPherson, B.D. Hames and G.R. Taylor eds. (1995)), Harlow and Lane, eds. (1988)
ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL and ANIMAL CELL CULTURE (R.I. Freshney, ed. (1987)).

En un segundo objetivo, la presente invencion proporciona un método para generar una célula o células permisivas
para, o para incrementar la permisividad de una célula o células para VSRRP, comprendiendo dicho método tratar
dichas células para producir una expresion tanto de CD163 como de sialoadhesina.

La expresion de CD163 y de sialoadhesina se puede facilitar o incrementar mediante métodos que implican la
introduccion de acido nucleico exdgeno en la célula. Tal célula puede comprender un polinucledtido o vector de una
manera que permite la expresion de un polipéptido codificado de CD163 o sialoadhesina.

Los polinucledtidos que codifican CD163 o sialoadhesina se pueden introducir en la célula hospedante como parte
de un plasmido circular, como un ADN lineal que comprende una region que codifica la proteina aislada, o en un
vector virico. Los métodos para introducir acido nucleico exégeno en la célula hospedante bien conocidos y puestos
en practica de forma habitual en la técnica incluyen transformacion, transfeccion, electroporacion, inyeccion nuclear,
o fusion con portadores tales como liposomas, micelas, células hospedantes, y protoplastos. Los sistemas de células
hospedantes de la invencion incluyen sistemas de células vegetales, de invertebrados y de vertebrados. Los
hospedantes pueden incluir, pero no se limitan a, los siguientes: células de insectos, células de rifién porcino (PK),
células de rifion felino (FK), células testiculares de cerdo (ST), células de rifion de mono verde africano (células MA-
104, MARC-145, VERO, y COS), células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifién de hamster recién
nacido, células 293 humanas, y fibroblastos 3T3 murinos. Para la expresion de los polipéptidos segun la invencion
también se pueden usar sistemas de cultivo de células hospedantes de insectos. En otra realizacién, los polipéptidos
se expresan usando un sistema de expresién de Drosophila. Como alternativa, los polipéptidos se expresan usando
plataformas de produccion a base de plantas, tales como, por ejemplo, descritas en Twyman R.M. et al., Molecular
farming in plants: host systems and expression technology Trends Biotechnol. 21, 570-578.

La eleccién de un vector de expresion adecuado para la expresion de los polipéptidos segun la invencion dependera
por supuesto de la célula hospedante especifica a usar, y esta dentro de la pericia del experto normal. Los ejemplos
de vectores de expresion adecuados incluyen pSport y pcDNA3 (Invitrogen), pCMV-Script (Stratagene), y pSVL
(Pharmacia Biotech). Los vectores de expresion para uso en células hospedantes de mamifero pueden incluir
secuencias de control transcripcionales y traduccionales derivadas de genomas viricos. Las secuencias promotoras
y secuencias modificadoras usadas normalmente que se pueden usar en la presente invencion incluyen, pero no se
limitan a, las derivadas de citomegalovirus humano (CMV), virus del sarcoma de Rous (RSV), adenovirus 2, virus del
polioma, y virus 40 del simio (SV40). Los métodos para la construccion de vectores de expresion de mamiferos se
describen, por ejemplo, en Okayama y Berg (Mol. Cell. Biol. 3:280 (1983)); Cosman et al. (Mol. Immunol. 23:935
(1986)); Cosman et al. (Nature 312:768 (1984)); documento EP-A-0367566; y documento WO 91/18982.

Debido a que se sabe que existen secuencias de CD163 en células de diversas especies, el gen enddgeno se
puede modificar para permitir, o incrementar, la expresion del polipéptido de CD163. Las células se pueden
modificar (por ejemplo, mediante recombinacion homdloga) para proporcionar una mayor expresion sustituyendo, en
todo o en parte, el promotor de CD163 de origen natural por todo o parte de un promotor heterélogo, de manera que
las células expresan el polipéptido de CD163 en mayores niveles. El promotor heterélogo se inserta de tal manera
que esté enlazado operativamente a secuencias codificantes de CD163 endogenas. [Véanse, por ejemplo, la
Publicacion Internacional PCT n°® WO 94/12650, Publicacion Internacional PCT n°® WO 92/20808, y Publicacion
Internacional PCT n° WO 91/09955]. También se contempla que, ademas del ADN promotor heterélogo, se puede
insertar ADN marcador amplificable (por ejemplo, ada, dhfr, y el gen cad multifuncional, que codifica carbamil fosfato
sintasa, aspartato transcarbamilasa, y dihidroorotasa) y/o ADN intrénico junto con el ADN promotor heterélogo. Si se
enlaza a la secuencia codificante de CD163, la amplificacién del ADN marcador mediante métodos de seleccion
estandar da como resultado la coamplificacion de las secuencias codificantes de CD163 en las células.

La expresion de CD163 también se puede inducir mediante tratamiento quimico. Los ésteres de forbol,
especialmente el miristato-acetato de forbol (PMA), activan una o mas isozimas del receptor de membrana ubicuo,
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proteina cinasa C (PKC), y son medios particularmente preferidos para incrementar la expresion de CD163. También
se contemplan otros métodos de movilizacién del calcio intracelular.

La expresion de sialoadhesina también se puede inducir mediante tratamiento quimico. Se ha dado a conocer que
IFN-a incrementa e incluso es capaz de inducir la expresion de sialoadhesina en la estirpe de células de monocitos-
macrofagos. De este modo, el tratamiento con IFN-a. es un medio alternativo para incrementar/inducir la expresion
de sialoadhesina en una célula.

Lineas celulares

Las lineas celulares identificadas u obtenidas usando los métodos de la presente invenciéon son claramente un
objeto adicional de la presente invencion.

En una primera realizacion, estas lineas celulares consisten en cultivos celulares primarios de células identificadas
como permisivas para VSRRP, con la condicidon de que dichas células no sean las células hospedantes naturales, es
decir, las subpoblaciones conocidas de macréfagos bien diferenciados, en particular los macréfagos alveolares que
son las células diana primarias de una infeccion por VSRRP.

Las células que se cultivan directamente a partir de un animal o persona son conocidas como “células primarias”.
Con la excepcion de algunos derivados de tumores, la mayoria de los cultivos de células primarias tienen una
duracion limitada. Después de un cierto nimero de duplicaciones de la poblacion, las células sufren el proceso de
senescencia y detienen la divisién, mientras que generalmente retienen la viabilidad. Los métodos para hacer crecer
cultivos en suspension y de adhesion de células primarias son conocidos por la persona experta en la técnica, tales
como, por ejemplo, los descritos en “General Techniques of Cell Culture”, Maureen A. Harrison e lan F. Rae,
Cambridge University Press 2007.

Como se usa en los métodos de la presente invencion, las “células primarias” derivan de células que apoyan la
replicacion del VSRRP. En una realizacion, dichas células consisten en las subpoblaciones conocidas de células
diferenciadas de la estirpe de monocitos/macréfagos, en particular los macréfagos alveolares que son las células
diana primarias de una infeccién por VSRRP. En realizaciones particulares de la presente invencion, las “células
primarias” derivan de los macréfagos alveolares que son las células diana primarias.

Esto contrasta con las “células continuas”, también conocidas como “una linea celular establecida” o “inmortalizada”,
que ha adquirido la capacidad para proliferar indefinidamente ya sea a través de mutacion al azar o modificacion
deliberada, tal como la expresion artificial del gen de la telomerasa. Existen numerosas lineas celulares bien
establecidas representativas de tipos celulares particulares.

En el contexto de la presente invencion, las células continuas derivan mediante inmortalizacién de los cultivos
celulares primarios mencionados aqui anteriormente o se obtienen de una linea celular continua establecida tratada,
en particular mediante transfeccion con una secuencia de acido nucleico que codifica CD163 y/o sialoadhesina, para
producir una expresion estable tanto de CD163 como de sialoadhesina. En una realizacion alternativa, la expresion
de CD163 también se puede inducir mediante tratamiento quimico en lineas de células continuas que expresan de
forma estable Sn. Los ésteres de forbol, especialmente miristato-acetato de forbol (PMA), activan una o mas
isozimas del receptor de membrana ubicuo, proteina cinasa C (PKC), y son medios particularmente preferidos para
incrementar la expresion de CD163. También se contemplan otros métodos de movilizacién del calcio intracelular.
Analogamente, también se pueden inducir células continuas que expresan de forma estable CD163 para que
expresen Sn mediante tratamiento quimico, usando, por ejemplo, IFN-a..

Los ejemplos de lineas de células continuas derivadas de la estirpe de monocitos/macréfagos y utiles en el contexto
de la presente invencion son THP-1, MM-1, J774, SU-DHL, RAW264, 3D4, y otras.

Existen varios métodos consolidados para inmortalizar células de mamifero en cultivo. Los genes viricos, incluyendo
el virus de Epstein-Barr (EBV), el antigeno T del virus 40 del simio (SV40), el adenovirus E1A y E1B, y el virus del
papiloma humano (HPV) E6 y E7 pueden inducir inmortalizacion mediante un proceso conocido como
transformacion virica. Aunque el proceso es fiable y relativamente simple, estas células se convierten en
genéticamente inestables (aneuploidia) y pierden las propiedades de células primarias. Para la mayor parte, estos
genes viricos logran la inmortalizacion inactivando los genes supresores de tumores que ponen a las células en un
estado senescente replicativo. EI método preferido para inmortalizar células es a través de la expresion de la
proteina de transcriptasa inversa telomerasa (TERT), particularmente aquellas células mas afectadas por la longitud
del telomero (por ejemplo, humanas). Esta proteina es inactiva en la mayoria de las células somaticas, pero cuando
hTERT es expresada de forma exdgena, las células son capaces de mantener longitudes del telémero suficientes
para evitar la senescencia replicativa. El analisis de varias lineas celulares inmortalizadas por la telomerasa ha
verificado que las células mantienen un genotipo estable y retienen marcadores fenotipicos criticos.

Las células continuas bien establecidas usadas aqui se seleccionan tipicamente del grupo que consiste en células
con caracteristicas leucocitarias, o en células no leucocitarias tales como, por ejemplo, células de testiculo de cerdo,
células de rifién de cerdo (por ejemplo, PK15 (CCL-33), SK-RST (CRL-2842)), cultivos de células epiteliales,
queratinocitos de piel (por ejemplo, HEK001 (CRL-2404), CCD1102 (CRL-2310)), células Vero (CCL-81),
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fibroblastos de pulmoén fetales humanos (por ejemplo HFL1 (CCL-153)), células de pulmén embridnicas humanas
(por ejemplo HEL299 (CCL-137)), células de ovario de hamster chino (CHO) o células de rifibn embridnicas
humanas (HEK).

Por tanto, en una realizacién adicional, las lineas celulares consisten en células continuas que expresan tanto
CD163 como sialoadhesina.

Cultivo de virus

En un objetivo adicional, la presente invenciéon proporciona un método para preparar un cultivo de un VSRRP,
comprendiendo dicho método proporcionar una linea celular identificada u obtenida usando uno cualquiera de los
métodos mencionados anteriormente, identificar dicha linea celular con virus, y cosechar el virus a partir del cultivo
celular.

Una vez que el virus se ha hecho crecer hasta titulos elevados, se puede procesar segun el uso pretendido, por
ejemplo en el diagnostico o produccion de vacunas, por medios conocidos en la técnica.

Por ejemplo, en el caso de la produccién de vacunas, los virus cosechados se pueden inactivar, por ejemplo con
formalina, BPI, BEA o irradiacién gamma, para uso en vacunas. En la alternativa, la cepa virica usada en la infeccion
puede ser una cepa atenuada para uso en la produccion de vacunas atenuadas.

Diagnéstico

En los métodos de diagndstico, las células permisivas de la presente invencion se ponen en contacto con una
muestra tomada de un sujeto infectado; las células se cultivan para permitir la replicacion del virus; el virus se
cosecha a partir de dicho cultivo celular y se identifica usando procedimientos conocidos en la técnica, tales como
por ejemplo, usando anticuerpos especificos para VSRRP.

El anticuerpo especifico (del virus) es en particular un anticuerpo monoclonal o un derivado del mismo,
seleccionandose este ultimo preferiblemente del grupo de fragmentos de anticuerpos, conjugados u homdlogos,
pero también complejos y absorbatos conocidos por el experto. En una realizacion particular, los anticuerpos
especificos (del virus) se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos especificos de la nucleocapside del
VSRRP, tales como P3/27 y SDOW17 y WBE1, 4,5y 6.

En la alternativa, la presente invencion proporciona el uso de los virus cosechados a partir de los cultivos celulares
mencionados anteriormente en métodos para determinar una infeccién virica o una infeccién virica previa en un
sujeto, evaluando la presencia de anticuerpos especificos del virus en la muestra tomada de dicho sujeto, es decir,
detectando la unién de dichos anticuerpos especificos del virus a los virus cosechados a partir del cultivo celular, o la
union de los anticuerpos especificos del virus a las células infectadas que expresan proteinas viricas.

En la técnica existe una variedad de técnicas para determinar la unién de los anticuerpos especificos del virus al
virus. Incluyen, pero no se limitan a, radioinmunoensayo (RIA), ELISA (ensayos inmunorradiométricos ligados a
enzima), inmunoensayos de “sandwich”, inmunoensayos de “competicion”, ensayos inmunorradiométricos,
inmunoensayos in situ (usando, por ejemplo, oro coloidal, marcadores enzimaticos o radioisétopos), analisis de
transferencia western, ensayos de inmunoprecipitacion, ensayos inmunofluorescentes y PAGE-SDS.

En una realizacion particular, la presencia de anticuerpos especificos del virus se determinara usando un ensayo de
competicion o de sandwich tipico. Por ejemplo, en un ensayo de sandwich, la unién de los anticuerpos especificos
del virus se realiza usando un anticuerpo marcado secundario, que es reactivo para el anticuerpo primario especifico
del virus y tiene preferiblemente la capacidad para reaccionar con muiltiples sitios en el anticuerpo primario. En un
ensayo de competiciéon, una cantidad estandar de un anticuerpo marcado especifico del virus competira con los
anticuerpos presentes en la muestra por la unién al virus.

Los marcadores conocidos son del tipo radioactivo o fluorométrico, que se detectan mediante instrumentacion, y
marcadores colorimétricos, tipicamente marcadores enzimaticos que provocan la conversion de un sustrato
correspondiente en la forma coloreada.

Las enzimas se han usado a menudo como marcadores en inmunoensayo. En el inmunoensayo enzimatico
convencional (EIA), una enzima se conjuga covalentemente con un componente de un par que se une
especificamente de antigeno-anticuerpo, y el conjugado enzimatico resultante se hace reaccionar con un sustrato
para producir una sefial que se detecta y se mide. La sefial puede ser un cambio de color, detectada a simple vista o
mediante una técnica espectrofotométrica, o puede ser la conversién del sustrato en un producto detectado
mediante fluorescencia.

En consecuencia, es un objeto de la presente invencion proporcionar un método para determinar una infeccion virica
0 una infeccion virica previa en un sujeto, comprendiendo dicho método:

cosechar VSRRP a partir de un cultivo celular obtenible usando uno cualquiera de los métodos de la presente
invencion;
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poner en contacto dicho virus con una muestra tomada de dicho sujeto; y
determinar la presencia de anticuerpos especificos del virus en la muestra tomada de dicho sujeto.

En uno cualquiera de los métodos de diagndstico, mencionados aqui anteriormente, la muestra es tipicamente un
fluido biolégico, tal como, por ejemplo, suero, calostros, fluidos de lavado broncoalveolar, saliva, orina o heces, tejido
o un extracto tisular. El tejido o extracto tisular a analizar incluye aquellos que se sabe, o que se sospecha, que son
permisivos para el virus, tales como, por ejemplo, PBMC (células mononucleares de sangre periférica), macrofagos
alveolares, tejidos linfoides tales como ganglios linfaticos, bazo, amigdalas y timo, y tejidos no linfoides tales como
pulmones e higado.

Esta invencién se entendera mejor con referencia a los Detalles Experimentales que siguen, pero los expertos en la
técnica apreciaran facilmente que éstos son solamente ilustrativos de la invencién como se describe de forma mas
completa en las reivindicaciones que siguen mas adelante. Adicionalmente, a lo largo de esta solicitud, se citan
diversas publicaciones. La descripcién de estas publicaciones es para describir de forma mas completa el estado de
la técnica a la que pertenece esta invencion.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion. A la luz de estos ejemplos, la persona experta en la técnica ideara
otras realizaciones.

METODOS
Cultivo celular y transfeccion

Se obtuvieron macroéfagos alveolares primarios de cerdos Belgian Landrace convencionales de 4 a 6 semanas
procedentes de una manada negativa para VSRRP como se describe por Wensvoort et al. (Wensvoort et al., 1991),
y se cultivaron en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de aminoacidos no esenciales
y 1 mM de piruvato sédico. Se cultivaron células Marc-145 en Medio Esencial Minimo con sales de Earle (MEM)
suplementado con 5% de FBS. Se hicieron crecer células PK-15 en MEM suplementado con 10% de FBS. Se
cultivaron células BHK-21 en MEM suplementado con 10% de FBS, 1% de aminoacidos no esenciales y 1 mM de
piruvato sédico. Se cultivaron células CHO-K1 en medio F-12 suplementado con 10% de FBS y 1 mM de piruvato
sodico. Todas las células se hicieron crecer en su medio especifico suplementado con 2 mM de L-glutamina y una
mezcla de antibiéticos en una atmoésfera humidificada de CO- al 5% a 37°C. Las células PK-15, BHK-21 y CHO-K1
se transfectaron respectivamente con lipofectamina (Invitrogen), lipofectamina 2000 (Invitrogen) y FUGENE 6
(Roche) segun las instrucciones del fabricante.

Virus

Se uso la pasada 132 en macrofagos de la cepa del VSRRP de prototipo europeo, virus Lelystad (LV) (proporcionado
amablemente por G. Wensvoort), (Wensvoort et al., 1991). La cepa europea del VSRRP se hizo pasar en primer
lugar sobre macrofagos y se cultivo subsiguientemente en células Marc-145 durante 4 pasadas, mientras que para la
cepa del VSRRP de prototipo americano, VR-2332, se us6 la 42 pasada en células Marc-145, que nunca se hizo
pasar sobre macréfagos (Collins et al., 1992). Se us6 una 52 pasada en células Marc-145 del aislado belga 94v360
(Duan et al., 1997a).

Anticuerpos

CD163 se detectd via anticuerpo monoclonal (mAb) 2A10 de ratén anti-CD163 porcino (Ab-Direct) (Bullido et al.,
1997; Sanchez et al., 1999) o anticuerpo policlonal (pAb) de cabra anti-CD163 humano (R&D Systems). Para el
reconocimiento de sialoadhesina porcina, se ha usado el mAb 41D3 (Duan et al., 1998b; Vanderheijden et al., 2003).
Como controles negativos, se us6 mAb 13D12 irrelevante de isotipo comparable dirigido contra gD del virus de la
pseudorrabia (Nauwynck y Pensaert, 1995) y anticuerpos de cabra purificados. VSRRP se visualizé via el mAb
P3/27 que reconoce la nucleocapside (Wieczorek-Krohmer et al., 1996), o un suero policlonal porcino obtenido de
cerdos infectados con VSRRP.

