VACUNA CONTRA LA GARRAPATA DEL GANADO BOVINO

REIVINDICACIONES

1- Vacuna contra la garrapata del ganado bovino caracterizada
por contener dos proteinas denominadas BmO5 y Bm86uy,
caracterizadas por tener las secuencias de aminoacidos SEQ ID
NO: 1 y SEQ ID NO: 2 respectivamente, originarias de la
garrapata del ganado bovino, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus; un adyuvante oleoso o metalico, en un vehiculo

fisioldgicamente aceptable

2- Vacuna contra la garrapata del ganado bovino, de acuerdo con
la reivindicacion 1, caracterizada porque las proteinas son
obtenidas por purificacidén a partir de tejidos de garrapatas,
sintetizadas quimicamente o producidas en otros organismos a

través de técnicas de ADN recombinante

3- Vacuna contra la garrapata del ganado bovino, de acuerdo con
las reivindicaciones 1 y 2, caracterizada porque las
proteinas estan presentes en una concentracioén de 0,01 a 5,0
mg / ml.

RESUMEN
"Vacuna contra la garrapata del ganado bovino que contienen dos
proteinas o péptidos derivados", que se caracteriza por dos
antigenos de garrapatas aisladas de Rhipicephalus microplus.
Estos antigenos, las proteinas BmO5 y Bm86uy estan aisladas de
tejidos de garrapatas y se caracteriza porque comprende las
secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, las
cuales no tienen ninguna funcion biologica conocida. ELl uso

como inmundgenos de estas proteinas obtenidos por purificaciodn



a partir de tejidos de garrapatas, sintetizados quimicamente o
producidos en otros organismos por medio de técnicas de ADN,
son capaces de generar una respuesta inmunoldgica de protecciodn
en el ganado bovino y pueden utilizarse como antigenos en
vacunas para prevenir la infestacion contra 1la garrapata del
ganado bovino Rhipicephalus microplus, solo o en combinacidn

con otros antigenos.

VACUNA CONTRA LA GARRAPATA DEL GANADO BOVINO

[001] Se refiere a la presente invencidn, 1la identificacion vy
caracterizacion de dos antigenos de 1la garrapata del ganado
bovino, Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Los antigenos
aislados, denominados BmO5 y Bm86uy, caracterizado porque
comprende las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO: 1 y SEQ ID
NO: 2, no tienen ninguna funcion bioldgica conocida. El uso de
este antigeno como inmundégeno en el ganado es capaz de inducir
una respuesta inmune de tal manera que los antigenos se pueden
usar como una vacuna para prevenir la infestacion, solo o en
combinacion con otros antigenos que ya se han descripto o que
se describiran.

[602] En 1la actualidad, Brasil es uno de 1los mayores
productores de carne en el mundo, tiene un rebafio de ganado de
200 millones de <cabeza, produciendo aproximadamente 8,5
millones de toneladas de carne y de leche 23 mil millones por

afo. La garrapata del ganado bovino Rhipicephalus microplus es



uno de 1los ectoparasitos mas importantes de 1los rebafios de
ganado del estado de Rio Grande Do Sul, causando diversos dafos
en el cuero debido a la reaccion inflamatoria en el sitio de
fijacion de la garrapata asi como la caida de la produccion de
leche y carne, 1la cual es la principal fuente de proteina
consumida en pais.

[603] El control inmunologico ha surgido como una tecnologia
adicional en el control de este parasito. Sin embargo, el éxito
de esta estrategia depende de 1la identificacidon de genes y
caracterizacion funcional de las moléculas de sefial
fisioldégica. Ensayos de inmunizacion con diferentes antigenos
de parasitos proporcionan evidencia de que el control de estos
ectoparasitos se puede lograr mediante la vacunacion. También
es necesario, ademas de la identificacion de proteinas capaces
de inducir una respuesta inmune protectora, el conocimiento de
los mecanismos de respuesta inmune del huésped.