Constructos

Se han descrito variantes de CD163 que difieren en su cola citoplasmica (Nielsen et al., 2006). Puesto que estas
variaciones no parecen determinar la funcion receptora del VSRRP (Calvert et al., 2007), solamente se ha clonado
una variante, la corta. Por lo tanto, se aislé ARN celular total a partir de macréfagos porcinos via el RNeasy Mini Kit
(Qiagen) y se convirtid subsiguientemente en ADNc via cebadores oligo dT (Invitrogen) y transcriptasa inversa
SuperScript Il (Invitrogen), seguido de tratamiento con RNase H (Gibco). EI ADNc monocatenario obtenido sirvié a
su vez como molde para la amplificaciéon mediante PCR de la secuencia de CD163 via la polimerasa Pfx Platinum
(Invitrogen) y los siguientes cebadores: cebador directo 5CAC CAT GGA CAA ACT CAG AAT GGT GCT ACA TGA
AAA CTC T3, y cebador inverso 5TCA TTG TAC TTC AGA GTG GTC TCC TGA GGG ATT 3’ (Invitrogen). El
fragmento de PCR se cloné entonces finalmente en el vector pcDNA3.1D/V5-His-TOPO (Invitrogen).
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La sialoadhesina se clond en el mismo vector como se describidé por Vanderheijden et al. (Vanderheijden et al.,
2003). Todas las secuencias se verificaron via digestion por restriccion y secuenciacion.

Lineas celulares estables

Para construir una linea celular que coexpresa Sn y CD163, se transfectaron células CHO-K1 con un plasmido que
contiene el ADNc de Sn y un gen de resistencia a geneticina. Tras la seleccién en busca de la resistencia a
geneticina, las células se transfectaron con un plasmido que contiene el ADNc de CD163 y un gen de resistencia a
zeocina, que permitié la selecciéon de células que expresan tanto Sn como CD163. Finalmente, se aislaron 16 clones
que coexpresaron Sn y CD163 (CHOSn-CD163). Se aislaron 10 clones en los que el 100% de las células
expresaron de forma estable Sn y CD163, mientras que los otros 6 clones perdieron la expresion del receptor de Sn
o de CD163. Tras un primer cribado para la susceptibilidad a la infeccion por VSRRP, se seleccionaron tres clones
CHO®™P'83 s decir IC5, 1D9 y IF3, para la investigacion posterior, y se depositaron en la Belgian Coordinated
Collections of Microorganisms como CHO-Sn/CD163 IC5, CHO-Sn/CD163 ID9 y CHO-Sn/CD163 IF3 con los
numeros de accesos respectivos LMBP 6677CB, LMBP 6678CB y LMBP 66779 CB, respectivamente.

Inactivacion virica

La |nact|vaC|on con radiacion ultravioleta (UV) se llevé a cabo con un reticulador de UV (UVP, Inc). Se radio virus
purificado (10” TCID50/ml) con luz UV de diferentes dosis (0 - 100 - 1000 - 2000 - 3000 o 4000 mJ/cm ) (Darnell et
al. 2004). La inactivacion con etilenimina binaria (BEI) se realizé incubando virus purificado (10" TCID50/ml) con 1
mM de BEI (Aldrich) durante varias (0 - 6 - 12 - 24 - 48 0 72 horas) a 37°C. La reaccion se detuvo con 0,1 mM de
tiosulfato de sodio (Sigma) (Mondal et al. 2005).

Citometria de flujo

Veinticuatro horas después de la siembra, los macrofagos se recogieron de la placa de cultivo celular mediante
incubacion con PBS enfriado con hielo durante 30 min. a 4°C inmediatamente antes de la inmunotincion y del
andlisis citométrico de flujo. Las células se fijaron primeramente con paraformaldehido al 3%, seguido del lavado e
incubaciéon con mAb primario 41D3, 2A10, o anticuerpos de control de isotipo comparable, a 4°C. Después, las
células se lavaron 3 veces, y se incubaron subsiguientemente con Ab de cabra anti-ratbn marcado con FITC
(Molecular Probes). Finalmente, las células se lavaron 3 veces, se resuspendieron en disolucion salina tamponada
con fosfato (PBS) y se analizaron con un Becton-Dickinson (San Jose, California) FACScalibur. Para cada muestra,
se analizaron veinte mil células, y se almacenaron tres parametros para el analisis posterior: dispersion directa de la
luz, dispersion hacia los lados de la luz, y fluorescencia verde.

Titulacion del virus

Para determinar el titulo del virus extracelular, se recogié sobrenadante y se centrifugd para eliminar el desecho
celular. Para determinar el titulo de virus intracelular, las células se lavaron, se recogieron y se analizaron mediante
3 ciclos de congelacidon-descongelacion. Para la titulacion en células Marc-145, las células se plantaron 3 dias antes
de la inoculacion. Después, se inocularon con una serie de dilucién de 10 veces de las muestras y se incubaron
durante 7 dias a 37°C, seguido de la evaluacién del efecto citopatico (CPE). Para la titulacion en macréfagos, las
células se plantaron 1 dia antes de la inoculacién seguido de la inoculacién con una serie de diluciéon de 10 veces de
las muestras, incubacion durante 3 dias a 37°C, y finalmente evaluacion. Se estudié la CPE, y ademas las células
infectadas se visualizaron via un ensayo de monocapa de inmunoperoxidasa (IPMA) (Wensvoort et al., 1991).

Tincion y microscopia de inmunofluorescencia

Las células transfectadas y/o infectadas se fijaron con metanol enfriado con hielo, excepto que se demandaran
fotografias o estudios de colocalizacion. En estos casos, se usé paraformaldehido al 3%, y, si fue necesario, esas
células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1%. Los reactivos de fijacién y de permeabilizacion se eliminaron
via lavado 3 veces con PBS. Las células fijadas se incubaron con anticuerpos primarios durante al menos 1 h a
37°C, se lavaron 3 veces con PBS, y se incubaron adicionalmente con anticuerpos secundarios durante al menos 1
h a 37°C. Finalmente, las células se lavaron 3 veces, se embebieron en glicerina-DABCO, se montaron y se
analizaron via microscopia de fluorescencia.

Colocalizacion

Para cuantificar la colocalizacién entre sialoadhesina y CD163 en la superficie de macréfagos, se tomaron imagenes
confocales y se analizaron via el programa ColLocalizer Pro. Antes de fusionar las dos imagenes, se resté el fondo
fluorescente débil. En base a la superposicion, se calcularon diferentes parametros de colocalizacion segun el
manual.

Tratamiento de macréfagos con anticuerpos especificos de sialoadhesina y de CD163

Los macréfagos se sembraron en 96 pocillos 24 h antes de que se llevase a cabo el experimento. Se prepard una
serie de diluciones de tres veces para diferentes anticuerpos (2A10, CD163-pAb, 41D3, 13D12, anticuerpos de
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cabra purificados) y el complejo HbHp (Hb A, H0267, Hp type2-2 H9762 de Sigma-Aldrich), que se obtuvo mediante
incubacioén durante 15 min. de ambos componentes a temperatura ambiente. Los macrofagos se incubaron entonces
durante una hora a 37°C con el gradiente de concentracion de anticuerpos/proteinas, seguido de la inoculacion con
VSRRP en presencia de anticuerpos/proteinas durante una hora a 37°C. Después del tratamiento, las células se
lavaron, se incubaron adicionalmente durante 9 a 37°C y se fijaron con metanol. Las células infectadas se
visualizaron via una tincién de inmunoperoxidasa con mAb P3/27 o el suero policlonal de cerdo como anticuerpos
primarios, y respectivamente anti-ratébn de cabra HRP o anticerdo de conejo HRP (Dako) como anticuerpos
secundarios. En las reacciones de control, no se observé ninguna diferencia en el porcentaje de células infectadas
para los 2 anticuerpos diferentes que reconocen VSRRP. Después de contar el porcentaje de células infectadas, se
calcularon los porcentajes relativos de infeccién con células sin ningun tratamiento con anticuerpos/proteinas como
valor de referencia representado mediante el dato de RPMI.

Experimentos de infeccién en células no de diana y en macrofagos

Para diferentes experimentos de infeccién, se usé un protocolo similar como se describira aqui. Veinticuatro horas
tras la transfeccion de células no diana con VSRRP, 0 24 h tras la siembra de los macrofagos, las células se lavaron
una vez con RPMI seguido de inoculacion con sobrenadante virico de VSRRP, que se aclarod del desecho celular via
centrifugacion. Las células inoculadas se incubaron durante 1 h a 37°C en presencia del virus. Tras la eliminacion
del virus, los macrofagos se cubrieron directamente con medio, a diferencia de las células no diana, que se lavaron 5
veces con RPMI antes de la incubacion en medio. La disolucién de lavado final se recogié y se tituld para determinar
la cantidad de virus de fondo que todavia estaba presente tras eliminar el inéculo. En diferentes puntos de tiempo
tras la inoculacion, las células se fijaron con metanol enfriado con hielo o con paraformaldehido, y el virus intra- y
extracelular se recogié como se describe en la titulacion del virus.

Experimentos de infeccion en células CHOSS™ P8

Para diferentes experimentos de infeccién, se usé un protocolo similar como se describira aqui. Tres clones de
células CHOS®"“P'®® diferentes (IC5, ID9 y IF3) sembrados a diferentes densidades (100000, 200000 o 300000
células/ml) se infectaron en diferentes dias tras la siembra (1, 2 o 3 dias después de la siembra) con LV que se hizo
crecer en marc (moi 1) o con LV que se hizo crecer en macréfagos (moi 10). Después de 48 horas tras la
inoculacion, las células se fijaron con metanol y se tifieron con anticuerpo primario P3/27 y con anticuerpo
secundario anti-ratén de cabra HRP. Después, se afiadié sustrato AEC. Las células infectadas de 3 campos con una
lente 40x (500 células por campo) se contaron con un microscopio. Para potenciar la interaccion del virus con el
receptor de sialoadhesina, que depende de la interaccion de acidos sialicos ligados al virus con el dominio de union
a acido sialico N-terminal de Sn, y potenciar la infeccidon subsiguiente, las células se trataron con neuraminidasa (50
mU/ml de neuraminidasa de Vibrio cholerae) para eliminar acidos sialicos celulares que actdan en cis antes de la
infeccion con los virus VSRRP que se hicieron crecer en macréfagos.

RESULTADOS

1. Expresion de los receptores de VSRRP sialoadhesina y CD163 en macréfagos, las células diana in vivo de
VSRRP

Se ha descrito que ambos receptores de VSRRP, sialoadhesina y CD163, estan restringidos a monocitos-
macrofagos (Duan et al., 1998b; Sanchez et al., 1999). Para investigar adicionalmente su papel en la infeccion por
VSRRP, en primer lugar quisimos confirmar su presencia y analizar su patron de expresion en una poblacion de
macrofagos. Por lo tanto, se cultivaron macréfagos durante 24 horas, se recogieron de la placa de cultivo celular, se
inmunotifieron y se analizaron via citometria de flujo, o se cultivaron durante 24 horas, se fijaron, se inmunotifieron y
se analizaron via microscopia confocal. Similarmente a informes previos, los datos de citometria de flujo (Fig. 1A)
muestran que casi 100% de los macrofagos son positivos para ambos receptores de VSRRP. De este modo, los
macrofagos representan una poblacion homogénea con respecto a la expresion de sialoadhesina y CD163. La
tincion de inmunofluorescencia seguido de analisis confocal (Fig. 1B) revela una expresion casi exclusiva de
sialoadhesina en la membrana celular. Esto contrasta con CD163, que esta claramente presente en la membrana
celular y también intracelularmente.

2. Efecto de anticuerpos especificos de sialoadhesina y de CD163 sobre la infeccion por VSRRP de macrofagos

Para examinar el papel de CD163 en la infeccion por VSRRP de macréfagos primarios, se evalué el efecto de un
mAb especifico de CD163 y de un pAb sobre la infeccion por VSRRP de macréfagos. Por lo tanto, los macréfagos
se preincubaron con diferentes concentraciones de anticuerpos, seguido de la inoculaciéon de los macréfagos con
VSRRP en presencia de los anticuerpos durante 1 h, lavado, incubacion posterior durante 9 h a 37°C, fijacion con
metanol, y finalmente tincidn con anticuerpos especificos de VSRRP. Los porcentajes relativos de macréfagos
infectados se representan en la figura 2A, que muestra que mAb 41D3, dirigido contra sialoadhesina porcina, reduce
fuertemente la infeccion por VSRRP de una manera dependiente de la dosis, como ya se ha descrito anteriormente
(Duan et al., 1998a). De forma interesante, también el anticuerpo policlonal especifico de CD163 reduce claramente
la infeccion por VSRRP hasta 75% de una manera dependiente de la dosis, sugiriendo un papel para CD163 en la
infeccion por VSRRP de macréfagos. Sin embargo, el anticuerpo monoclonal especifico de CD163 no tuvo ningun
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efecto sobre la infeccién por VSRRP (datos no mostrados). También, el ligando mejor caracterizado de CD163, el
complejo de hemoglobina-haptoglobina, no influyé sobre la infeccién por VSRRP (datos no mostrados). Finalmente,
cuando se combinaron 41D3 y el anticuerpo policlonal especifico de CD163, se bloque6é completamente la infeccion
por VSRRP. Ninguno de los controles negativos, que son anticuerpos de control irrelevantes de is6topos
comparables, tuvo un efecto sobre la infeccion por VSRRP. Estos resultados demuestran claramente que CD163 y
sialoadhesina estan implicados en la infeccion por VSRRP de macréfagos.

VSRRP presenta una variabilidad genética, antigénica y clinica notable, dando como resultado grupos distintos de
aislados dentro de la misma familia virica (Goldberg et al., 2003), urgiendo la necesidad de investigar si
sialoadhesina y CD163 estan implicados en la infeccion de diferentes cepas de VSRRP (Fig. 2B-C). Por lo tanto, se
ensayaron diferentes aislados en busca de su infecciosidad en macréfagos en presencia de anticuerpos que
reconocen a los receptores de VSRRP como se describe anteriormente. La cepa de VSRRP de prototipo europeo
virus Lelystad (LV), la cepa de prototipo americano VR-2332 y el aislado belga 94v360 muestran todos ellos una
clara reduccién en presencia de 41D3 y del anticuerpo policlonal especifico de CD163, y una reduccioén incluso
mayor cuando se combinan ambos anticuerpos. Los 3 aislados usados se adaptaron para crecer en células Marc-
145. De forma interesante, la cepa LV que se hizo crecer en macréfagos sin ninguna adaptacion a una linea celular
muestra la misma tendencia, sugiriendo que la diversidad genética o las células productoras de VSRRP no influyen
en la necesidad de las diferentes cepas de VSRRP por sialoadhesina y CD163 para infectar a macréfagos.

3. Células no diana de VSRRP que expresan tanto sialoadhesina como CD163 apoyan la infeccion productiva por
VSRRP y son mas eficientes en comparacion con CD163 solo

Puesto que el experimento con anticuerpos mostré que tanto sialoadhesina como CD163 estan implicados en la
infeccion por VSRRP de macréfagos, se investigé su papel potencial en la infeccion productiva de VSRRP en
diferentes lineas celulares no susceptibles, ya sea que se expresen separadamente o en combinacion. Células PK-
15, CHO-K1 y BHK-21 se transfectaron con sialoadhesina, CD163, o con una combinacion de ambos, y, 24 h tras la
infeccion, las células se inocularon con el virus Lelystad del prototipo europeo o con el virus VR-2332 del prototipo
americano. A las 24 horas tras la inoculacion, se recogio sobrenadante y las células se fijaron. El sobrenadante se
tituld en células Marc-145 para determinar la cantidad de virus infeccioso producido en las células transfectadas
transitoriamente (Fig. 3). Las células fijadas se analizaron via microscopia de inmunofluorescencia en busca de la
presencia de VSRRP.

Ademas de las células PK-15, CHO-K1 y BHK-21, se ensayaron células HEK293t en busca de su susceptibilidad a
la infeccion por VSRRP. De forma similar a las otras 3 lineas celulares, las células HEK293t que expresan
sialoadhesina no apoyaron la infeccion productiva por VSRRP. Las células HEK293t que expresan CD163 solo
apoyaron la infeccién productiva por VSRRP, y se observaron células 10-100 veces mas infectadas en células que
expresan tanto sialoadhesina como CD163 (datos no mostrados).

La linea inferior, las células que expresan solamente sialoadhesina nunca mostraron infeccion, como ya se sefald
por Vanderhijden et al. (2003). Solamente se observaron células infectadas cuando estaba presente CD163, solo o
en combinacioén con sialoadhesina (dato no mostrado), pero cuando CD163 solo es capaz de mantener la infeccion
por VSRRP, se observaron células 10-100 veces mas infectadas en células que expresan tanto sialoadhesina como
CD163.

De acuerdo con los resultados obtenidos via microscopia de inmunofluorescencia, no se detectd virus extracelular
para células que expresan solamente sialoadhesina. Excepto para células PK-15, habia algo de virus extracelular,
sin embargo, células infectadas. Cuando solamente se expresa CD163, las tres lineas celulares producen nuevo
virus infeccioso, pero los titulos de virus son mas bien bajos, probablemente debido a la baja eficiencia de la
infeccion. Cuando estan presentes tanto sialoadhesina como CD163, las tres lineas celulares producen nuevo virus
infeccioso, con titulos de virus notablemente mayores en comparacién con células con solamente CD163,
especialmente para células PK-15 y CHO-K1. La comparacion entre la cepa del VSRRP del prototipo europeo y del
prototipo americano muestra mayores titulos de virus para la cepa VR-2332 en células PK-15 y CHO-K1, pero no en
células BHK-21. Ademas, para una repeticion del experimento, la titulacién se llevé a cabo no solamente en células
Marc-145 sino también en macrofagos, revelando los mismos titulos de virus. De este modo, las células no diana de
VSRRP que expresan CD163 o CD163 combinado con sialoadhesina producen nuevo virus que es infeccioso tanto
en células Marc-145 como en macréfagos. Se dio un apoyo adicional al hecho de que células no permisivas para
VSRRP se pueden hacer permisivas con titulos elevados de virus cuando se expresan tanto CD163 como
sialoadhesina al evaluar la infecciosidad de la cepa Lelystad del VSRRP del prototipo europeo, la cepa VR-2332 del
VSRRP del prototipo americano y el aislado del VSRRP belga 94V360 en las células PK-15, CHO-K1, BHK-21 y
HEK293t. Para las 4 lineas celulares, se observaron resultados similares como se describen para las 2 cepas de los
prototipos. 94V360 no fue capaz de infectar células que expresan solamente sialoadhesina. Las células que
expresan CD163 fueron capaces de mantener la infeccion por VSRRP; sin embargo, se observaron células 10-100
veces mas infectadas en células que expresan tanto sialoadhesina como CD163.

4. Cinética de la infeccion por VSRRP en células PK-15 que expresan tanto sialoadhesina como CD163
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Debido a que la combinacién de sialoadhesina y CD163 apoya eficientemente la infeccion por VSRRP en células no
permisivas, se desed estudiar la cinética de la infeccion por VSRRP en aquellas células no diana. Por lo tanto, se
transfectaron células de rifion de cerdo PK-15 con una combinaciéon de sialoadhesina y CD163, y, 24 h tras la
transfeccion, las células se inocularon con el virus Lelystad a una moi de 0,1 o 1. En diferentes puntos de tiempo tras
la infeccidn, se recogio virus intra- y extracelular para ser titulado en células Marc-145, como se muestra en la figura
4. Partiendo de 12hpi, se puede observar un incremento en el titulo de virus extracelular, que alcanza su maximo a
alrededor de 48hpi. Después, el titulo cae, lo que se puede explicar posiblemente por el numero limitado de células
que expresan sialoadhesina y CD163, y/o por que el virus se inactiva por la temperatura. La cantidad de particulas
viricas internalizadas es claramente dependiente del titulo en el indculo. En las primeras 6 h, la cantidad de virus
internalizado permanece la misma o muestra una pequefia caida. Después, aumenta hasta alcanzar un maximo a
alrededor de 24hpi. Lo que a su vez es seguido por una disminucion del virus intracelular.

5. Funcion especifica para sialoadhesina y CD163 durante la infeccion por VSRRP de células PK-15

Puesto que la infeccion por VSRRP de macréfagos y células no diana depende claramente de sialoadhesina y
CD163, es necesario investigar sus contribuciones moleculares especificas a la infeccion por VSRRP. Los
resultados obtenidos previamente en el laboratorio indican que sialoadhesina es importante para la internalizaciéon
del virus (Vanderheijden et al., 2003). Deseamos confirmar estos resultados y estudiar el papel de CD163 durante la
infeccion por VSRRP. Por lo tanto, células PK-15 se transfectaron con sialoadhesina, CD163, o con una
combinacién de ambos, lo que fue seguido de la inoculacidon con el virus Lelystad. En diferentes puntos de tiempo
tras la infeccion, las células se fijaron, y el VSRRP se visualiz6 via tincién de inmunofluorescencia con el mAb P3/27
que reconoce la proteina de la nucleocapside el VSRRP, representado en la figura 5. Las células que expresan
sialoadhesina internalizan claramente particulas viricas de VSRRP; sin embargo, el desensamblaje virico no se
produce en cualquier punto de tiempo, y las células no se infectan de forma productiva. Solamente a 24hpi hay una
pequefia disminucién en el numero de células con particulas viricas internalizadas. En células que expresan CD163,
no se pudieron observar particulas viricas internalizadas. Sorprendentemente, esas células se infectaron y
produjeron nuevas particulas viricas infecciosas. Las células PK-15 que expresan tanto sialoadhesina como CD163
internalizan particulas viricas de forma similar a células PK-15 que expresan sialoadhesina. Sin embargo, debido a
la presencia de CD163, se observa una clara reduccién en el nimero de células que muestran particulas viricas
inernalizadas a 6hpi, dando como resultado infeccién a 12hpi, e incluso mas a 24hpi. De este modo, la infeccién de
células que expresan tanto sialoadhesina como CD163 es mucho mas eficiente que las células que expresan
solamente CD163, como ya se mostré anteriormente (Fig. 3). Esos resultados confirman el papel de sialoadhesina
como receptor de internalizacion, y muestran inesperadamente un papel para CD163 en la fusion.

6. Tratamiento de macrofagos con anticuerpos especificos de sialoadhesina y de CD163 a 4°C

Ademas de sialoadhesina, se muestra que CD163 esta implicado durante la entrada de VSRRP en macrofagos. La
sialoadhesina es conocida como receptor de fijacion e internalizacion del VSRRP. Nuestros datos sugieren un papel
para CD163 durante la pérdida de cubierta del VSRRP; sin embargo, es necesaria una investigacion posterior para
descifrar su funcionamiento exacto. Por lo tanto, se desed investigar si CD163 esta implicado durante la fijacion del
VSRRP.

Se sembraron macréfagos en 96 pocillos, 24 h antes de que se llevase a cabo el experimento. Se prepard una serie
de diluciones de tres veces para diferentes anticuerpos (pAb CD163, 41D3, 13D12, anticuerpos de cabra de control
purificados). Para el tratamiento a 4°C, los macréfagos se preincubaron durante 30 min. a 4°C antes de la incubacion
durante 1 h a 4°C con los ligandos, seguido de la inoculacién con VSRRP en presencia de una nueva serie de
diluciones de ligandos durante 1 h a 4°C. Tras la inoculacion, las células se lavaron, se incubaron durante 10 h a
37°C, y se fijaron con metanol. Las células infectadas se visualizaron via una tincién de inmunoperoxidasa con mAb
P3/27 o el suero policlonal de cerdo como anticuerpos primarios, y respectivamente anti-ratén de cabra o anti-cerdo
de conejo marcados con HRP (Dako) como anticuerpos secundarios. No se observé diferencia en el porcentaje de
células infectadas para los 2 anticuerpos diferentes que reconocen a VSRRP. Las células sin el tratamiento con
ligandos se representan como control. Para estas células no tratadas, el porcentaje medio de células infectadas se
calculd a partir de 6 réplicas. Este porcentaje medio se usd como valor de referencia en el calculo de los porcentajes
relativos de infeccion.

El anticuerpo monoclonal 41D3 redujo la infeccién por VSRRP, en contraste con el pAb dirigido contra CD163, que
no reduce la infeccion por VSRRP cuando se administra a 4°C (Fig. 6). Estos datos confirman el papel de
sialoadhesina como receptor de fijacion del VSRRP, y sugieren que CD163 no esta implicado en la fijacion de
VSRRP a macrofagos.

7. Entrada de VSRRP en macréfagos: colocalizacion entre CD163 y VSRRP

Se muestra que CD163 esta implicado en la entrada de VSRRP en macrofagos; sin embargo no durante la fijacion.
Ademas, CD163 permite al VSRRP desensamblarse e infectar de forma productiva células no diana, sugiriendo que
CD163 actuia durante la entrada del VSRRP. Para ensayar esta hipoétesis, investigamos la entrada de VSRRP en
macrofagos via analisis confocal de experimentos de inmunofluorescencia que muestran VSRRP y CD163 en
diferentes puntos de tiempo tras la inoculacioén.
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Veinticuatro horas después de la siembra, los macréfagos se lavaron y se incubaron con VSRRP durante 5, 10 o un
maximo de 15 min. a 37°C. 15 min. después de la inoculacion, el virus se sustituyé por medio, y las células se
incubaron adicionalmente a 37°C. En diferentes puntos de tiempo tras la inoculacién, las células se lavaron, se
fijaron con paraformaldehido, se permeabilizaron con TX-100 y se tifieron. Las células se incubaron en primer lugar
con un mAb dirigido contra GP5 (isotipo IgG2a), seguido de la incubacion con el anticuerpo secundario anti-ratéon de
cabra Rojo Tejas. Las células se incubaron entonces nuevamente con el anticuerpo que reconoce GP5. Finalmente,
CD163 se visualizdé via mAb 2A10, que estaba marcado directamente con Alexa 488 via el kit marcador de zenon
especifico de IgG1 de ratdn (Invitrogen). Las tinciones se analizaron via microscopia confocal.

VSRRP se fija a los macréfagos a partir de 5 min. después de la inoculacion, y los primeros viriones internalizados
se observaron a partir de 10 min. después de la inoculacién (datos no mostrados). VSRRP unido a la superficie de
los macréfagos no se colocalizé con CD163. Sin embargo, las particulas viricas internalizadas terminaron en
endosomas positivos a CD163. A partir de 45 min. tras la inoculacion, los endosomas desaparecieron, y VSRRP y
CD163 comenzaron a separarse.

La observacion sorprendente de que VSRRP y CD163 se colocalizan en endosomas, contrastando esto con Sn que
se colocaliza con VSRRP en la superficie celular, muestra ademas que CD163 no esta implicado en la fijacion de
VSRRP a los macréfagos, sino que mas bien tiene un papel en la fusion y pérdida de la cubierta del virus en el
interior de las células en endosomas.

8. Unidn, internalizacion, fusion e infeccion de VSRRP en células CHO que expresan de forma estable Sn y CD163.

Desde el Dia 2 en adelante hay poca diferencia en el grado de infecciosidad de las células CHOS™ "% estables,

independientemente del hecho de si el VSRRP se hizo crecer en células Marc-145 (Fig. 7A) o en macréfagos (Fig.
7B). El pretratamiento de las células con neuraminidasa potencio la infeccion de las células con virus SRRP que se
hizo crecer en macrofagos. La permisividad real de las células CHOS™P'® estables se confirmé mediante
inmunotincion en dichas células.

Se sembraron tres clones diferentes de células CHOS™ "% (IC5, ID9 e IF3) a 200000 células/ml en una placa de 24
pocillos con inserto. Después de 2 dias, las células se inocularon con LV que se hizo crecer en células marc o con
LV inactivado que se hizo crecer en células marc. Las células se fijaron con metanol después de 1 hora a 4°C
(unidn; a 4°C el virus no es capaz de internalizarse), 1 hora a 37°C (internalizacion), 5 horas a 37°C (fusion; esto
significa que las particulas viricas se desmantelan; como consecuencia, desaparece la tincion del virus), 12 horas a
37°C (infeccidn) y 24 horas a 37°C (infeccion). El virus se tifid con un anticuerpo primario P3/27 y un anticuerpo
secundario anti-ratéon de cabra FITC. Las particulas viricas se contaron con un microscopio confocal.

Tabla 1. Unién, internalizacion, fusion e infeccion de LV (control) y LV inactivado en tres lineas celulares CHOSn-
CD163 diferentes (IC5, ID9 e IF3)

control BEI uv
IC5 ID9 IF3 IC5 ID9 IF3 IC5 ID9 IF3
Union (particulas) 14 12 7 18 9 10 5 6 5
Internalizacion (particulas) 41 31 31 38 34 25 35 23 24
Fusion (particulas) 3 2 2 1 1 2 0 0 0
Infeccion 12hpi (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Infeccion 24hpi (%) 5 2 2 0 0 0 0 0 0

Como se muestra en la tabla mencionada anteriormente, el virus LV que se hizo crecer en marc puede llevar a cabo
un ciclo virico completo en las tres lineas celulares CHO®™CP83 Ep primer lugar, las particulas viricas se unen a las
células, después las particulas viricas se internalizan en las células, después de lo cual las particulas se
desmantelan para liberar el genoma. Finalmente, se produce la infeccion. Claramente, esto muestra que la ruta de
infeccion del VSRRP en estas células imita la infeccion observada en las células diana in vivo, Los macréfagos. LV
inactivado con BEI y con UV muestra union, internalizacion y fusién idénticas al LV no inactivado, pero no hay
infeccion, de manera que estos métodos son buenos candidatos para el desarrollo de vacunas. Estos resultados
demuestran claramente el uso de las lineas celulares CHO®™ "' estables en el estudio y optimizacién de procesos
de inactivacion virica como parte de la produccién de vacunas, y en consecuencia proporcionan una alternativa
interesante para las células hospedantes naturales menos accesibles.

9. Produccion de virus intracelular y extracelular en células infectadas 2 dias después de la siembra
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Se mostré una prueba adicional de la permisividad de las células CHO®S™CP'8 gstables cuando se analiza la

produccion de virus intracelular y extracelular en dichas células al titular el virus producido no solamente en las
células CHO®™ "% gino también en las células hospedantes naturales (macréfagos alveolares) y en las células
Marc-145, que se sabe que sostienen la infeccién por VSRRP. El clon de CHO®™P™3 |C5 se infectod 2 dias después
de la siembra con LV que se hizo crecer en células marc, con VR que se hizo crecer en células marc, con 94V360
que se hizo crecer en macréfagos, de forma similar a los procedimientos de infeccidon descritos aqui anteriormente.
También se incluy6 el pretratamiento de las células con neuraminidasa para la infecciéon con VSRRP 94V360 que se
hizo crecer en macrdéfagos. La titulacion de virus extracelular (extra) e intracelular (intra) se realizé a 3 dias (Tabla 2)
y 5 dias (Tabla 3) después de la inoculacion respectivamente, y se expresé como unidades logio de la TCIDso/ml.

Tabla 2. Titulacion en diferentes tipos celulares (Marc-145, macrofagos y clon IC5 de CHOS™<P16%)

de virus intra- y extra-celular 3 dias después de la inoculacion.

de la produccién

Lv VR 94V360 macrofagos 94V360 macrofagos + neuraminidasa
marc marc
Extra en células marc 4.3 4.8 / 3,8
Extra en macréfagos 4.3 5,3 4.8 5,3
Extra en CHO®™*"™ 3.3 4,8 2,8 4,3
Intra en células marc 4.8 5,8 2,1 3,3
Intra en macrofagos 4.3 5,3 3,8 4.8
Intra en CHO™™ "™ 3,8 5,3 / 3.8

Tabla 3. Titulacion en diferentes tipos celulares (Marc-145, macréfagos y clon IC5 de CHOS™<P16%)

de virus intra- y extra-celular 5 dias después de la inoculacion.

de la produccién

Lv VR 94V360 macrofagos 94V360 macrofagos + neuraminidasa
marc marc
Extra en células marc 4.3 5,3 / 3,8
Extra en macréfagos 5,55 5,3 4.8 5,3
Extra en CHO®™""™ 2,1 4,8 3.3 4,8
Intra en células marc 3.1 4.0 2,1 2,8
Intra en macrofagos 3,8 4.3 4.3 3,6
Intra en CHO™™"™” 2,8 4,3 3.3 3.3

Juntos, estos resultados muestran claramente que el virus se produce en células CHOQS™eP183 y que este virus puede
infectar no solamente a células CHOS”'CD163, sino también células Marc-145 y macrofagos primarios, mostrando que
no se ha producido adaptacion virica durante la infeccion de células CHOS™CP183 Ep particular es interesante que,
para todos los virus producidos en células CHOQS™eP183 siempre se detectaron mediante titulacién los niveles mas
elevados en macrofagos, mostrando nuevamente que no se produjo adaptacion durante el cultivo in vitro que
modificase los epitopos viricos implicados en la infeccién de macréfagos e induccion de anticuerpos neutralizantes.

En conclusioén, estos resultados muestran que las células CHOS™CP183 g pueden usar para la produccién de virus
para uso en vacunas o en diagnostico.
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atggtgctac
tccttcactt
ggaaaagaca
gtgaaagtgc
tctgttgttt
tttagtgcag
gctctctggg
gctggagtaa
cggtgcttag
aacttcaaca
agtttctctg
gtatgcaatg
aattgcgatc
agagtggtag
tggggaacaa
ctgggatgtc
cacatttggc
caccatgaat
gatggatcag
gaggtggaaa
gctgatgtgg

tattccaaaa
acttctcttt
gaagccaaaa
tgctctggtc
ttctctctgg
ctcctgaggg
tgtgaggggc
tgtagccaca
aatggcaaga
ctctgecaact
ggagttgccc
aggcacatgt
ctgggcgceat
agtcagacac
gaagaaagtg
cgttgtgctg
agctgggacc
aatgccactg
aactgtaatg
aattgcaggc
atcagtgaaa
tggggcageg
ctgggctgtg
cacatgtggg
tcatctccat
aacaaaataa
ggaggttcct
tgccgacage
gggactgggc
gattgtcctg
acgtgctcag
gttgcacttg
actcagaagc
catcaaattc
aatccctcag
gagttcagcc

<210> 2
<211> 1115
<212> PRT

ttgaagactc tggatctgca
ttgctgtagt cgctgttctc
aggagctgag gctaacgggt
aggaggagtg gggaactgtg
gtaggcagct gggatgtcca
gttctggacg catttggatg
actgcaaaca tgatggatag
cctgctcaga tggatctgat
gaagaataga agtcaaattt
taaatcatgce ttctgtggtt
gttcagctaa ttttggagaa
gaaatgagtc agctctctgg
atgctgagga tgctggagtg
atggactcac tgaatgttca
tctgtgatga tggctgggat
caactgctgt cactgccatt
ttgacagtgt ttcttgccat
ggggaaagca ttattgcaat
atctggaact gagacttaaa
ttcagaaact ggtaggaaaa
tttgcaggca gctgggatgt

ccaaggcaac aaacacatgg
gggactgcaa gaattggcag
ttacctgctc agcccacagg
gtgttgaagt acaacatgga
aggcggecag cgtgetgtge
gagctcactt tggagaagga
acgagtccca cctttcactce
gcagggacgt cggcgtagtc
ccccatgtga aggaagagtg
ctcactggga catggaagat
tttctatccc gggaggagca
ttcactgcac tgggactgag
cactctgttc ttcagggcaa
tatccccgtg caattcatca
gtgttgcctg catagggagt
ggagagtaga ggtctatcct
tgaatgatgc ccatgtggtg
gttctgctca ttttggggaa
gaaaagaatc tcatatttgg
ataaggagga tgcaggagtc
acagcagaga gacctgtgca
ttggcaggaa tagcatgtct
cagacagagg ggacatcagc
tggacaatgt tcagtgtcct
ggaagaagag actggccagce
gacttcaaga aggaaacact
ggggcactgt gtgtgacgac
tgggctgtgg ctcagctttg
ccatatggct caatgaagtg
ccagatcctg gggccacagt
aaattgcaaa gagccgagaa
caatctttgg ggtcattctg
gaagacagag gcagcggctc
aataccggga gatgaattct
gagaccactc tgaagtacaa
tttaagatac cttgatgaag