[604] La viabilidad del uso de la vacuna contra la garrapata se
ha reforzado por 1la observacion de que 1los anticuerpos
funcionales presentes en 1la sangre del ganado vacunado, se
encuentran también en la hemolinfa de las garrapatas
alimentadas de éste ganado. Sin embargo, Llos antigenos de
investigacion con potencial protector es un reto importante
para el desarrollo de una vacuna siendo estudiada por varios
grupos de investigacion. La eficacia de las vacunas comerciales
gue usan Bm86, una proteina del intestino de la garrapata del

ganado bovino R. microplus identificado por un grupo de



investigacion de Australia varia entre 51% y 91%, dependiendo
de las caracteristicas de 1la poblacion de garrapatas y el
estado nutricional del ganado. Se ha sugerido que la variaciodn
observada en 1la eficacia de las vacunas comerciales entre
diferentes regiones del mundo se debe a la secuencia de las
variaciones entre las diferentes cepas de Bm86 de R. microplus.
El analisis génico en Argentina de Bm86 de poblaciones de
garrapatas mostraron alto polimorfismo y se determindé que en
éstas poblaciones Bm86 es una proteina soluble en lugar de una
proteina de membrana como fue descripto en garrapatas de
Australia y Cuba, haciendo que estas garrapatas de argentina
sean resistentes al efecto de la vacunacidon. Para superar esta
resistencia, una nueva vacuna recombinante fue producida sobre
la base de gen Bm95 (homéloga a 1la Bm86)pero como proteina
soluble. Esta vacuna fue eficaz para proteger de 1las
infestaciones por garrapata del ganado, tanto en Argentina como
en Cuba. Posteriormente, a partir del analisis Bm86 vy
evaluacién in silico algunas propiedades de la proteina tales
como potenciales péptidos hidrofobos e hidrofilos sintéticos se
han desarrollado derivados de esta glicoproteina. Estos
péptidos, usados como antigenos de 1la vacuna en el ganado
mostraron una eficacia entre 81% y 35%.

[605] Debido a que las formulaciones utilizando el Bm86 como
antigeno de la vacuna no siempre confiere niveles de proteccidn
apropiado para el control de R. microplus, varios grupos de

investigacion han estado tratando de identificar nuevos



antigenos candidatos para el control de esta especie y otras
especies de garrapata . En consecuencia, se han descrito otras
proteinas con potencial de vacuna que estimulan el sistema
inmune del huésped para intervenir en las diversas etapas del
ciclo de vida de la garrapata. Varios grupos han podido aislar
y caracterizar proteinas de garrapatas presentes en diferentes
vias metaboOlicas que, cuando se utilizan como inmunogenos de
vacunas inducen proteccion contra la infestacion por R.
microplus. Analisis de las poblaciones de garrapatas de Uruguay
y Brasil mostraron 1la presencia de polimorfismos en el gen
Bm86, incluso en las zonas del gen que se consideraban
importantes para el desarrollo de la proteccidén inmunolégica en
los animales. Con el fin de evitar la baja eficacia de las
vacunas basadas en Bm86, nuestro grupo de investigacidon aislo
la region del gen Bm86 de garrapatas nativas de Uruguay llamado
Bm86uy y a partir de eéste material g¢génico se produjo la
proteina recombinante correspondiente al gen presente en estos
aislamientos.