<213> Sus scrofa
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gactttagaa
agtgcctgcet
ggtgaaaaca
tgtaataatg
actgctatca
gatcatgttt
ggaaagcata
ttagagatga
caagagcggt
tgtaaacaac
ggttctggac
aactgcaaac
atttgcttaa
ggaagattgg
agtgatgatg
ggtcgagtta
ggacacgagt
cataatgaag
ggtggaggca
gtgtgtgata
ggatctgcac

ctgtttgtaa
tggggtagac
aaacccaggc
gacacgtggg
agggaactac
agtggacaga
tgcccagtag
tgctcaagat
gagctcaaca
gcccatgttt
ccttttggga
aagcacatgg
gtggcctctg
tccteggacc
ggtcaacttc
ggggcatcct
tgcaaacagc
ggaacagggc
caatgccact
atctgctcag
gggcgectgg
ccagccacag
cctgcatctt
aaaggacctg
ccctcagagg
aattgttctg
tcctgggacc
gaggcaggaa
aagtgcaagg
gactgtggac
tccctacatg
ttggcctgtc
tcagttttct
tgcctgaaag
tgaaaaggaa
acctggacta

gatgttctgc
tggtcactag
agtgctctgg
gctgggacat
aagccactgg
cttgtcgagg
actgtactca
ggctggtgaa
ggggaacagt
ttgaatgtgg
caatctggtt
atgaaggatg
atggagcaga
aagtgaaatt
ccgetgtggce
acgccagtga
ctgctctctg
atgctggtgt
gccactgtgce
gaagctgggg
tcaaaacatc

gcagctgtaa
ttagttgtga
tggttggagg
gcaccgtctg
agtgcggcac
tctgggctga
caccccgecc
acacacaaat
ttcttgggtc
tatgccagca
aaggaagtga
gagattgttc
taatctgctc
catcaagctc
gcctggtcga
ggggcaccat
tgagctgtgg
ccatttggct
cacatggttg
agttcatgtc
aagtttttta
tgggggtagt
cagacaagac
acacactatg
agacatggat
gacgtgtgga
ttgaagatgc
aagagcccge
ggaatgaacc
acaaggagga
ccacaggtcg
tcatcgeatt
caggaggaga
cagatgaaac
aatgggaatt
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ccatttaagt
ttctcttgga
aagagtggag
ggatgtggtc
atgggctaat
gaatgagtca
ccaacaggat
tggaggaaac
gtgtgatgat
aagtgctgtc
tgatgatctt
gggaaagcac
cctgaaactg
ccaaggagaa
atgtaagcaa
gggaactgga
gcagtgtaga
gacatgttct
tgggacagtg
actgaaagaa
atatcaagtt

tggaaatgaa
tcactatgac
ggacattccc
tgattctgac
tgtggtttcc
agaattccag
tgacgggaca
ccgcttggtg
ctgggggtcc
gcttaaatgt
gcaggtctgg
cgtcactgct
agggaaccag
tattatttca
tggaggtggt
ctgtgatgac
atgggccatt
ggatgagata
ggggcggeac
tctgagactg
caacggagct
atgcaggcag
agtgtccagg
gcagtgcccc
cacatgtgcc
gatctggtac
tcaggtggtg
atttggccag
ctccttgtgg
tgctgctgtg
ctcatctttt
cctcatttgg
gaattctgtc
ggatatgcta
ataacctggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
1020
1080
1140
1200
1260

1320
1380
1449
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3400
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<300>

<308> GenPept/CAC84397

<309> 2005-04-15

<313> (1)..(1115)

<400> 2

MDKLRMVLHE
SGRVEVKVQE
RGNESALWDC
TVCDDNFNIN
GWGKHNCDHA

VACKQLGCPT
GVTCSDGSDL
TSYQVYSKTK
GGDIPCSGRV
AEEFQCEGHE
GSWGSLCNSH
CSVTALGASL
VDGGGRCAGR
WLDEINCNGK
FYNGAWGSVG
LWQCPSSPWK
DAQVVCRQLG
EDAAVTCSET
GENSVHQIQY

<210>3
<211> 4405
<212> ADN

NSGSADFRRC
EWGTVCNNGW
KHDGWGKHNC
HASVVCKQLE
EDAGVICLNG

AVTAIGRVNA
ELRLKGGGSH
ATNTWLFVSS
EVQHGDTWGT
SHLSLCPVAP
WDMEDAHVLC
CSSGQVASVI
VEVYHEGSWG
ESHIWQCHSH
RNSMSPATVG
KRLASPSEET
CGSALEAGKE
AKSRESLHAT
REMNSCLKAD

<213> mus musculus

<300>

SAHLSSFTFA
DMDVVSVVCR
THQQDAGVTC
CGSAVSFSGS
ADLKLRWVDG

SEGTGHIWLD
CAGTVEVEIQ
CNGNETSLWD
VCDSDFSLEA
RPDGTCSHSR
QQLKCGVALS
CSGNQSQTLS
TICDDSWDLN
GWGRHNCRHK
VVCRQLGCAD
WITCANKIRL
AAFGQGTGPI
GRSSFVALAT
ETDMLNPSGD

<308> GenBank/AF274883

<309> 2001-05-10

<313> (1)..(4405)

<400> 3
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VVAVLSACLV TSSLGGKDKE LRLTGGENKC

QLGCPTAIKA
SDGSDLEMGL
ANFGEGSGPI
VTECSGRLEV

SVSCHGHESA
KLVGKVCDRS
CKNWQWGGLS
ASVLCRELQC
DVGVVCSRYT
IPGGAPFGKG
PCNSSSSDPS
DAHVVCKQLS
EDAGVICSEF
RGDISPASSD
QEGNTNCSGR
WLNEVKCKGN
FGVILLACLI
HSEVQ

TGWANFSAGS GRIWMDHVSC
VNGGNRCLGR IEVKFQGRWG
WFDDLVCNGN ESALWNCKHE
KFQGEWGTIC DDGWDSDDAA

LWQCRHHEWG KHYCNHDEDA
WGLKEADVVC RQLGCGSALK
CDHYDEAKIT CSAHRKPRLV
GTVVSLLGGA HFGEGSGQIW
QIRLVNGKTP CEGRVELNIL
SEQVWRHMFH CTGTEKHMGD
SSIISEENGV ACIGSGQLRL
CGWAINATGS AHFGEGTGPI
MSLRLISENS RETCAGRLEV
KTVSRHMWVD NVQCPKGPDT
VEIWYGGSWG TVCDDSWDLE
ETSLWDCPAR SWGHSDCGHK
AFLINTQKRR QRQRLSVFSG
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60
120
180
240
300

360
420
480

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1115



gtggtcatcc
ccatcaaaat
ggatctcctg
cttctcagtg
gcggatagtg
acagtgtgca
tgcccaactt
tggatggaca
gggtggggaa
tctaatttgg
ataaagttcc
tctgtgattt
ttgggagctg
gctctctgag
gtcggtgtga
agatgttcag
aactgggatc
agtgccattg
tcatgcgaag
tactgtcatc
agacttgtag
actgggaaga
cttggatgtg
aatacgtggc
aactggcagt
ggccacaggg
aaacacggag

actttctaca gagaacacgt
catcaagctt tggaatgggt
gttgtaaaag gtttgtccat
cctctgetgt cactaacgcet
aaaacaactg tagtgggaga
gtaacggctg gagcatgaat
ctattaaagc ccttggatgg
aagtttcttg tacagggaat
agcataactg tacccatgaa
agatgagact ggtgaacagt
agggaaagtg ggggacggtg
gtaaacagct tggatgtgga
gttctggacc aatctggctc
actgcaaaca ccggggatgg
tttgcttaga gggagcagat
gaagattgga agtgagattc
tccgggatge ttctgtggtg
gtcgagttaa tgccagtgag
gacatgaggc aactctttgg
atagagaaga cgctggtgtg
gtggaggcag tcgctgtgcet
tgtgtagccg aggctggaca
gatctgcget tcaaacccag
tctttcectgg atcttgtaat
ggggcggcect ttcctgtgat
aacccagact ggttggagga
acgtgtgggg ctccgtctgt
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ctatgaaata
ggacacagaa
ctaggtttct
cctggagaaa
gtggaactta
gaagtgtccg
gctaactcca
gagtcagctc
aaagatgctg
gcgggecacc
tgtgacgaca
agtgccatta
gatgacctgg
ggcaagcata
ctgagcctga
caaggagaat
tgcaagcaac
ggatctggac
gagtgtaaac
acatgttctg
ggcattgtgg
ctggcagatg
gctaagatct
ggaaatgaaa
aatttcgaag
gaaatcccat
gattttgact

gtatcaggag
tggttcttct
ttgttgtgge
tgaagaagga
agatccatga
tggtttgcca
gcgeceggcetc
tttgggactg
gagtgacctg
gatgcttagg
acttcagcaa
gtttctctgg
catgcaatgg
actgtgacca
gactagtgga
gggggaccgt
tgggatgtcc
agatttggct
accaagagtg
atggagcaga
aggtggagat
cggatgtggt
actctaaaac
ctactttttg
aagccaaagt
gctctggtcg
tgtctctgga

23

acacacggag
tggaggtgct
tgtgagctca
actgagactg
caagtggggc
gcagctggga
tggatatatc
caaacatgat
ctcagatgga
aagagtagaa
agatcacgct
ctcagctaaa
aaatgagtca
tgctgaggat
tggagtgtcc
gtgtgatgat
aactgccatc
tgacaacatt
gggaaagcat
tctggaactt
tcagaagctg
ttgcagacag
tggggcaaca
gcaatgcaaa
tacctgctea
tgtggaagtg
agctgccagt
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atggtatgca
ggagaaggaa
ctttcactat
agcgtagtct
ggaagagtgg
atggaagatg
gaaggagcac
ggaactgagg

gaaggacagg
agttcattgt

tgcatagcaa
gaggtctgcc
gccaatgtag
tacttcgggg
tctcatattt
gatgcaggtg
gaaaactgca
agcaatatgt
gggactgtga
gtgcagtgtc
agacaggcca
caggaagggc
acagtgtgtg
tgtggccaag
tggctcaatg
ccgtggagtc
atgacttcag
ggagccattc
attcagcgac
gagatggatt
cacactgaga
acaggacagc
tcttcatgca
atgtgaccac
ttgcttgttc
caagcctaga
gtggaccacc
ttctgacgtt
ttttaaatat
attcattttc
cagttgtgac
atggctcaga
aatgggaatc
ataaaataaa
agcgtaggag
tagttgggaa
tattaataaa

<210> 4
<211> 1121
<212> PRT

gggaattaca
gtggacagat
gctcagtggce
gctcacgata
agctcaagac
ctcatgtctt
attttgggaa
aacatatagg
tggcctctgt
ctccagtcca
gtggccagct
acgagggctc
tgtgcaagca
aaggagcagg
ggcagtgcca
ttatctgctc
caggtcgect
ctccaaccac
aacccatacc
caaaaggagt
gccecctecte
atacagactg
atgactcctg
ctgtgaaggc
aaattaagtg
acagcgactg
aatcacatca
tattggtcct
ttacagtttc
caaaggcgga
aggaaaatga
cagctaaatg
gtcctttgtt
ttaatagaga
gcaatagggt
attcacagag
acatgtggtt
tttagggttt
tatacacttc
actttgaatt
cgcctgtatg
ggtcctgagt
cgatgccctc
taaataaatc
tgaggactga
cttatgtgat
gaaacggaaa

<213> Mus musculus

<300>

atgtggaaca
ctggggtgaa
gcccccgeta
catagatatt
actcggagcc
atgtcagcag
aggagctggt
agattgcctc
catctgctca
aacaacaagc
tcgcttggta
ttggggcacc
gctggactgt
agctatctgg
ttcacatggce
cgagttcatg
tgaagtgttt
tgtgggagty
ttcagacaag
tgacactttg
ccaggagtcc
ttctggacgt
ggatcttaat
actaaaagaa
tagagggaat
tgggcacaaa
tggcacaggt
cctecattgtc
ctcaagagga
tgatctggac
taatttataa
gaacaagagc
tcctggaact
tgggagactt
ctcattatgt
atctgcttgt
taacaattgt
cgtgaatata
cttgtagtga
atttaataaa
aggccttcaa
tcaattccta
ttccagtgta
tttaaaaaaa
ttgagaagaa
cacagtgcat
tcaaa

<308> GenPept/AAK16065

<309> 2001-05-10

<313> (1)..(1121)

<400> 4
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gtcgtctcta
gaattccagt
gacagaactt
cgtctggeag
tggggtcccc
ctgaagtgtg
caggtctgga
atgactgctc
ggaaaccaat
tctacaattc
ggtggaggtg
gtctgtgatg
ggcgtggcaa
ctagacgaag
tggggacgcc
tctctgaggce
tacaatggta
gtgtgccgtc
acaccatcca
tggcagtgcc
tggatcatct
gtggagatct
gatgctaagg
gcagcatttg
gagtcttccc
gaagatgctt
caccccacce
ttcctcctgt
gaggtcttga
ttgctgaaat
tccactgagg
ccaggcaacg
ctgctgaacc
ttgagggaat
atagccctgg
ctctgcttcc
gtcttgattt
aaataatgtc
gtttaagaat
ggaatatggt
aaaatatttt
gcaaccacat
tctgaagata
gaaaagacaa
ggttggagga
catgtccaaa

tcctaggggg
gtagtgggga
gtacccacag
gcggegagtc
tctgeagttc
gggttgccca
gtcacatgtt
tgggtgcgcec
cccagacact
caaaggagag
gtcgctgegc
acaattggga
ttaacgccac
tcatctgecac
ataactgcag
tgaccaacga
catggggcag
agctgggcetg
ggcccatgtg
cctegtecacc
gtgacaacaa
ggcacaaagg
ttgtatgtaa
gtccaggaac
tgtgggattg
ccatccagtg
tcacggcact
ggactctgaa
tacatcaagt
cctcgggggt
ttggagttta
cacggatgac
tgcaaaaacc
taaacaatat
agatggcgat
caaatgctgg
tataaatttc
ttttcggttg
aatttcttat
cattgtgacc
aaaaatagag
ggtggctcac
gtgacactgt
tagaggaggg
agtgggggga
tatgacatgt

24

agcacatttt
tgagtcccat
cagggatgtc
ctcctgtgag
tcattgggac
atctattcca
ccactgeact
gacgtgttcc
attgccatgt
tgaagttccc
tggaagagtg
tatgactgat
tggctctget
tgggaaagag
gcacaaagaa
agcccacaaa
tattggcagt
tgcagacaac
ggtagatcgt
ttggaaacag
aataagactc
ttcctgggga
gcagttgggc
tgggcccata
tcctgecaaa
cctcccaaaa
cttggtttgt
gcgacgacgg
tcagtaccaa
cattcagagg
agaagccttg
cacagctgca
atatttgtga
tgctattggt
agagagcagg
gatcaaatat
tggttggttt
gcatgctaat
aaccaagtca
acacacacag
ggctggagaa
aaccatctgt
cctcattaac
gaggggcgtg
ggtgaaaagc
ccaaaaatgt

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2049
2100
2160
2220
2280
2349
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3549
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
41490
4200
4260
4320
4380
4405
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MGGHRMVLLG
GRVELKIHDK
GNESALWDCK
TVCDDNFSKD
GWGKHNCDHA
VVCKQLGCPT
GVTCSDGADL
TQAKIYSKTG
GGEIPCSGRV
GEEFQCSGDE
GAWGPLCSSH
CLMTALGAPT
LVGGGGRCAG
IWLDEVICTG
VFYNGTWGST
TLWQCPSSPW
LNDAKVVCKQ
HKEDASIQCL
RGEVLIHQVQ

<210>5
<211> 3780
<212> ADN

GAGSPGCKRF
WGTVCSNGNS
HDGWGKHNCT
HASVICKQLG
EDVGVICLEG
AISAIGRVNA
ELRLVGGGSR
ATNTWLFPGS
EVKHGDVWGS
SHLSLCSVAP
WDMEDAHVLC
CSEGQVASVI
RVEVYHEGSW
KESHIWQCHS
GSSNMSPTTV
KQRQASPSSQ
LGCGQAVKAL
PKMTSESHHG
YQEMDSKADD

<213> homo sapiens

<300>

VHLGFFVVAV
MNEVSVVCQQ
HEKDAGVT(CS
CGSAISFSGS
ADLSLRLVDG
SEGSGQIWLD
CAGIVEVEIQ
CNGNETTFWQ
VCOFDLSLEA
PLORTCTHSR
QQLKCGVAQS
CSGNQSQTLL
GTVCDDNWDM
HGWGRHNCRH
GVVCRQLGCA
ESWIICDNKI
KEAAFGPGTG
TGHPTLTALL
LDLLKSSGVI

<308> GenBank/BC051281

<309> 2006-07-15

<313> (1)..(3780)

<400> 5

aacatttcta
atgagcaaac
tttgtcaact
accagttctc
agegggagag
agcatggaag
cctggatgag
cgtgggaatg
tgtactcacc
ctgacgcgtg
ggaacagtgt
gaatgtggaa
atctggtttg
caaggatggg
ggagcagatc
gtgagattcc

gggaataata
tcagaatggt
tgagtccctt
ttggaggaac
tggaagtgaa
cggtctctgt
ctaattccag
agtcagctct
aacaagatgc
gagggaatat
gtgatgataa
gtgctgtcag
atgatcttat
gaaagcataa
tgagcctgag
aaggagaatg

caagaagatt
gctacttgaa
caccattact
agacaaggag
agtccaggag
gatttgtaac
tgcaggttct
ttgggattgc
tggagtgacc
gtgttctgga
cttcaacata
tttctctggt
atgcaacgga
ctgtgatcat
actggtagat
ggggacaata

ES 2567 561 T3

SSLLSASAVT
LGCPTSIKAL
DGSNLEMRLV
AKLGAGSGPI
VSRCSGRLEV
NISCEGHEAT
KLTGKMCSRG
CKNWQWGGLS
ASVVCRELQC
DVSVVCSRYI
IPEGAHFGKG
PCSSLSPVQT
TDANVVCKQL
KEDAGVICSE
DNGTVKPIPS
RLQEGHTDCS
PIWLNEIKCR
VCGAILLVLL
QRHTEKENDN

taggaatcat
gactctggat
gtggtcttac
ctgaggctag
gagtggggaa
cagctgggat
ggacgcattt
aaacatgatg
tgctcagatg
agaatagaga
gatcatgcat
tcatctaatt
aatgagtcag
gctgaggatg
ggagtcactg
tgtgatgacg

NAPGEMKKEL
GWANSSAGSG
NSAGHRCLGR
WLDDLACNGN
RFQGEWGTVC
LWECKHQEWG
WTLADADVVC
CDNFEEAKVT
GTVVSILGGA
DIRLAGGESS
AGQVWSHMFH
TSSTIPKESE
DCGVAINATG
FMSLRLTNEA
DKTPSRPMWV
GRVEIWHKGF
GNESSLWDCP
IVFLLWTLKR
L

tgaagttata
ctgctgactt
ttctcagtgce
tggatggtga
cggtgtgtaa
gtccaactgc
ggatggatca
gatggggaaa
gatccaattt
tcaaattcca
ctgtcatttg
ttggagaagg
ctctctggaa
ctggagtgat
aatgttcagg
gctgggacag

25

RLAGGENNCS
YIWMDKVSCT
VEIKFQGKWG
ESALWDCKHR
DDNWDLRDAS
KHYCHHREDA
RQLGCGSALQ
CSGHREPRLV
HFGEGSGQIW
CEGRVELKTL
CTGTEEHIGD
VPCIASGQLR
SAYFGEGAGA
HKESCTGRLE
DRVQCPKGVD
WGTVCDDSWD
AKPWSHSDCG
RQIQRLTVSS

aatctttgga
cagaagacat
ctgttttgtc
aaacaagtgt
taatggctgg
tatcaaagcc
tgtttcttgt
gcatagtaac
ggaaatgagg
aggacggtgg
tagacaactt
ctctggacca
ctgcaaacat
ttgctcaaag
aagattagaa
ttacgatgct

60
120
180

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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gctgtggcat
gccagtaagg
gctgtctggce
gctggegtga
cgctgtgcetg
ggctggggac
aaaacatctt
agctgtaacg
acctgtgatc
gttggagagg
tccatctgtg
tgtggcacag
tgggctgaag
ccecegeccag
acagaaattc
cttggtgcct
tgccagcagce
ggaaatggtc
gattgtcctg
atctgctcag
acaaggccta
ctggtaaatg
ggcaccatct
ggctgtggag
atctggctgg
cacggctgag
ttcatgtctc
gttttttaca
ggtgtggtgt
gacaaggcca
acgctgtggce
acctggatca
cgtgtggaga
gacgatgctc
gaagcagagt
aatgagtctt
aaggaagacg
acaacaggtc
ctgttggcca
cttgcagttt
tcttgectga
gctgatttca
gaaaaggagg
ttcagccttt
ctctcactga
actgctgctg
gactttcaag

<210>6
<211> 1156
<212> PRT

gcaagcaact
gatttggaca
aatgtaaaca
catgttctga
ggacagttga
tgaaagaagc
atcaagtgta
gaaatgaaac
actatgaaga
acattccctg
attcggactt
ttgtctctat
aattccagtg
aaggaacttg
gcttggtgaa
ggggatccct
ttaaatgtgg
agatctggag
taactgctct
gaaaccagtc
ccattccaga
gaggaggtcg
gtgatgacag
aggccattaa
atgagatgaa
ggcagcaaaa
tgagactgac
atggagcttg
gcaggcagct
tgtccattcc
agtgcccatc
catgtgacaa
tctggcatgg
aggtggtgtg
ttggtcaggg
ccttgtggga
ctgcagtgaa
gctcatcceg
ttttegtcge
cctcaagagg
atgcagatga
gtgctgctga
ccattctgag
aagatacctt
ctattacagt
aatttataaa
ggaattaaat

<213> HOMO SAPIENS

<300>

gggatgtcca
catctggctt
ccatgaatgg
tggatcagat
ggtggagatt
tgatgtggtt
ctccaaaatc
ttctctttgg
agccaaaatt
ttctggacgt
ctctctggaa
cctgggggga
tgagggacat
tagccacagce
tggcaagacc
ctgtaactct
agttgccctt
gcatatgttt
aggtgcttca
ccaaacactg
agaaagtgct
ctgtgctggg
ctgggacctg
tgccactggt
atgcaatgga
ttgcaggcac
cagtgaagcc
gggcactgtt
gggctgtgca
catgtgggtg
atctccatgg
caagataaga
aggttcctgg
tcaacaactt
gactggaccg
ttgtcctgec
ttgcacagat
tcagtcatcc
attattcttc
agagaactta
tctggaccta
actaatttct
ccacactgaa
gatgaagacc
tgcattttta
aattaagttt
aaataaataa

<308> GenPept/AAH51281

<309> 2006-07-15

<313> (1)..(1156)

<400> 6

ES 2567 561 T3

actgccgtca
gacagcgttt
ggaaagcatt
ctggagctaa
cagagactgt
tgcaggcagc
caggcaacaa
gactgcaaga
acctgctcag
gttgaagtga
gctgccageg
gctcactttg
gagtcccatc
agggatgttg
ccgtgtgagg
cactgggaca
tctaccccag
cactgcactg
ttatgtcctt
tcctegtgea
gtggcctgcea
agagtagaga
agtgatgccc
tctgctcatt
aaagaatccc
aaggaggatg
agcagagagg
ggcaagagta
gacaaaggga
gacaatgttc
gagaagagac
cttcaggaag
gggacagtgt
ggctgtgatc
atatggctca
agacgctgag
atttcagtgc
tttattgcag
ttgactaaaa
gtccaccaaa
atgaattcct
gtgtctaaat
aaggaaaatg
tggactattg
tggagttctt
gtgaatgtga
gaatgttatt

cagccattgg
cttgccagag
attgcaatca
gacttagagg
tagggaaggt
tgggatgtag
acacatggct
actggcaatg
cccacaggga
agcatggtga
ttctatgcag
gagagggaaa
tttcactctg
gagtagtctg
gcagagtgga
tagaagatgc
gaggagcacg
ggactgagca
cagagcaagt
attcatcgtc
tagagagtgg
tctatcatga
acgtggtttg
ttggggaagg
gcatttggca
cgggagttat
cctgtgcagg
gcatgtctga
aaatcaaccc
agtgtccaaa
tggccagecc
gacccacttc
gtgatgactc
cagctttgaa
atgaagtgaa
gccatagtga
agaaaacccc
tcgggatcct
agcgaagaca
ttcaataccg
cagaaaattc
ttcttectat
ggaatttata
aatggagcag
cttctcctag
ctacttagtg
gaaaaaaaaa

26

tcgagttaac
acatgaacct
caatgaagat
tggaggcagc
gtgtgacaga
atctgcactc
gtttctaagt
gaggtggactt
acccagactg
cacgtggggc
ggaattacag
tggacagatc
cccagtagca
ctcaagatac
gctcaaaacg
ccatgttctt
ttttggaaaa
gcacatggga
ggcctctgta
tttgggccca
tcaacttcgc
gggctcctgg
cagacagctg
aacagggccc
gtgccattca
ctgctcagaa
gcgtctggaa
aaccactgtg
tgcatcttta
aggacctgac
ctcggaggag
ctgttctgga
ttgggacttg
agcattcaaa
gtgcaaaggg
gtgtgggcac
acaaaaagcc
tggggttgtt
gagacagcgg
ggagatgaat
ccatgagtca
ttctggaatg
acccagtgag
aaattcacct
gattcctaag
gtgtatatga
aaaaaaaaaa

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
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MSKLRMVLLE
SGRVEVKVQE
RGNESALWDC
GTVCDDNFNI
QGWGKHNCDH
AVACKQLGCP
AGVTCSDGSD
KTSYQVYSKI
VGGDIPCSGR
WAEEFQCEGH
LGAWGSLCNS
DCPVTALGAS
LVNGGGRCAG
TWLDEMKCNG
VEYNGAWGTV
TLWQCPSSPW
DDAQVVCQQL
KEDAAVNCTD
LAVSSRGENL
EKEAILSHTE

<210>7
<211> 4950
<212> ADN

DSGSADFRRH
EWGTVCNNGW
KHDGWGKHSN
DHASVICRQL
AEDAGVICSK
TAVTAIGRVN
LELRLRGGGS
QATNTWLFLS
VEVKHGDTWG
ESHLSLCPVA
HWDIEDAHVL
LCPSEQVASV
RVEIYHEGSW
KESRIWQCHS
GKSSMSETTV
EKRLASPSEE
GCGPALKAFK
ISVQKTPQKA
VHQIQYREMN
KENGNL

<213> homo sapiens

<300>

<308> GenBank/Z22970

<309> 2005-04-18

<313> (1)..(4950)

<400>7

gaattcttag
aatcattgaa
ctggatctgc
tcttacttct
ggctagtgga
ggggaacggt
tgggatgtcc
gcatttggat
atgatggatg
cagatggatc
tagagatcaa
atgcatctgt
ctaattttgg
agtcagctct
aggatgctgg
tcactgaatg
atgacggctg

ttgttttctt
gttataaatc
tgacttcaga
cagtgcctgt
tggtgaaaac
gtgtaataat
aactgctatc
ggatcatgtt
gggaaagcat
caatttggaa
attccaagga
catttgtaga
agaaggctct
ctggaactgc
agtgatttgc
ttcaggaaga
ggacagttac

FVNLSPETIT
SMEAVSVICN
CTHQQDAGVT
ECGSAVSFSG
GADLSLRLVD
ASKGFGHIWL
RCAGTVEVEI
SCNGNETSLW
SICDSDFSLE
PRPEGTCSHS
CQQLKCGVAL
ICSGNQSQTL
GTICDDSWDL
HGWGQQNCRH
GVVCRQLGCA
TWITCDNKIR
EAEFGQGTGP
TTGRSSRQSS
SCLNADDLDL

tagaagaaca
tttggaatga
agacattttg
tttgtcacca
aagtgtagcg
ggctggagcea
aaagcccctg
tcttgtcgtg
agtaactgta
atgaggctga
cggtggggaa
caacttgaat
ggaccaatct
aaacatcaag
tcaaagggag
ttagaagtga
gatgctgctg

ES 2567 561 T3

VVLLLSACFV
QLGCPTAIKA
CSDGSNLEMR
SSNFGEGSGP
GVTECSGRLE
DSVSCQGHEP
QRLLGKVCDR
DCKNWQWGGL
AASVLCRELQ
RDVGVVCSRY
STPGGARFGK
SSCNSSSLGP
SDAHVVCRQL
KEDAGVICSE
DKGKINPASL
LQEGPTSCSG
IWLNEVKCKG
FIAVGILGVV
MNSSENSHES

tttctaggga
gcaaactcag
tcaacctgag
gttctcttgg
ggagagtgga
tggaagcggt
gatgggctaa
ggaatgagtc
ctcaccaaca
cgcgtggagg
cagtgtgtga
gtggaagtgc
ggtttgatga
gatggggaaa
cagatctgag
gattccaagg
tggcatgcaa

TSSLGGTDKE
PGWANSSAGS
LTRGGNMCSG
IWFDDLICNG
VRFQGEWGTI
AVWQCKHHEW
GWGLKEADVV
TCDHYEEAKI
CGTWVSILGG
TEIRLVNGKT
GNGQIWRHMF
TRPTIPEESA
GCGEAINATG
FMSLRLTSEA
DKAMSIPMWV
RVEIWHGGSW
NESSLWDCPA
LLAIFVALFF
ADFSAAELIS

ataatacaag
aatggtgcta
tcecttcacc
aggaacagac
agtgaaagtc
ctctgtgatt
ttccagtgca
agctctttgg
agatgctgga
gaatatgtgt
tgataacttc
tgtcagtttc
tcttatatgce
gcataactgt
cctgagactg
agaatggggg
gcaactggga

27

LRLVDGENKC
GRIWMDHVSC
RIEIKFQGRW
NESALWNCKH
CDDGWDSYDA
GKHYCNHNED
CRQLGCGSAL
TCSAHREPRL
AHFGEGNGQI
PCEGRVELKT
HCTGTEQHMG
VACIESGQLR
SAHFGEGTGP
SREACAGRLE
DNVQCPKGPD
GTVCDDSWOL
RRWGHSECGH
LTKKRRQRQR
VSKFLPISGM

aagatttagg
cttgaagact
attactgtgg
aaggagctga
caggaggagt
tgtaaccagc
ggttctggac
gattgcaaac
gtgacctgct
tctggaagaa
aacatagatc
tctggttcat
aacggaaatg
gatcatgctg
gtagatggag
acaatatgtg
tgtccaactg

60
120
180

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1156

60
120
180
249
300
360
420
480

600
660
720
780
840
900
960
1020



ccgtcacage
gcgtttcttg
agcattattg
agctaagact
gactgttagg
ggcagctggg
caacaaacac
gcaagaactg
gctcagcecca
aagtgaagca
ccagcgttct
actttggaga
cccatctttc
atgttggagt
gtgagggcag
gggacataga
ccccaggagg
gcactgggac
gtccttcaga
cgtgcaattc
cctgecataga
tagagatcta
atgcccacgt
ctcattttgg
aatcccgeat
aggatgcggg
gagaggcctg
agagtagcat
aagggaaaat
atgttcagtg
agagactggc
aggaaggacc
cagtgtgtga
gtggtccagc
ggctcaatga
gctggggceca
cagtgcagaa
ttgcagtcgg
ctaaaaagcg
accaaattca
attcctcagg
cagttgaggc
gaagcttaga
attgcaatca
ggaaagaacc
atcttacaaa
tatttaaggt
gcaaagcaaa
ggcaagagca
acctataatc
ctttgtatcc
ttttttttct
ttcaatatct
cacatcatgc

cattggtcga
ccagggacat
caatcacaat
tagaggtgga
gaaggtgtgt
atgtggatct
atggctgttt
gcaatggggt
cagggaaccc
tggtgacacg
atgcagggaa
gggaaatgga
actctgccca
agtctgctca
agtggagctc
agatgcccat
agcacgtttt
tgagcagcac
gcaagtggcc
atcgtctttg
gagtggtcaa
tcatgagggc
ggtttgcaga
ggaaggaaca
ttggcagtgce
agttatctgce
tgcagggcgt
gtctgaaacc
caaccctgea
tccaaaagga
cagccccteg
cacttcctgt
tgactcttgg
tttgaaagca
agtgaagtgc
tagtgagtgt
aaccccacaa
gatccttggg
aagacagaga
ataccgggag
tctgtgggtt
acagacattc
tgcatataat
tagggaggcc
atgcagagga
agattgtcat
atacaacatg
tgaacacacc
gctaaaacct
ctcatgttgt
tctgacctac
ctagcttgat
ttattgcatg
tgttttatcc

gttaacgcca
gaacctgctg
gaagatgctg
ggcagccgct
gacagaggct
gcactcaaaa
ctaagtagct
ggacttacct
agactggttg
tggggctcca
ttacagtagtg
cagatctggg
gtagcacccc
agatacacag
aaaacgcttg
gttctttgcec
ggaaaaggaa
atgggagatt
tctgtaatct
ggcccaacaa
cttcgectgg
tcctggggea
cagctgggct
gggcccatct
cattcacacg
tcagaattca
ctggaagttt
actgtgggtg
tctttagaca
cctgacacgc
gaggagacct
tctggacgtg
gacttggacg
ttcaaagaag
aaagggaatg
gggcacaagg
aaagccacaa
gttgttctgt
cagcggcttg
atgaattctt
cttggagggt
tactttgata
ggacaagaat
tttagcttaa
atattatgac
aagtgacagt
attttatggg
catcatctga
actcacttag
acattagacc
atacgtcttt
atttattata
agaagccata
ttgaacttct

ES 2567 561 T3

gtaagggatt
tctggcaatg
gcgtgacatg
gtgctgggac
ggggactgaa
catcttatca
gtaacggaaa
gtgatcacta
gaggggacat
tctgtgattc
gcacagttgt
ctgaagaatt
gcccagaagg
aaattcgctt
gtgcctggag
agcagcttaa
atggtcagat
gtcctgtaac
gctcaggaaa
ggcctaccat
taaatggagg
ccatctgtga
gtggagaggc
ggctggatga
gctgggggca
tgtctctgag
tttacaatgg
tggtgtgcag
aggccatgtc
tgtggcagtg
ggatcacatg
tggagatctg
atgctcaggt
cagagtttgg
agtcttcctt
aagacgctgce
caggtcgctc
tggccatttt
cagtttcctce
gcctgaatgce
ctattgccca
aacagttaaa
gactgaaaat
gaggcctgtg
ttggacctca
ttaacttttt
atgtatatag
catagttacc
catgaatcct
tctagactgg
cacagtttct
ttttteccta
caaatccaca
atttagcacc

tggacacatc
taaacaccat
ttctgatgga
agttgaggtg
agaagctgat
agtgtactcc
tgaaacttct
tgaagaagcc
tccctgttct
ggacttctct
ctctatcctg
ccagtgtgag
aacttgtagc
ggtgaatggc
atccctctgt
atgtggagtt
ctggaggcat
tgctctaggt
ccagtcccaa
tccagaagaa
aggtcgctgt
tgacagctgg
cattaatgcc
gatgaaatgc
gcaaaattgc
actgaccagt
agcttggggc
gcagctgggc
cattcccatg
cccatcatct
tgacaacaag
gcatggaggt
ggtgtgtcaa
tcaggggact
gtgggattgt
agtgaattgc
atcccgtcag
cgtcgcatta
aagaggagag
agatgatctg
gaggttcaga
aaagtctaaa
tattcttgga
attattcctg
ttttattaaa
tctttaaatt
atagtaaaaa
cttttttgtg
acatacagca
ttcattctac
tccattccca
aaagtctaaa
gaactagcct
agtgcactaa

28

tggcttgaca
gaatggggaa
tcagatctgg
gagattcaga
gtggtttgca
aaaatccagg
ctttgggact
aaaattacct
ggacgtgttg
ctggaagctg
gggagagctc
ggacatgagt
cacagcaggg
aagaccccgt
aactctcact
gccctttcta
atgtttcact
gcttcattat
acactgtcct
agtgctgtgg
gctgggagag
gacctgagtg
actggttctg
aatggaaaag
aggcacaagg
gaagccagea
actgttggca
tgtgcagaca
tgggtggaca
ccatgggaga
ataagacttc
tcctggggga
caacttggct
ggaccgatat
cctgcecagac
acagatattt
tcatccttta
ttcttcttga
aacttagtcc
gacctaatga
tcagtggctg
aatgtaatag
gaatatcaaa
atagaggtat
acagaaatta
ttgttgtgta
gcttactaaa
ttgttcttgt
caatgttatt
gtatctgcta
tttcctgtea
accttaaact
tatttctcat
ttctgeatct

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2349
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2949
3000
3060

.3120

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4149
4200
4260
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15

20

gggcaggatg
gaagggtccc
atctgctact
atatttaaga
gttatgggtg
tttatttccc
gtgctgcetga
ccattctgag
aagatacctt
ctattacagt
aatttataaa
ggaattaaat

<210> 8
<211> 1156
<212> PRT

actttactgg
tgaccttctg
gtgtcaggga
aataggaaag
gtgtttttag
agtaattatt
actaatttct
ccacactgaa
gatgaagacc
tgcattttta
aattaagttt
aaataaataa

<213> HOMO SAPIENS

<300>

gttggaagaa
agaggggect
acatatttaa
actttctctg
ttgctcaaag
ttcttecttt
gtgtctaaat
aaggaaaatg
tggactattg
tggagttctt
gtgaatgtga
gaatgttaaa

<308> GenPept/CAA80543

<309> 2005-04-18

<313> (1)..(1156)

<400> 8

MVLLEDSGSA
VKVQEEWGTV
ALWDCKHDGW
DNFNIDHASV
HNCDHAEDAG
QLGCPTAVTA
SDGSDLELRL
VYSKIQATNT
PCSGRVEVKH
QCEGHESHLS
SLCNSHWDIE
ALGASLCPSE
GRCAGRVEIY
MKCNGKESRI
AWGTVGKSSM
PSSPWEKRLA
VCQQLGCGPA
VNCTDISVQK
RGENLVHQIQ
KSKNVIGSLD

<210>9
<211> 5193
<212> ADN

ES 2567 561 T3

atatcccaaa
gcctcacttc
ggaacatgta
ccccttaaat
agcctcacag
cagaaaattc
ttcttectat
ggaatttata
aatggagcag
cttctcctag
ctacttagtg

acccattgtc
ttccatccaa
ctgttactgt
cacacatgct
ttacgtgaga
ccatgagtca
ttctggaatg
acccagtgag
aaattcacct
gattcctaag
gtgtatatga