[606] Una proteina sin funcion bioldégica conocida, HQO5 se
describe en 1la garrapata Haemaphysalis qinghaiensis. Esta
proteina fue capaz de inducir una respuesta inmune protectora
en conejos contra la infestacidén por las garrapatas
H.qinghaiensis. Cuando se compara con la secuencia de
aminoacidos HQO5 se relaciona con un aislado secuencia de
Boophilus annulatus (Ba®5) con quien tiene un alto grado de

similitud. Un analisis posterior mostré 1la presencia de



proteinas similares en Hyalomma dromedarii sp y Rhipicephalus
Sp con un peso molecular similar a la obtenida en B. annulatus,
sugiriendo que el gen Ba®5 se conserva entre especies. La
proteina recombinante (rHg05) de 1la garrapata Haemaphysalis
ginghaiensis se utiliz0 para inmunizar ovejas. La vacunacioéon de
las ovejas con rHgO5 1llevé a una proteccidén inmunoldgica contra
las infestacidn contra H. ginghaiensis, 1o que resultd en una
reduccion del 40% del numero de huevos producidos por 1las
garrapatas en comparacion con el grupo control. Estos
resultados mostraron que rHgO5 podria ser un buen candidato
para ser incluido en una vacuna contra las garrapatas.
Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha detectado la
presencia de una proteina homologa (Bm@5) en garrapatas R.
microplus. La proteina recombinante BmO5 se expresdé en gran
escala, purificada y caracterizada. La proteina BmO5 tiene un
alto grado de conservacion con otras proteinas similares como
HqO05, que hace que sea un candidato interesante para el
desarrollo de una vacuna contra varias especies de garrapatas.
La proteina BmO5 en asociacion con Bm86uy fue utilizada para
realizar ensayos de vacunacion en el ganado bovino.

[607] Sin embargo, incluso con todas estas declaraciones de que
la inmunizacion puede ser un método eficaz para el control de
garrapatas, las vacunas contra las garrapatas se deben emplear
en un contexto de control integrado, es decir, en combinacidn
con acaricidas, ya que los métodos de vacunacidn disponibles en

la actualidad no confieren proteccidén o inmunidad total.



[608] La clonacion de las regiones codificantes de la Bm@5 vy
Bm86uy se 1llevaron a cabo utilizando las técnicas de RT-PCR.

Para la clonacion de ambos genes, se utilizaron primers basados

en regiones conocidas de genes de otros organismos y también de
R. microplus presentes en las bases de datos publicos. Se
utilizo la técnica de PCR para amplificar las secuencias de
codificacion de la proteina a partir de cDNA de los tejidos de
R. microplus a partir de productos de PCR que correspondian a
fragmentos de 513 pb y 1950 pb, en referencia a las secuencias
de codificacion del ADNc de BmO5 Bm86uy, respectivamente. Los
fragmentos génicos de Bm86uy y BmO5 se clonaron en el plasmido
pPGEM-T, y posteriormente se transformaron E. coli (cepa DH5).
Los plasmidos recombinantes fueron extraidos por 1la técnica
miniprep y posteriormente se determinaron 1las secuencias de
acidos nucleicos de los genes BmO@5 y Bm86uy. Las secuencias de
aminoacidos predictas de BmO5 y Bm86Uy de R. microplus fueron
verificadas por analisis comparativos con 1las secuencias
obtenidas del GenBank. La clonacion de las regiones
codificantes del BmO5 y Bm86uy en plasmidos para la expresion
de las proteinas recombinantes se realizaron utilizando
técnicas de PCR. Para la clonacion, primers especificos para
los genes se utilizaron en la reaccion de PCR para amplificar
las secuencias de codificacion insertadas en 1los plasmidos
PGEM-T. Los productos obtenidos por PCR correspondia a
fragmentos de 531 y 1968 bp, referentes a las secuencias

codificadoras del cDNA de Bm@5 y Bm86uy respectivamente y la



adicion al final de 18 nucleotidos codificantes de 6
aminoacidos de histidina.

Los fragmentos se clonaron en vectores de PET y las bacteria E.
coli (cepa DH5) se transformaron con los plasmidos resultantes.
Los plasmidos recombinantes se extrajeron por la técnica
miniprep y se determind las secuencias de acidos nucleicos de
las mismas. Las secuencias de aminoacidos predichas de Bm0O5 vy
Bm86uy R. microplus se corroboraron mediante 1la verificacion
cruzada con secuencias que se obtuvieron del GenBank.