DFRRHFVNLS PFTITVVLLL
CNNGWSMEAV SVICNQLGCP
GKHSNCTHQQ DAGVTCSDGS
ICRQLECGSA VSFSGSSNFG
VICSKGADLS LRLVDGVTEC
TGRVNASKGF GHIWLDSVSC
RGGGSRCAGT VEVEIQRLLG
WLFLSSCNGN ETSLWDCKNW
GDTWGSICDS DFSLEAASVL
LCPVAPRPEG TCSHSRDVGY
DAHVLCQQLK CGVALSTPGG
QVASVICSGN QSQTLSSCNS
HEGSWGTICD DSWDLSDAHV
WQCHSHGWGQ QNCRHKEDAG
SETTVGVVCR QLGCADKGKI
SPSEETWITC DNKIRLQEGP
LKAFKEAEFG QGTGPIWLNE
TPQKATTGRS SRQSSFIAVG
YREMNSCLNA DDLDLMNSSG
AYNGQE

<213> sus scrofa

<300>

<308> GenBank/NM_214346

<309> 2004-

08-05

<313> (1)..(5193)

<400>9

SACFVTSSLG GTDKELRLVD
TAIKAPGWAN SSAGSGRIWM
NLEMRLTRGG NMCSGRIEIK

EGSGPIWFDD
SGRLEVRFQG
QGHEPAVWQC
KVCDRGWGLK
QWGGLTCDHY
CRELQCGTWV
VCSRYTEIRL
ARFGKGNGQI
SSLGPTRPTI
VCRQLGCGEA
VICSEFMSLR
NPASLDKAMS
TSCSGRVEIW
VKCKGNESSL
ILGVVLLAIF
LWVLGGSIAQ

LICNGNESAL
EWGTICDDGW
KHHEWGKHYC
EADVVCRQLG
EEAKITCSAH
SILGGAHFGE
VNGKTPCEGR
WRHMFHCTGT
PEESAVACIE
INATGSAHFG
LTSEASREAC
IPMWVDNVQC
HGGSWGTVCD
WDCPARRWGH
VALFFLTKKR
GFRSVAAVEA

29

tttactccat
agaattatgc
gtcaggaaac
tttcttccta
agaggtctgg
gctgatttca
gaaaaggagg
ttcagecttt
ctctcactga
actgctgctg
gactttcaag

GENKCSGRVE
DHVSCRGNES
FQGRWGTVCD
WNCKHQGWGK
DSYDAAVACK
NHNEDAGVTC
CGSALKTSYQ
REPRLVGGDI
GNGQIWAEEF
VELKTLGAWG
EQHMGDCPVT
SGQLRLVNGG
EGTGPIWLDE
AGRLEVFYNG
PKGPDTLWQC
DSWDLDDAQV
SECGHKEDAA
RQRQRLAVSS
QTFYFDKQLK

4320
4380

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4950

60
120
180

300
360
420
480

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1156



atggacttcc
tggacggttt
tgcaccttceg
tatgactact
aaccacttcc
ctgctgaagg
gagggcaacc
gtgcccacca
tccactccct
acccgctccg
accctgcaca
gcagccgaac
gtggagatcc
agctgccagg
acgaagctca
ggcgtctaca
ctccacgtct
acggtgacgc
tacaagaacc
accagggegag
tctcccectg
ctggagacac
gctactctgg
cacagcccac
ctggggccaa
tcctccaccc
gtggtggaag
acccgttttt
ctgctcccag
cacagcacca
ccegtgttca
ctcctcttgt
cgtgttgtgg
caccgcatga
ctggaggatg
tctgcaacct
gaaggcattg
ttctecctggt
ctacctgtgg
gctggectcet
tcagccectcece
cgcecctcttg
ctceggetcec
gaggtccgag
cttggatcag
ccgtegectg
gtcctggagg
tcggccacgce
gcccaagcetc
tacgcacctc

tgctcctgcet
ccagccccga
gcttcecggce
caggcaagcg
aaggccgggce
acctgcagec
gctggtcaga
ttgccttgece
atgtgtgccc
tcacctccca
tggccctgtc
gcaggatgca
ttttcagcca
tgaatagcag
aagaccagaa
cctgcecaagce
tcatggctga
tggcctgceaa
acgccctget
attcgggctt
tcagcgtggt
aggcggggct
tgttgtcaca
gcttcagtgt
cagacagtgg
tggacttcca
ggcaggcggt
cctggtacct
cagcctccag
gcgggcecctc
ctgcccaget
gcegtgtgga
cctecttctct
aggtcaccaa
agggtgtgta
tggatgccca
aagccaacct
tccgagatgg
ccagaactga
ccacccctgt
tggacgtgga
cccagttggce
cccctegtgg
acttgagcct
ccaacacttc
agctccagga
ggacctcata
tccgttttgce
caggctcagc
gcecaggcecac

cctectectg
gaccgtgcag
caacgtggag
cctggtagtg
cctgctgttg
ccaggactcg
tgtcaaaggc
agccaagctg
gacggagccg
cctccagaag
ctggcaggac
gaaggagatt
ctcecggacgg
caaccctcag
acgtgtactg
cgggaatgcc
ggtccaggta
tacacctaag
ggagggctct
ctacttctge
ggtcagccac
ggtgggcatc
cgggggcectc
cgcctetgec
ggaatacatg
tgccaatgca
gacactgagc
gaacggggcc
cacagatgcc
ctcacctgcet
ggaccctgat
cagcgacccc
gtcatggggg
agcacccaac
cctgtgcegag
ggccactgtc
gacttgcaac
ggcgctatgg
tgctgcectc
ggccctgaat
ccagggccac
cctgttcegt
ccgecteeag
tggggactct
tcttaccttce
gggccaggcet
tcgttggtat
agccataact
caccacggac
actcaccacc
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gcttcatctg
ggcatcaagg
gtgccccatg
agccactcca
gggcaggttg
ggctcctata
acagttgtca
catgagggca
gtcaacctac
cttgagccct
catggccgga
cacctccaag
aacgtccttc
gtcagttccg
cagttgcgec
gtgggctctt
agccctgtgg
gaagcgccca
cacagccgea
gaggtgcaga
ccacccctea
ctccaatgct
atcttggcct
cccaactcecc
tgctcagceca
gceccgectcec
tgcaggagca
ctgattctcg
ggctcatacc
gttctcaccg
actgcaggag
ccageccage
ggcggctgct
ctactgcgtg
gcecagcagceg
ctggtcatca
gtgagcegtg
gcccagggec
tatgcttgece
gtgctctatc
acggctgtgt
ggggaacacc
gccaaagcect
ggcagctacc
caggtccgag
gtgagtcctga
cgggatggcc
ctgagccagg
ctggctgecc
ctgatggact

ctctagcagg
gctcctgect
gcatcacagc
ggaacccaaa
aacagaggac
acttccgctt
ccgtgacaga
tggaggtgga
agtggcaagg
cgggcaccag
tcctgagcetg
tgcagtatgc
caggtgatct
tgcagtaggat
gggcagcctg
cagtctcacc
gctccatcct
gcgagctgeg
cccteegget
acgccecgaggg
ccceggacct
ctgtggtcag
ctacctccgg
tgcgcectgga
gcagttctct
tcatcagccc
gcctgagect
aggggceccag
actgccgggce
tgctctacge
ctgggaccag
tgcagetgcet
gcacctgcgg
tagagatccg
ccctgggcaa
caccgtcaca
aagccagegg
ctctggacac
gcatcgtcac
cccecegatcc
tegtetgtac
tcctggecge
cggccaactc
actgtgaggc
gagcctgggt
gctgccaggt
agcccctcca
ctggagccta
ctgtcagcct
caggcctcgg

30

cctggectcg
catcatcccc
catctggtac
agtggtggag
gtgcagcctg
tgagatcagc
ggtgcccage
cttcaactgce
ccaggatccc
ccacatggag
ccaggtctca
ccccaagggt
ggtcaccctc
caaggatggg
ggctgatgct
cccggtcagce
ggagaaccag
ctacagctgg
gcactcagtt
cagagagcgce
aactgccttc
cgagccccca
ggagggtgac
gattcaagac
tgggaatgcg
agcagcagag
gatgcctgac
cagcagcctc
ccagaacagc
cccacgecag
acgccaaggce
ccacaggggc
aggctgtttc
agacccggtg
cgccteegec
cacgctgeag
ccctgcecaac
cgtgacgctg
cgaggctggt
tccaaagttg
tgtggacagt
cagcteggcea
cttgcagcta
caccaacatc
ccgggtgtca
acccataggg
ggagtccact
ccattgccaa
ccacgtgacc
gcgactggge

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
20490
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
580
2640
2700
2760
2820
2880
29402
3000
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ctccttctgt gccgtgtgaa cagtgaccct cctgcccage tccgactget ccatgggage 3060
cgcctegtgg cctctactct acaaggtgtg gaggagettg caggcagctc tccccgecta 3120
caggtggcca cagcccccaa cacgctgege ctggagatcc acaacgcagt gctggaggat 318e
gaaggcgtct acacctgega ggecaccaac accctgggte agaccttgge ctcegeegec 3240
ttcgatgccc aggctatgag agtgcaggtg tggcccaatg ccaccgtgca agaggggcag 3300
ctggtgaacc tgacctgect tgtatggacc acgcacctgg cccagctcac ctacacgtgg 3360
taccgagacc agcagcagect cccaggtgct geccactceca tectectgee caatgtcact 3420
gtcacagatg ccgectcecta ccgetgtgge atattgatcec ctggecagge actcegectc 3480
tccagacctg tcgccctgga tgtcctctac geaccccgea gactgegect gacccatcte 3540
ttggagagcc gtggtgggca gctggccgtg gtgctgtgeca ctgtggacag tcgeccagcet 3600
gcccagetga ccctcageca tgetggecge ctecctggect cctcaaccge agectctgtce 3660
cccaacaccc tgcgcctgga getgtgggag ccccggecca gtgatgaggg tctctacage 3720
tgctcggecc gecagtcctct gggccaggec aacacatcce tggagctgeg gctagaggge 3780
gtgcaggtgg cactggctcc atcggccact gtgccggagg gggcccctgt cacagtgacc 3840
tgtgaagacc ctgctgeceg cccacccact ctctatgtct ggtaccacaa cagecgttgg 3900
ctgcaggagg ggtcggetge ctcccteteg tttccagegg ctacacggge tcacgcgggce 3960
gcctatacct gccaggtcca ggatgcccag ggcacacgca tctcccagee cgcageactg 4020
cacatcctct atgcccctcg ggatgetgtc ctttcctect tcetgggactc aagggccage 4080
cctatggccg tggtacagtg cactgtggac agcgagccac ctgccgagat gaccctgtcce 4140
catgatggca aggtgctggc caccagccat ggggtccacg gcttagcagt ggggacaggce 4200
catgtccagg tggcccgcaa cgccctgeag ctgegggtge agaatgtgcc ctcacgtgac 4260
aaggacacct acgtctgcat ggaccgcaac tccttggget cagtcagcac catggggcag 4320
ctgcagccag aaggtgtgca cgtggtaget gagccaggge tggatgtgcc tgaaggcaca 4380
gcgctgaacc tgagctgtcg cctccctagt ggccctggge acataggcaa ctccaccttt 4440
gcttggttcc ggaacggtcg gcagetacac acagagtctg tgcccaccct taccttcacc 4500
catgtggccc gcgeccaage tggettgtac cactgccagg ctgagctcce cgecgggget 4560
gccacctctg ctccagtctt getcegggtg ctctacccte ccaagacgec caccatgact 4620
gtttttgtgg agcccgaggg tggcatccag ggcattctgg actgccgagt ggacagtgag 4680
cccctageca gectgaccct ccacctggge agtcggetgg tggectccag ccagectcag 4740
gctgcccctg ccaagecgea catccgegtc tcagccagtc ccaatgectt gegagtggac 4800
atggaggagc tgaagcccag tgaccagggg gagtatgtgt gctcggectc caatgccctg 4860
ggctctgect ctgcetgeccac ctacttcgga accagagecc tgeatcgect gcatctgttc 4920
cagcaccttc tctggttcct ggggctgectg gecgagectce tcttcctact gttgggectg 4980
ggggtctggt acgcctggag acggggaaat ttttacaage tgagaatggg cgaatattca 50490
gtagagatgg tatctcggaa ggaaaccacg cagatgtcca ctgaccagga agaagttact 5100
ggaatcggtg atgatgcggg ctctgtgaac caggcggecat ttgatcctge ccacctctgt 5160
gaaaacacac agtctgtgaa aagcacagtc tga 5193

<210> 10

<211> 1730

<212> PRT

<213> sus scrofa

<300>

<308> GenPept/NP_999511
<309> 2004-08-05

<313> (1)..(1730)

<400> 10

MDFLLLLLLL ASSALAGLAS WTVSSPETVQ GIKGSCLIIP CTFGFPANVE VPHGITAIWY 60
YDYSGKRLVV SHSRNPKVVE NHFQGRALLL GQVEQRTCSL LLKDLQPQDS GSYNFRFEIS 120
EGNRWSDVKG TVVTVTEVPS VPTIALPAKL HEGMEVDFNC STPYVCPTEP VNLQWQGQDP 180

31



10

TRSVTSHLQK
VEILFSHSGR
GVYTCQAGNA
YKNHALLEGS
LETQAGLVGI
LGPTDSGEYM
TRFSWYLNGA
PVFTAQLDPD
HRMKVTKAPN
EGIEANLTCN
AGLSTPVALN
LRLPPRGRLQ
PSPELQEGQA
AQAPGSATTD
RLVASTLQGV
FDAQAMRVQV
VTDAASYRCG
AQLTLSHAGR
VQVALAPSAT
AYTCQVQDAQ
HDGKVLATSH
LQPEGVHVVA
HVARAQAGLY
PLASLTLHLG
GSASAATYFG
VEMVSRKETT

<210> 11
<211> 6387
<212> ADN

LEPSGTSHME
NVLPGDLVTL
VGSSVSPPVS
HSRTLRLHSV
LQCSVVSEPP
CSASSSLGNA
LILEGPSSSL
TAGAGAGRQG
LLRVEIRDPV
VSREASGPAN
VLYPPDPPKL
AKASANSLQL
VVLSCQVPIG
LAAPVSLHVT
EELAGSSPRL
WPNATVQEGQ
ILIPGQALRL
LLASSTAASV
VPEGAPVTVT
GTRISQPAAL
GVHGLAVGTG
EPGLDVPEGT
HCQAELPAGA
SRLVASSQPQ
TRALHRLHLF
QMSTDQEEVT

<213> mus musculus

<300>

TLHMALSWQD
SCQUNSSNPQ
LHVFMAEVQV
TRADSGFYFC
ATLVLSHGGL
SSTLDFHANA
LLPAASSTDA
LLLCRVDSDP
LEDEGVYLCE
FSWFRDGALW
SALLDVDQGH
EVRDLSLGDS
VLEGTSYRWY
YAPRQATLTT
QVATAPNTLR
LVNLTCLVWT
SRPVALDVLY
PNTLRLELWE
CEDPAARPPT
HILYAPRDAV
HVQVARNALQ
ALNLSCRLPS
ATSAPVLLRV
AAPAKPHIRV
QHLLWFLGLL
GIGDDAGSVN

<308> GenBank/NM_011426

<309> 2000-01-25

<313> (1)..(6387)

<400> 11

agacaagatt
taagaaatga
actctttaaa
ttgagaactt
gctggagagg
agtgacaggg
gagaagtgaa
agccaagggg
tccctgagec
ctgttgggtt
tccaggcagt
cactgggatg
gaccacatgg
cattccctge
ctggtactat
ggtggacaag

aggcctagag
ggtctttcaa
ggaagttgaa
tgtctacaaa
caggagacca
tctcactgga
gagagacatg
cacagaagac
aggaacaggg
gaccaacaca
ctctgtgtgce
tgtgtcctgt
ggtgtctcca
atcttcagcet
gactactcgg
cgtttcaggg

taagtctatg
aatctcaggg
ggaggattct
caagccaggc
atttccggtg
cteccagattce
cactgctgat
tctctgggac
gcttctggtt
gcaggtgaga
ctacccaccc
tctcectget
gtcccaagaa
accctgccga
gcaagceggcea
gtcgagctga
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HGRILSCQVS
VSSVQWVKDG
SPVGSILENQ
EVQNARGRER
ILASTSGEGD
ARLLISPAAE
GSYHCRAQNS
PAQLQLLHRG
ASSALGNASA
AQGPLDTVTL
TAVFVCTVDS
GSYHCEATNI
RDGQPLQEST
LMDSGLGRLG
LEIHNAVLED
THLAQLTYTW
APRRLRLTHL
PRPSDEGLYS
LYVWYHNSRW
LSSFWDSRAS
LRVQNVPSRD
GPGHIGNSTF
LYPPKTPTMT
SASPNALRVD
ASLLFLLLGL
QAAFDPAHLC

aaacacagag
ggcaatgagg
gtgaacttga
agcctcagceg
cttacggtgce
tgttggtttg
ctgccttgag
atgccaccaa
ccctgctggt
taaaccctat
ggcttcecta
cctgctggec
tgtgcagggc
tgtcccagtg
ggtggtaatc
actgatgggg

AAERRMQKET
TKLKDQKRVL
TVTLACNTPK
SPPVSVVVSH
HSPRFSVASA
VVEGQAVTLS
HSTSGPSSPA
RVVASSLSWG
SATLDAQATV
LPVARTDAAL
RPLAQLALFR
LGSANTSLTF
SATLRFAAIT
LLLCRVNSDP
EGVYTCEATN
YRDQQQLPGA
LESRGGQLAV
CSARSPLGQA
LQEGSAASLS
PMAVVQCTVD
KDTYVCMDRN
AWFRNGRQLH
VEVEPEGGIQ
MEELKPSDQG
GVWYAWRRGN
ENTQSVKSTV

aaaggggaca
agttttttga
gaccaccctg
tgtgctcagt
ttgctggatg
agtaatagga
gctgtgtect
gtgagagcat
ggctgccaca
agacttgggc
ggcacctgaa
tctgtcttct
ttgtcgggat
tccaatggca
cactcagggg
aacatggacc

32

HLQVQYAPKG
QLRRAAWADA
EAPSELRYSW
PPLTPDLTAF
PNSLRLEIQD
CRSSLSLMPD
VLTVLYAPRQ
GGCCTCGGCF
LVITPSHTLQ
YACRIVTEAG
GEHLLAASSA
QVRGAWVRVS
LSQAGAYHCQ
PAQLRLLHGS
TLGQTLASAA
AHSILLPNVT
VLCTVDSRPA
NTSLELRLEG
FPAATRAHAG
SEPPAEMTLS
SLGSVSTMGQ
TESVPTLTFT
GILDCRVDSE
EYVCSASNAL
FYKLRMGEYS

gcataggggt
gagaggaagg
agctgccaag
ccgacttgta
ccctggagta
ggcggcaggg
taaggagtgg
ttccaatcac
gcagtccttc
cctggagtgce
tgcacctggg
cactaggcca
cctgectgcet
tcacagccat
accccaagct
acaaggtgtg