[009] Las bacterias E. coli cepa TOP10 fueron transformadas con
las construcciones resultantes (pET-BmO5 y pET-Bm86uy) por el
método de electroporacion. A partir de las colonias bacterianas
transformadas, una colonia de cada plasmido se inoculdé en 1,5
ml de LB que contiene ampicilina y se cultivO durante 16 horas
a 37 ° C con agitacion constante. Los plasmidos recombinantes
fueron extraidos por miniprep y las secuencias de acidos
nucleicos fueron determinadas por secuenciacion.

[0010] La bacteria E. coli cepa BL21 (DE3) y BL21 (DE3) RIL se
transformaron por electroporacion para la insercion del
plasmido recombinante pET-Bm@5 y PpET-Bm86uy, respectivamente.
Las bacterias transformadas se cultivaron en placas que
contenian agar LB y ampicilina y se incubaron durante 18 horas
a 37 ° C. Una colonia aislada de cada transformante se inoculo
en 25 ml de medio SOB que contenia ampicilina (100 ug.mL-1) vy
cultivadas 18 horas a 37 ° C con agitacion de 180 rpm. Después

del cultivo, 1las células se recogieron por centrifugacion a



5000 g durante 5 minutos a 4 ° C y se resuspendieron en medio
fresco sin antibidticos y se utilizaron para inocular 500 ml de
medio SOB. Estos cultivos se incubaron a 37 ° C con agitaciodn
de 180 rpm hasta que alcanzaron la densidad oOptica de 0,6 a una
longitud de onda de 600 nm. Para la induccion de la expresion
de proteinas, se afadi6 isopropil-B-D-galactésido (IPTG) a una
concentracion final de 1 mM y el cultivo se incub0 durante 4
horas a 37 ° C. Las células cultivadas se centrifugaron a
10.000 g durante 10 minutos a 4 ° C y el pellet se resuspendio
en 20 ml de 20 tampon fosfato de sodio mM, pH 7,4 que contiene
1 mg / ml de lisozima, y se incubaron durante una hora a 37 °
C. Las células se congelaron y descongelaron tres veces. La
muestra se descongeld en el ultimo ciclo y se centrifugo
(12.000 x g durante 20 min) para recoger el sobrenadante. E1
sedimento se lavdé con tampon de fosfato 20 mM, imidazol 30 mM y
0,5 M NaCl, pH 7,4 y se centrifugd a 10.000 g durante 10
minutos y se recogio6 el sobrenadante. El tampon de lavado se
repitié y se recogio el sobrenadante y se centrifugdé a 12.000 g
durante 30 minutos a 4 ° C. El sobrenadante se filtro con
filtros de porosidad 0,45 m y se separ0 por métodos
cromatograficos en columna de una resina con metal inmovilizado
(niquel) previamente lavada con agua destilada y se equilibro
con tampon de fosfato 20 mM, imidazol 30 mM y NaCl 0, 5 M, pH
7,4. Después de la aplicacidén de 1la muestra, las proteinas
bacterianas unidas se lavaron con tampon de 15 ml de 20 mM de

fosfato, imidazol 30 mM y 0,5 M NaCl, pH 7,4. Las proteinas



recombinantes se eluyeron con tampon de elucidén (fosfato 20 mM,
pH 7,4, 0,5 M NaCl, imidazol 200 mM) para obtener 1la proteina
recombinante purificada BmO5 y Bm86uy.

[6011] Las secuencias deducidas de la BmO5 y Bm86uy contiene
171 a 674 aminoacidos y masa molecular predicha de 19,1 kDa y
70 kDa, respectivamente.