240
300
360
420
480

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1730

60
120
180

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960



caacctgttg
gatcagtgat
tcccageccce
caactgttcc
ccaggacccc
tcaccagacg
ccagttctca
ccccaaaggt
agtcacactc
cagggacgga
gaatgattct
ccecgetceagce
ggaaaatgag
ctatagctgg
gcctgeagtc
cagtgagcgc
gaccaccttc
tgagccectg
agaaaatgac
aatccgagac
tggaaactca
ttcagcagag
agctcctgac
cagcagcctc
gcaggcetgge
cccaagaaag
acgacggggce
ccacaaaggc
cacaaaagtc
ggatgagggc
ctctttcaat
cacagaggcc
ctcctggttc
gcctgtggcec
tcagctctcg
agccctecta
tccectgget
ccagegtecc
ggtccgagaa
tgggtcagcc
atcacctgag
ctctgaggag
atctacactc
tcaggccceca
taccccacgt
cctggtgtge
cctecgtggcec
tgtgactgtg
cgggacctat
cgatgcccag
ggtgaacctg
caagggcggag
ggatgctacc
acccgtgacc

ctcaaagact
agcaaccgct
cccactatta
acaccctacc
acccactctg
accctacata
ttgggcgcac
gtggagatcc
acctgcagag
gtgaacctcg
ggggcctaca
ctccatgttt
acagtgactc
tacaagaacc
accagggctg
tccagtccat
ctggagacac
gctactgtag
ttcaaccccc
ttgcagccag
acgtccagec
gttgtggaag
actcgcttct
ctgcttcctg
cccaacacca
cccacattca
atcctcttgt
catgttgtgg
agcagaacct
gtgtacctgt
gctaaggcca
aacctaactt
cggaatggag
agaactgatg
gctcctgtgg
gatgtgggtc
cacctgtctc
tcccatggea
ctaggtcttg
aacagttcac
ctcegggagg
acctcataca
cgcattgcag
gacacagcta
catgttacac
agtgtacaaa
tctaccctac
ctccccaatg
acatgcgaag
gctgtgcgag
acctgcttgg
caacaactcc
tcctaccget
ctggatgtcc

tgaagcctga
ggttagatgt
ccattcctga
tgtgcctgea
tcacctceag
tggccctatc
acagtagtcg
tccteagetce
tgaacagcag
gagtcacggg
cctgccaage
ttatggctga
tgctctgtag
acattctcct
atactggctt
tgagtgtggt
aggccggact
tgctgtcaca
gattcaggat
cagacagcgg
tagacttcta
ggcaggcggt
cctggtacct
cggcttccag
gcggeccctce
ctgccaggct
gccacgtaga
ccacttctct
ccaactcact
gtgaggctag
ctgtactggt
gcaacgtgaa
tgctgtggac
ctgctgtcta
tcctaagtgt
agggccacat
tgttccgtgg
ggatccaggc
tggactctgg
tcttctteca
gccaggcetgt
gctggtatca
ccataagtct
ttgccagect
tcagtgccct
gtgaccctcc
aaggcgegga
agctgegect
ccagcaacac
tgactgtgtg
tgtggagcac
ttggtgccag
gtggtgtagag
tccatgctcec
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agactctggce
caaaggcacc
ggagctgegt
ggagaagcaa
cttccagagc
ctggcaggac
gaaagaggtt
ctcagggagg
ctatcctgct
acatgtgctt
aacaaatgat
agtcaaaatg
cacgccgaag
ggaagatgcc
ctacttctgt
ggtcagatat
tgtgggcatc
cggaggcctc
ctcctcetgec
agagtacaca
tgctaatgtg
gaccctgagc
gaacggagct
cactgatgcg
cctgectact
ggatttggat
cagcgatccc
gccatcaagg
gcacgtggag
caacacattg
catcacaccg
ccaggaggtt
ccagggatca
tgcctgecgce
gctgtatgcec
ggccgtgttc
ggaccatctc
caaggccaca
aaactaccac
ggtcagagga
ggtcctgagc
ggatggccgc
gaggcaagct
ggctgcccct
gctgagcacg
agcgcagctg
cgaattggca
gcagatccac
actgggccag
gcccaatgec
ccaccaggac
atccatcacc
gctcceceggce
ccgaaacctg

acctacaact
acggtcactg
gaaggcatgg
gtcagcctgce
ctcgagcecca
cacggtcgga
tacctgcaag
aacatccttc
gtcagtgccg
cggctgttct
atgggctctc
aaccccgeag
gaggctcccc
catgcctcaa
gaagtgcaga
ccacccctta
ttgcattgct
acgttggcect
cccaactccc
tgcttagctg
gcccgactcc
tgcaggagtg
ctacttctgg
ggctcatact
gtcctcactg
acctctggag
ccageccage
tgtgggagct
atccagaagc
ggcaactcct
tcaaatacac
gctgtcagec
ctggagactg
ctcctcaccg
ccagacccte
atctgcactg
ctggccacca
gccaactccc
tgtgaagcca
gcctgggtcec
tgccaggtgce
cccctcecagg
ggtgcctacc
gtcagcctcc
gaccctgagc
caactgtttc
ggcagtaatc
tttccagagce
gcctcggetg
actgtgcaag
tcactcaget
ctgcccagtg
cacgcacccc
cggctgacct

33

tccgetttga
tgacaacgga
agaggaactt
agtggcgagg
ctggcgtcta
ccctgcetcetg
tgccacatgce
ccggggatcc
tgcagtgggc
cagcagcectg
tggtgtcatc
ggcccgtctt
aggagctccg
ccttgcacct
atgcccaggg
ctccagacct
ccgtggtcag
ccaactctgg
tgcgcectaga
tcaactccct
tcatcaaccc
gcctgagecc
aaggatccag
actgtaggac
tgttctatcc
tcggggatgg
tacggcttct
gttcccagcg
ctgtattaga
cagccgeagce
tgcgtgaagg
ctgccaactt
tgaggctgca
aggatggagc
caaagctgtc
tggacagcta
acttggaacc
tgcagctaga
ccaatattct
aggtttcacc
ccacaggagt
agtcaacctc
attgccaagc
atgtgtccta
gactaggcca
accggaatcg
cccggetgea
tggaggatga
cagctgactt
aggggcagcea
acacatggta
ttaaggtttt
atctctccag
acctcctaga

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3542
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
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gacccaggge aggcagctgg
gctaactctc agccatggtg
caccctgege ctagagcttc
tgcccacage ccattgggcea
agtgaaaatg aatccctctg
ggaccctgct gccctcteat
ggagggaccg gcttcctcac
cttttgccag gtgcatgata
tctctatgec ccccgggatg
ggtcgtgatt cagtgcaccg
tggcaaggtg ctagctgcca
ccaggtagcc cgaaatgctc
cacctatgtt tgcacagccc
gacggagact gatatacgtg
tctgaactta agctgcectcc
gtggttctgg aatcgccacc
tgtggtccgg gctcaggcetg
tacctctgcet ccagttatgce
gtttgtggag cctcagggtg
cctggccate ctcactcttce
tgctcccace aagccccaca
agaggagctc ggccctagca
ctctgecctca gectectgect
gaggctgctc tgggtcctgg
ggcctatcac acctggagaa
agagatggcc actaagaaaa
caggtgctgt gaacaagatc
tcctgacctg cccgacttge
ggtttggggt tggaggtcaa
gcccacgtet ctctgtgtgg
cttggacttt cttggtgggt
ctgtaccagce caggatatca
catgacaggg tcttagtttt
tcttgcttga ttttctccat
cagtgcccat ggaccctaca
ggtccatgga ctgtgtgtgc
cacataaaca taccatgctg

<210> 12

<211> 1695

<212> PRT

<213> mus musculus
<300>

<308> GenPept
<309> 2000-01-25
<313> (1)..(1695)
<400> 12

MCVLFSLLLL ASVFSLGQTT
YDYSGKRQWV IHSGDPKLVD
DSNRWLDVKG TTVTVTTDPS
PTHSVTSSFQ SLEPTGVYHQ
GVEILLSSSG RNILPGDPVT

ES 2567 561 T3

ccctggtact gtgtacggtg gatagtcgtc cacctgccca
accagcttgt agcctcctca actgaagect ctgtccccaa
aggatccaag gcctagtaat gaggggctct atagctgctc
aggccaacac gtccctggaa cttctgctgg aaggtgtccg
gtagtgtacc cgagggagag cctgtcacag tgacctgcga
ccgeectcta tgectggttt cacaatggcc attggcttca
tccagttcct ggtgactaca cgggctcacg ctggtgctta
cacaaggcac acggagctcc agacctgceca gcctgcaaat
ctgtcctgtce ttcctttcga gactcaagga ccaggctcat
tggacagtga gccacctgct gagatggtcc tatcccacaa
gccacgageg tcacagetca gcatcaggga taggccacat
ttcgactaca agtgcaagat gtgactctgg gtgatggcaa
agaatacact gggctccatc agtaccaccc agaggcettct
tgacagctga gccaggcttg gatgtgccag agggcacagce
tccetggtgg ctctgggecc acgggcaact cttccttcac
gactacattc agctcctgtg cccacactct ccttecacccc
ggctgtacca ctgcagggct gatctcccca ccggggccac
tccgtgtect ctatccccece aagacgccca ctctcatagt
gccaccaggg catcctcgac tgtcgagtgg acagtgagcc
accggggeag tcaactagta gcctccaacc aacttcacga
tccgagtcac tgctcctccc aatgecttga gagtggacat
atcaagggga gtatgtgtgc actgcctcca acactctggg
actttgggac cagagctctg caccaactgc agctgttcca
gatttctggc aggcttcctg tgcctgectge tgggtctagt
agaagagttc taccaagctg aatgaggatg agaattcagc
atactatcca ggaggaagtg gttgctgctc tctgacaact
ctgcctacct ctgtataagc agtacagaga catctggett
cttccaagcc tcttgatcct aagaaaaatg gacgaaggga
cctgecgect ccagggetcet gagacggact cagccatgtt
ttttcctctg tatccctttg cctttctett caaagctcac
tagagcaaca tccagtttct cacagacttt ctaagacggt
gtcaggttgce tctaacagag actcaataca gtgaccacag
cccteectgge ctggttatgt tgttgtggta tcagaatcct
tccccaagtg ttgcctttga ttatgaaget caggtaactg
gggagaagga agagtgaagg gaagacatac ccatccccat
aattgcaccc cacccaactt ctcatccget agaaactggt
aaaggga

WGVSSPKNVQ GLSGSCLLIP CIFSYPADVP VSNGITAIWY
KRFRGRAELM GNMDHKVCNL LLKDLKPEDS GTYNFRFEIS
PPTITIPEEL REGMERNFNC STPYLCLQEK QVSLQWRGQD
TTLHMALSWQ DHGRTLLCQF SLGAHSSRKE VYLQVPHAPK
LTCRVNSSYP AVSAVQWARD GVNLGVTGHV LRLFSAAWND

34

4260
4320
4380

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6387

60
120
180
240
300
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SGAYTCQATN
WYKNHILLED
FLETQAGLVG
DLQPADSGEY
DTRFSWYLNG
KPTFTARLDL
VSRTSNSLHV
ANLTCNVNQE
SAPVVLSVLY
PSHGRIQAKA
ELREGQAVVL
PDTAIASLAA
ASTLQGADEL
QAVRVTVWPN
TSYRCGVGLP
LSHGDQLVAS
MNPSGSVPEG
QVHDTQGTRS
VLAASHERHS
TDIRVTAEPG
RAQAGLYHCR
ILTLHRGSQL
SASAYFGTRA
ATKKNTIQEE

<210> 13
<211> 6736
<212> ADN

DMGSLVSSPL SLHVFMAEVK
AHASTLHLPA VTRADTGFYF
ILHCSVVSEP LATVVLSHGG
TCLAVNSLGN STSSLDFYAN
ALLLEGSSSS LLLPAASSTD
DTSGVGDGRR GILLCHVDSD
EIQKPVLEDE GVYLCEASNT
VAVSPANFSW FRNGVLWTQG
APDPPKLSAL LDVGQGHMAV
TANSLQLEVR ELGLVDSGNY
SCQVPTGVSE GTSYSWYQDG
PVSLHVSYTP RHVTLSALLS
AGSNPRLHVT VLPNELRLQI
ATVQEGQQVN LTCLVWSTHQ
GHAPHLSRPV TLDVLHAPRN
STEASVPNTL RLELQDPRPS
EPVTVTCEDP AALSSALYAW
SRPASLQILY APRDAVLSSF
SASGIGHIQV ARNALRLQVQ
LDVPEGTALN LSCLLPGGSG
ADLPTGATTS APVMLRVLYP
VASNQLHDAP TKPHIRVTAP
LHQLQLFQRL LWVLGFLAGF
VVAAL

<213> homo sapiens

<300>

<308> GenBank/NM_023068

<309> 2001-

02-13

<313> (1)..(6736)

<400> 13

atgggcttct
tggggcgtct
tgcatcttca
tacgactact
gceccgettec
ctgctgaagg
gaggtcaacc
gtgcccacca
tccactcect
gctcgetctg
accctccaca
gtggccaatc
gtgaagatcc
acctgccagg
gtacgcctcc
ggcgtctaca
ctccacatct
acagtgacac

tgcccaaget
ccagtcccca
gcttcectgce
cgggccageg
gcggcecgceac
acctgcagcc
gctggtcaga
ttgcctcccc
acgtatgect
tcaccttcaa
tggccatgtc
acagggctca
tcctcagecc
tgaacagcag
aaaccaagac
cctgccaagce
tcatggctga
tagtctgcaa

tctcctectg
ggacgtgcag
cgacgtggag
gcaggtggtg
cgagttcatg
cgaggactct
tgtgaaaggc
ggtggagctt
gcaggagcag
cagccagaag
ctggcaggac
gagcgagatt
ctcggggagg
ctaccctgca
tggtgtgctg
tgagaacggc
ggtccaggtg
cacacccaat

ES 2567 561 T3

MNPAGPVLEN
CEVQNAQGSE
LTLASNSGEN
VARLLINPSA
AGSYYCRTQA
PPAQLRLLHK
LGNSSAAASF
SLETVRLQPV
FICTVDSYPL
HCEATNILGS
RPLQESTSST
TDPERLGHLV
HFPELEDDGT
DSLSYTWYKG
LRLTYLLETQ
NEGLYSCSAH
FHNGHWLQEG
RDSRTRLMVV
DVTLGDGNTY
PTGNSSFTWF
PKTPTLIVFV
PNALRVDIEE
LCLLLGLVAY

gcctcattct
ggtgtgaagg
gtgcccgacg
agccactcgg
gggaaccccg
ggttcctaca
accttggtca
ctcgagggca
gtcagactgc
tttgagccca
cacggccgga
cacctccaag
aacatccttc
gtcagttcca
cacctgcccc
gtgggctctt
agcccageag
gaggcaccca

ETVTLLCSTP KEAPQELRYS
RSSPLSVVVR YPPLTPDLTT
DFNPRFRISS APNSLRLEIR
EVVEGQAVTL SCRSGLSPAP
GPNTSGPSLP TVLTVFYPPR
GHVVATSLPS RCGSCSQRTK
NAKATVLVIT PSNTLREGTE
ARTDAAVYAC RLLTEDGAQL
AHLSLFRGDH LLATNLEPQR
ANSSLFFQVR GAWVQVSPSP
LRIAAISLRQ AGAYHCQAQA
CSVQSDPPAQ LQLFHRNRLV
YTCEASNTLG QASAAADFDA
GQQLLGARSI TLPSVKVLDA
GRQLALVLCT VDSRPPAQLT
SPLGKANTSL ELLLEGVRVK
PASSLQFLVT TRAHAGAYFC
IQCTVDSEPP AEMVLSHNGK
VCTAQNTLGS ISTTQRLLTE
WNRHRLHSAP VPTLSFTPWV
EPQGGHQGIL DCRVDSEPLA
LGPSNQGEYV CTASNTLGSA
HTWRKKSSTK LNEDENSAEM

ccaggcctca
gcttatcccc
catctggtac
gctggtggag
gtgcaacctg
cgagatcagt
ggagcccagg
cttcaactgc
ccaggaccct
ccacctggag
ccagctctcc
ccccaagggt
ggtcacactc
caaggatggg
gagcgatgct
ccccatcagc
ggagaaccag
ctacagctgg

tcccagcagg
ggtcttgcct
gcatcacggc
cggaccccaa
agcacagggt
acttcegett
cagtaacaga
cagaggtgga
agtggcaagg
ccggegtcgg
tcctgegetg
tgaagtatgc
caggtgagct
ttaagtggct
aggcagcctg
tggtctcacc
gtcccatcct
gtgatctccg

35

360
420
480

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1695

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

900
960
1020
1080



tacaagaacc
actagggctg
tcgggecectg
ctggagaccc
gccacactgg
cacagcccac
ctggaggaaa
acctccaccc
gtggtggaag
gceccgettet
ctgctccecg
cacagtgcca
ccaacattca
ctccttttgt
cgtgttgtag
ccacgcatga
ctggaagagg
tcagccacct
gagggcacag
aacttctcct
ctgctgceccg
ggtgcccage
ctgtcagccc
agccgecccce
ggtccccagg
ttagaggtcc
gttcttggat
tcaccatcac
ggagtcccag
acctcggeca
caagcccagg
tcctatgecc
ggcctcctcc
gatcgccttg
ctgcatgtgg
gatgagggtg
gacttcgacg
cagctggtga
tggtaccagg
gtcagggatg
tccagaccta
ctggagagcc
gcccagcetgg
cccaacacce
tgctctgcecc
gtgcgggtga
tgtgcggacc
ctgcaggagg
gcctactcett
caagtcctct
tccatggcetg
catgatggca
catgtccagg
gacacctatg

atgtcctgct
atactggctt
tcagcgtggt
aggcgggact
tgctgtcaca
gcttcagtgg
ctgacagtgg
tggacttcca
gacaggcagt
cctggtacct
cggcctccag
gtggcccctce
ccaccaggct
gcecgtgtgga
ccacttcect
aggtcaccaa
agggcttgta
tcaatggcca
aagccaactt
ggttccgaaa
tggccagaac
tctccactcc
tcctagacat
tggccttgct
tcccatccca
gagaactggg
catccaacac
ctgagctcca
aggggacctc
cgcteegett
cccecaggcetc
cacgccacgt
tgtgcegtgt
tggcctccac
ctgtggcccc
tctatatctg
ctcaagctgt
acctgacctg
atgggcagca
ccacctccta
tcaccttgga
atggcgggea
ccctecageca
tgcgectgga
gcagccctct
tcctggcetcc
ctgctgccca
gtccagctgc
gccaggecca
atgcccctca
tgatacagtg
aggtgctggc
tggcccgaaa
tttgcacagce

ggaggatgcc
ctacttctgt
agtcaaccac
tgtgggcatc
tgggggtcat
tacctctggt
ggagtacaag
tgccaatgcec
gacactgagc
gaatggagcc
cactgacgcc
ttcgecaget
ggaccttgat
cagcgaccce
gccatcaggg
agcccccaac
cctctgtgag
ggccactgtc
gacttgcaac
tggggtgctg
tgatgctgcec
cgtgctcctg
gggccagggc
ggccttgttc
tggtcggttc
ccttggggac
ctcactcttc
agagggccag
atatcgttgg
tgcagccata
agccaccacg
cacactcact
ggacagtgac
cctacaaggt
caacacactg
tgaggcctcc
gaatgtgcag
ccttgtgtagg
gcgecctggat
ccgetgeggt
cgtcctctac
gctggecctg
cgceggtege
gctgcgaggg
gggccaggcec
ggaggctgec
cgcacccaca
ctcactctca
ggatgcccag
ggacgctgtc
cactgtggac
cacgagcagce
cgccctacgg
ccaaadacttg