[6012] Para probar la capacidad de Bm@5 y Bm86uy de inducir una
respuesta inmune protectora, bovinos de 6 meses se inocularon
por via intramuscular 3 veces con intervalos de 10 dias entre
cada inoculacidén. Los indéculos se prepararon con 200 ug de la
proteina recombinante BmO5 y 100 ug de la proteina
recombinante Bm86uy mezcladas en adyuvante Montanide 888 vy
Marcol 52. Después de 15 dias de la ultima inoculacion, los 3
bévinos que fueron usados como controles negativos (inoculadas
con adyuvante + buffer fosfato salino fisiologico (PBS)) vy 3
bovinos vacunados con la preparacion arriba mencionada con las
proteinas Bm86uy y la proteina Bm@5 fueron infectados con 6000
larvas de 1la garrapata del ganado bovino R. microplus. Los
animales se mantuvieron en boxes individuales y las garrapatas
gue completaron el ciclo bioldégico en el huésped se recogieron,
se contaron y se pesaron. Muestras diarias de al menos 5 g de
hembras repletas obtenidos para cada animal bovino, se
incubaron a 282C con un 85% de humedad relativa para realizar
la puesta de huevos. Después de 20 dias de postura, la masa de
huevos se pes0 y se los comparo con los huevos de la postura

inicial con el objetivo de obtener el % y numero de huevos que



se transformaron en larvas. Ademas al final del periodo de
incubacidén, las larvas se separaron y se pesaron.

[6013] La eficacia de antigenos BmO@5 y Bm86uy en la induccidn
de una respuesta inmune protectora en el ganado bovino se
calculd utilizando la formula:

[6014] Eficacia (%) = 100 [1- (CRT x CRO CRF)] donde: CRT:
corresponde al coeficiente de reduccidén de hembras gravidas o
teledginas ; CRO: corresponde al coeficiente de reduccidén de la
ovipostura o postura de huevos de las hembras gravidas; CRF: es
el coeficiente de reduccion de la fertilidad de los huevos o de
los huevos que se transformaron en nuevas larvas.

[6015] E1l coeficiente de reduccidon en el numero de hembra
gravidas o teleogenas (CRT) se calcula como la relacion entre
el numero promedio de hembras repletas que completaron el ciclo
en los terneros vacunados y el numero promedio de hembras
repletas que completaron el ciclo en terneros no vacunados
(controles). El1 coeficiente de reduccién de 1la oviposiciodn
(CRO) se calcula como proporciéon de peso medio de 1los huevos
generados durante la colocacion 5 gramos de hembras repletas
gue completaron el ciclo en los terneros vacunados y el peso
medio de los huevos producidos durante la postura de 5 gramos
de hembras repletas que completaron el ciclo de 1los bovinos
vacunados. El coeficiente de reduccion de la fertilidad (CRF)
de 1los huevos se calcula como 1la relacidon entre la suma
promedio del peso de las larvas derivado de los huevos de las

garrapatas hembras (teleogenas) en el ganado vacunado y el



promedio de la suma del peso de las larvas derivado de 1los
huevos de las hembras teleogenas del ganado sin vacunar.

[6016] E1l numero de hembras repletas que completaron el ciclo
en cada bovino identificadas como Garrapatas (N), el indice de
capacidad de desarrollo de las hembras repletas, tomado como
una muestra, que completa el ciclo en cada sector de la carne
(5,0 gramos de hembras repletas) representadas como Garrapatas
(P) y el indice de fertilidad de 1los huevos de 1las hembras
repletas tomadas como muestra de que ha completado el ciclo en
el ganado identificada por dos parametros postura en gramos

(Postura g) y eclosion de huevos (Eclosion de Huevos-g)

[6017] La Tabla I: Resultados de 1la vacunacion del ganado

desafiado con garrapatas.

GRUPO CARRAPATAS CARRAPATAS POSTURA ECLOSION DE
(N) (9) (9) HUEVOS (%)

Control

box 5 1938 541, 44 20,055 86

box 6 1988 562,04 21,275 75

box 7 1751 540, 345 17,065 73

Total 5677 1643, 82 58,395 234

Média 1892 548 19, 46 78

+DP 125 12,22 2,16 0,07

Vacunado

box 8 254 53,278 14,021 2

box 9 736 199, 754 18,498 49

box 10 356 96,795 14, 84 45



Total 1346 349,827 47,359 96

Média 449 116 15,8 32

+DP 254 75,22 2,38 0,15

Diferencia 76, 26. 78, 83. 18, 80. 58,97.