ES 2567 561 T3

cactcccata
gaggtgcaga
ccgectctea
cttcactgcet
atcctggect
cccaactccc
tgctcagcca
gceegtctec
tgcagaagcg
ctgcttcacg
ggctcatacc
gttctcactg
gccgetgggg
cccgecagge
ggtggctgea
ttgctgcgtg
gccagcaatg
ctggccattg
gtgagccggg
tgggcccagg
ctttacgect
agtgtactct
cacatggctc
catggggagc
caggctaaag
tctggceagcet
ttccaggtcc
gctgtggtcc
tatcgggatg
actttgacac
agcctagcetg
accctgatgg
ccteeggecc
gtggggggac
cgtctggaga
aacaccctgg
gtgtggcecg
accactcacc
gceccactcca
gtgggccccce
gcgececgea
gtactgtgca
ctcttggect
ccacagccca
aacacgtccc
gtgcctgaag
ctctatactt
ttcctggtag
ggcacccgea
ctgtcctect
agtgagccac
ggggtccaca
ctgcaggtgc
ctgggctcaa

cccteegget
acgtccatgg
ctccagtcct
ctgtggtcag
ccaccteegg
tgcgcectgga
ccaactcecct
tcatcagccc
gcctaagecce
agggtcccgg
actgcegggc
tgctctaccce
ccggggctgg
tgcagctget
gcacctgtgg
tggagattca
ccctgggeaa
caccatcaca
aagctgctgg
gtcccctgga
gcegeatect
atccceccgga
tgttcatctg
acctcctggce
ctgaggccaa
accgctgtga
gaggagcctg
tgagctgcca
gccagcccct
aagctggggc
cacccatcag
acacaggccc
agctgeggcet
ccgaaggceag
tccacggggce
gccaggectc
gggctaccgt
cggcccagcet
tcccectgece
ctggtcgggc
acctgegect
ctgtggacag
cctcgacage
gggatgaggg
tggagctgeg
gtgcccccat
ggtaccacaa
ccacgcggge
gctcecgtcec
tcecgggactce
ctgctgagct
gcttggcatc
aagatgtgcc
tcagcaccat

36

gcacttggcc
cagcgagege
gacagccttc
tgagcccctg
ggacagtgat
gatccgagac
tggaaatgca
ggcagccgag
cacacctgat
cagcagcctc
ccgggacggce
ccctcgacaa
acggcgaggc
ccacaaggac
gggctgttcc
caaccctttg
cgcctceacc
cacacttcag
cagccctgcet
gaccgtgaca
gactgaggct
ccgtccaaag
cactgtggac
caccagcctg
ctccctgaag
ggccacaaat
ggtccaggtg
ggtacacaca
ccaggagtcg
ctatcattgc
cctccacgtg
tggacgactg
gctccacggg
ctctcccagg
tatgctggag
ggcctcagcet
9¢gggagggg
cacctacaca
caacgtcaca
accccgectce
gacctacctc
ccgeecgecc
agcctctgtce
tttctacagc
gctggagggt
cacagtgacc
cggtcgttgg
tcatgcaggce
tgctgeccctg
cagggccaga
ggccctatct
agggacaggc
tgcaggtgat
cgggcggttg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4149
4200
4260
4320
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caggtagaag
ctgaacctca
tggttctgga
gtggctcgtg
gcctctgetce
ttcgtggagc
ctcgccagec
gctcctgeag
gaggcgctga
tctgcctcta
cagctgctct
gcectgetaca
gagatggctt
acctcaacct
aagtggccag
tgcccgecte
tcttgeecce
acactgaaga
atttctcect
ctttggttagg
cagagtatca
attttatttt
aggatccttc
ccatggcccc
cacacccatg
ccattggcetg
gtttttattt
agctcatccc
cagtgcccat
gaagaggtga
gggagagagc
ccctgaaaga
actaccttac
tcctgctcca
cctgtgtcgg
cagggaccaa
gatggtgtga
agtggggagt
tgtagccgag
gactcttgct
aaaaaaqaaaa

<210> 14
<211> 1709
<212> PRT

gtgcacgcgt ggtggcagag
gctgecgect cectggatgge
atgaccggcg gctgcacgeg
ctcaagctgg gatgtaccac
cagtcatgct ccgtgtgcetce
ctgagggtgg cctccggggc
tgactctcca ccttggcagt
agccacacat ccatgtcctg
ggcccagega ccaaggggaa
cctccaccta ctttggggtc
gggtcctggg actgctggtg
cctggagaag gaggcgtgtt
ttcagaaaga gaccacgcag
gtgccccacc cctgggetga
aatctgtgat gactccagcc
tacgaaaaca gctctgtgac
ccaaaaatgg gtggtgagag
gcactgagct gatctcgetc
caaaggaagc cctgcccttt
attgcagcat cctgcatcect
gtcagecctge tctaacaaga
tctcteccac getagtctgg
tatcttcctt ttctctatcce
gctttgtcca catgccctcc
cccatggtgg acgcaactca
gagtattgtc acatggctac
tgagtccaga ggacatttgg
tgagactttt gacattgttg
ctactgaggg ccagggtgtg
tcactctcac actaagactg
atgccaggca gtggagttgc
agagatgccc tcattcccac
tggcccttac aagagtggag
gatgcatctc tgttcatgac
gctgttaaag agaatgagtt
caggagagag ctcttgagtg
ggagcgaaga gccctctgcet
tgccacagga gctaacacgc
gccgeaccct cccteattec
gggagcccgt ccagaatgtc
aaaaaa

<213> homo sapiens

<300>

<308> GenPept/NP_075556

<309> 2001-02-13

<313> (1)..(1709)

<400> 14

ES 2567 561 T3

cctggectgg
cctgggectg
gagcctgtgc
tgcctggetg
taccctccca
atcctggatt
cgactgotgg
gcttcecccca
tacatctgtt
agagccctgce
ggcctecctge
tgtaagcaga
ctcattgatc
ccagtggtgt
tatgaatgtg
atctgacttt
gtctgcccag
tctecttctct
cacatccttc
cagaggctca
gaccaaatac
ctgttacgat
ctaaaatgat
agccagaaga
gaagctgcac
tgcaagctac
aattggactt
ggaatgccac
ccectggeca
aggaaataaa
ctaagcagac
caccacccce
ggcagacaca
tgtgtgagct
accaagaagg
ggctagtgac
ctaggatttg
tgggaggcag
aggctcattc
ctcccaataa

acgtgcctga
tgggcaactc
ccactctcgc
agctccccac
agacgcccac
gccgagtgga
cctccagtca
atgccctgag
ctgcctcaaa
accgcctgea
tcctgetgtt
gcatgggcga
ctgatgcagc
tgcctgecect
aatgaggcag
ttatgacctg
gagggtottg
ggatctcctc
tcctcgaaag
ccaaggcatt
agtgacttca
ggtttatgat
gcctttgatt
aggaagagtg
aggacttttc
aagggagact
ccaaaggact
cagcaggcca
ttctggttgt
aaaggtttgg
atccttgtge
cctaccecca
gatgttgtca
cctgtecttt
aatgacgtgc
tcccectgea
ggttgaaaaa
ttgggagcgg
attttcatgc
aactccatcc

gggcgcetgcec
cacctttgca
cttcacccac
tggggctgcet
catgatggtc
cagcgagceceg
gcecccagggt
ggtggacatc
tgtcctggge
tcagttccag
gggcctgggg
gaattcggtg
cacatgtgag
ccggaggaga
tgttgagtcc
gcecccaagcec
accctggagg
ccttctctec
tcaccctgga
ctgtattcaa
acatgataga
gttggggctc
gtgaggctca
gaggtagaag
cactcacttc
gggaaatgta
cccaactgtg
tgttttgtct
gggcttcctg
tgttttccta
cagatttggc
gggactgggt
gcatccttat
tcctggagac
ccctgcgaat
gcctggtgga
cagagagaga
gtgaactttg
tccattgeca
tatgacgcaa

MGFLPKLLLL ASFFPAGQAS WGVSSPQDVQ GVKGSCLLIP CIFSFPADVE VPDGITAIWY

37

4380

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6736

60



YDYSGQRQWV SHSADPKLVE
EVNRWSDVKG TLVTVTEEPR
ARSVTFNSQK FEPTGVGHLE
VKILLSPSGR NILPGELVTL
GVYTCQAENG VGSLVSPPIS
YKNHVLLEDA HSHTLRLHLA
LETQAGLVGI LHCSVVSEPL
LEETDSGEYK CSATNSLGNA
ARFSWYLNGA LLHEGPGSSL
PTFTTRLDLD AAGAGAGRRG
PRMKVTKAPN LLRVEIHNPL
EGTEANLTCN VSREAAGSPA
GAQLSTPVLL SVLYPPDRPK
GPQVPSHGRF QAKAEANSLK
SPSPELQEGQ AVVLSCQVHT
QAQAPGSATT SLAAPISLHV
DRLVASTLQG VGGPEGSSPR
DFDAQAVNVQ VWPGATVREG
VRDATSYRCG VGPPGRAPRL
AQLALSHAGR LLASSTAASV
VRVILAPEAA VPEGAPITVT
AYSCQAQDAQ GTRSSRPAAL
HDGKVLATSS GVHSLASGTG
QVEGARVVAE PGLDVPEGAA
VARAQAGMYH CLAELPTGAA
LASLTLHLGS RLVASSQPQG
SASTSTYFGV RALHRLHQFQ
EMAFQKETTQ LIDPDAATCE

ARFRGRTEFM
VPTIASPVEL
TLHMAMSWQD
TCQVNSSYPA
LHIFMAEVQV
TRADTGFYFC
ATLVLSHGGH
TSTLDFHANA
LLPAASSTDA
LLLCRVDSDP
LEEEGLYLCE
NFSWFRNGVL
LSALLDMGQG
LEVRELGLGD
GVPEGTSYRW
SYAPRHVTLT
LHVAVAPNTL
QLVNLTCLVW
SRPITLDVLY
PNTLRLELRG
CADPAAHAPT
QVLYAPQDAV
HVQVARNALR
LNLSCRLLGG
ASAPVMLRVL
APAEPHIHVL
QLLWVLGLLV
TSTCAPPLG
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GNPEHRVCNL LLKDLQPEDS
LEGTEVDFNC STPYVCLQEQ
HGRILRCQLS VANHRAQSEI
VSSIKWLKDG VRLQTKTGVL
SPAGPILENQ TVTLVCNTPN
EVQNVHGSER SGPVSVVVNH
TLASTSGDSD HSPRFSGTSG
ARLLISPAAE VVEGQAVTLS
GSYHCRARDG HSASGPSSPA
PARLQLLHKD RVVATSLPSG
ASNALGNAST SATFNGQATV
WAQGPLETVT LLPVARTDAA
HMALFICTVD SRPLALLALF
SGSYRCEATN VLGSSNTSLF
YRDGQPLQES TSATLRFAAI
TLMDTGPGRL GLLLCRVDSD
RLEIHGAMLE DEGVYICEAS
TTHPAQLTYT WYQDGQQRLD
APRNLRLTYL LESHGGQLAL
PQPRDEGFYS CSARSPLGQA
LYTWYHNGRW LQEGPAASLS
LSSFRDSRAR SMAVIQCTVD
LQVQDVPAGD DTYVCTAQNL
PGPVGNSTFA WFWNDRRLHA
YPPKTPTMMV FVEPEGGLRG
ASPNALRVDI EALRPSDQGE
GLLLLLLGLG ACYTWRRRRV

38

GSYNFRFEIS
VRLQWQGQDP
HLQVKYAPKG
HLPQAAWSDA
EAPSDLRYSW
PPLTPVLTAF
PNSLRLEIRD
CRSGLSPTPD
VLTVLYPPRQ
GGCSTCGGCS
LAIAPSHTLQ
LYACRILTEA
HGEHLLATSL
FQVRGAWVQV
TLTQAGAYHC
PPAQLRLLHG
NTLGQASASA
AHSIPLPNVT
VLCTVDSRPP
NTSLELRLEG
FLVATRAHAG
SEPPAELALS
LGSISTIGRL
EPVPTLAFTH
ILDCRVDSEP
YICSASNVLG
CKQSMGENSV



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2567 561 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar la permisividad de una célula o células para el virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (VSRRP), comprendiendo dicho método determinar la expresion de CD163 y de sialoadhesina
en dichas células, en el que las células que tienen expresion tanto de CD163 como de sialoadhesina se identifican
como células permisivas para VSRRP.

2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que la expresion de CD163 y de sialoadhesina se determina a nivel del
acido nucleico o de proteina.

3. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la proteina CD163 es cualquier proteina
homdloga de mamifero o artificial que es al menos 70% idéntica a CD163 porcino con SEC ID NO:2, incluyendo
fragmentos biolégicamente activos de la misma que contienen al menos un dominio rico en cisteina del receptor
depurador (SRCR) y que retienen la actividad de la proteina de longitud completa.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la proteina sialoadhesina es cualquier
proteina homdloga de mamifero o artificial que es al menos 70% idéntica a sialoadhesina porcina con SEC ID
NO:10, incluyendo fragmentos biolégicamente activos de la misma que retienen la actividad de la proteina de
longitud completa al ser capaces de unirse a VSRRP.

5. Un método para generar una célula o células permisivas para VSRRP, comprendiendo dicho método tratar dichas
células para producir una expresién tanto de CD163 como de sialoadhesina.

6. Un método segun la reivindicacion 5, en el que la proteina CD163 es cualquier proteina homologa de mamifero o
artificial que es al menos 70% idéntica a CD163 porcino con SEC ID NO:2, incluyendo fragmentos bioldgicamente
activos de la misma que contienen al menos un dominio rico en cisteina del receptor depurador (SRCR) y que
retienen la actividad de la proteina de longitud completa, y/o en el que la proteina sialoadhesina es cualquier
proteina homdloga de mamifero o artificial que es al menos 70% idéntica a sialoadhesina porcina con SEC ID
NO:10, incluyendo fragmentos biolégicamente activos de la misma que retienen la actividad de la proteina de
longitud completa al ser capaz de unirse a VSRRP.

7. Un método segun las reivindicaciones 5 o 6, en el que la expresion de CD163 y/o de sialoadhesina se logra
mediante la introduccién de acido nucleico exégeno.

8. Un método segun la reivindicacion 5 o 6, en el que la expresion de CD163 y/o de sialoadhesina se logra mediante
tratamiento quimico.

9. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que la célula o células se seleccionan del
grupo que consiste en células de insecto, células de levadura, células de rifidn porcino (PK), células de rifion felino
(FK), células testiculares de cerdo (ST), células de rifion de mono verde africano (células MA-104, MARC-145,
VERO, y COS), células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifidn de hamster recién nacido, células 293
humanas, fibroblastos 3T3 murinos, y plataformas de produccion a base de plantas.

10. Una linea celular permisiva para VSRRP, caracterizada dicha linea celular por la expresién tanto de CD163
como de sialoadhesina, con la condicion de que dicha linea celular no sea la célula hospedante natural, es decir, las
subpoblaciones conocidas de macréfagos bien diferenciados, en particular los macréfagos alveolares que son las
células diana primarias de VSRRP.

11. Una linea celular segun la reivindicacion 10, seleccionandose dicha linea celular del grupo de células continuas
que consisten en células testiculares de cerdo, células de rifién de cerdo, células PK15 (CCL-33), células SK-RST
(CRL-2842)), cultivos de células epiteliales, queratinocitos de piel, células HEK001 (CRL-2404), células CCD1102
(CRL-2310)), células Vero (CCL-81), fibroblastos de pulmédn fetales humanos, células HFL1 (CCL-153)), células de
pulmén embridnicas humanas, células HEL299 (CCL-137)), células de ovario de hamster chino (CHO), y células de
rindn embridnicas humanas (HEK).

12. Una linea celular segun la reivindicacion 10, en la que dicha linea celular consiste en células no permisivas para
VSRRP, tales como, por ejemplo, células PK-15, CHO, BHK-21 y Hek293t, que expresan tanto Sn como CD163; en
una realizacion particular, las células CHO que expresan de forma estable sialoadhesina y CD163 depositadas el 14
de mayo de 2008 en la Belgian Coordinated Collections of Microorganisms como CHO-Sn/CD163 IC5, CHO-
Sn/CD163ID9 y CHO-Sn/CD163 IF3, con los numeros de acceso respectivos LMBP 6677CB, LMBP 6678CB y
LMBP 66779 CB.

13. Un método para preparar un cultivo de VSRRP, comprendiendo dicho método a) proporcionar una célula o linea
celular identificada usando los métodos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o generada usando los
métodos segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9; b) infectar dicha célula o linea celular con un virus de
SRRP; y c) cosechar dicho virus a partir del cultivo celular.
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14. Un método segun la reivindicacion 13, que comprende ademas la etapa de inactivar el virus cosechado a partir
del cultivo celular.

15. Un método para determinar la infeccion con VSRRP, en un sujeto, comprendiendo dicho método: a) poner en
contacto una célula o linea celular, identificada usando los métodos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4, o generada usando los métodos segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, con una muestra tomada de dicho
sujeto; b) cultivar dichas células para permitir la replicacion del virus; y c) identificar la presencia de VSRRP en dicho
cultivo celular usando anticuerpos especificos del virus o determinando los titulos de virus en el medio.

16. Uso de una linea celular segun la reivindicacion 10, 11 o 12, en un método para identificar compuestos
antiviricos frente a VSRRP.
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Fig.3 - continuacion
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Fig.3 - continuacion
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Fig.4
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Fig.5
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Fig.6
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Fig.7 A
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