(%)

a) Diferencia (%) = 100 x (1- (valor medio del valor de grupo

vacunado / media del grupo de control)).

b) Relacion entre el peso de las hembras y el peso del huevo.

c) Relacion entre el peso de las larvas y el peso del huevo.

SEM = Desviacion Estandar.

[0018] La capacidad de 1los anticuerpos desarrollados por la
vacunacion con Bm86uy y BmO5 redujeron el numero de garrapatas
y la capacidad de reproduccion de las garrapatas mostrando
claramente la capacidad de éstas dos proteinas recombinantes
para ser usadas como antigenos potenciales para el desarrollo

de vacunas contra la garrapata del ganado bovinos.



LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Nombre del solicitante: Universidad de la Republica
(UDELAR) .

<120> Titulo de la invenciodn: Vacuna contra la garrapata del
ganado bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus que contiene
dos proteinas o péptidos derivados.

<160> Numero de secuencias constantes solicitud: dos (2)
<210> SEQ ID NO: 01

<211> Tamafo: 177 aminoacidos

<212> Tipo: Proteina

<223> Fuente original de la molécula: varios tejidos de
garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplus.

<400> SEQ ID NO: 01

001 Met Val Ala Phe Lys Ala Ala Leu Ile Leu Cys Val Leu 013
014 Val Leu Pro Ala Tyr Ala Gln Thr Ala Gly Ala Glu Pro 026
027 Pro Arg Pro Glu Ile Asn Trp Gly Lys Cys Pro Gln Leu 039
040 Gln Pro Ser Lys Glu Glu Arg Gln Gln Lys Ala Leu Val 052
053 Ile ASp Thr Cys Leu Glu Lys Val Pro Leu Pro Asp Val 065
066 Glu His Ala Asn Glu Thr val Ile Gln Gln His Arg Glu 078
079 Asp Val Thr Thr Cys Ala Leu His Ser Glu Gly Trp Phe 091
092 Asn Lys Asn Gly Gln Tyr Arg Phe Asp Arg Ala Arg Thr 104
105 Glu Ile Leu Asn Lys Lys Leu Ala Ala Asp val Glu Pro 117
118 Lys Val Leu Ala Lys His Asp Glu Cys Lys Lys Glu Ala 130



131 Glu Glu Lys Phe Ala His Gln Phe val Ala Gln val Gln 143
144 Leu Tyr Gln Ala Cys Met Asp Tyr His Ile Ser Gln Ile 156
157 Cys Gly Ile Gln Ile Gln Gly Gly Ala Gly Ala Pro Ala 169
170 His Gly His His His His His His

<210> SEQ ID NO: 02

<211> Tamafio: 656 aminoacidos

<212> Tipo: Proteina

<223> Fuente original de la molécula: garrapatas Rhipicephalus
(Boophilus) microplus intestino.

<400> SEQ ID NO: 02

001 Met Arg Gly Ile Ala Leu Phe Val Ala Ala Val Ser Leu 013
014 Ile Val Glu Cys Thr Ala Glu Ser Ser Ile Cys Ser Asp 026
027 Phe Gly Asn Glu Phe Cys Arg Asn Ala Glu Cys Glu Val 039
040 Val Pro Gly Ala Glu Asp Asp Phe Val Cys Lys Cys Pro 052
053 Arg Asp Asn Met Tyr Phe Asn Ala Ala Glu Lys Gln Cys 065
066 Glu Tyr Lys Asp Thr Cys Lys Thr Arg Glu Cys Ser Tyr 078
079 Gly Arg Cys Val Glu Ser Asn Pro Ser Lys Gly Ser Cys 091
092 Val Cys Glu Ala Ser Asp Asp Leu Thr Leu Gln Cys Lys 104
105 Ile Lys Asn Asp Tyr Ala Thr Asp Cys Arg Asn Ser Gly 117
118 Gly Thr Ala Lys Leu Arg Lys Asp Gly val Ile Gly Ala 130
131 Thr Cys Asp Cys Gly Glu Trp Gly Ala Met Asn Lys Thr 143
144 Thr Arg Asn Cys Val Pro Thr Thr Cys Leu Arg Pro Asp 156
157 Leu Thr Cys Lys Asp Leu Cys Val Lys Asn Leu Leu Gln 169
170 Arg Asp Ser Arg Cys Cys Gln Gly Trp Asn Ser Arg Asn 182
183 Cys Ser Ala Ala Pro Pro Ala Asp Pro Tyr Cys Ser Pro 195



196
209
222
235
248
261
274
287
300
313
326
339
352
365
378
391
404
417
430
443
456
469
482
495
508
521
534
547
560
573
586
599

Gly
Cys
Cys
Arg
Ser
Gln
Gly
Val
Cys
Arg
Gly
Tyr
His
Glu
Val
Leu
Lys
Met
Thr
Lys
Val
Gly
Arg
Asn
Val
Asp
Thr
Lys
Lys
Lys
Ser
Val

Ser
Lys
Arg
Gly
Ile
Thr
Lys
Gly
His
Gln
Pro
Tyr
Ser
Ala
Glu
Ile
Leu
Met
Glu
Asn
Lys
Tyr
Arg
Glu
Tyr
Thr
Cys
Leu
Cys
Asp
Ser

Cys

Pro
Met
Ser
Phe
Pro
Cys
Val
Asp
Glu
Ser
Asn
Tyr
Asp
Ile
Ile
Ala
Gln
Tyr
Ile
Gln
Val
Thr
Ser
Gln
Glu
Lys
Asn
Glu
Pro
Ser
Gly
Lys

Lys
Lys
Thr
Thr
Tyr
Arg
Leu
Lys
Glu
Cys
Val
Met
His
Arg
Leu
Glu
Ala
Pro
Glu
Glu
Asp
Thr
Val
Ser
Asn
Pro
Pro
Cys
Asp
Cys
Gln
Glu

Gly
Glu
Ala
Val
Pro
Pro
Cys
Cys
Phe
Phe
Asn
Val
Cys
Thr
Asn
Lys
Cys
Lys
Glu
Ala
Asn
Thr
Cys
Glu
Gly
Gly
Lys
Val
Asp
Ser
Arg
Lys

Pro
Ala
Lys
Ala
Gly
Thr
Glu
Ile
Thr
Cys
Ile
Ser
Asp
Ser
Cys
Pro
Glu
Leu
Glu
Ala
Leu
Tyr
Lys
Cys
Lys
Glu
Glu
Tyr
His
Glu
Cys

Ser

Asp
Gly
Ala
Glu
Gly
Glu
Cys
Gly
Asp
Pro
Asn
Phe
Trp
Ile
Thr
Leu
His
Leu
Asn
Tyr
Phe
Glu
Ala
Ala
Ala
Ile
Ile
Lys
Glu
Glu
Val
Asp

Gly
Phe
Tyr
Asp
Cys
Asn
Pro
Asp
Cys
Trp
Ala
Thr
Tyr
Gly
Gln
Ser
Pro
Ile
Leu
Lys
Trp
Met
Gly
Asn
Asn
Gly
Gln
Asn
Cys
Asp
Met
Ala

Gln
Val
Glu
Gly
Thr
Cys
Trp
Cys
Gly
Lys
Cys
Pro
Glu
Lys
Asn
Lys
Ile
Lys
Cys
Gly
Phe
Thr
Val
Lys
Cys
Cys
Glu
His
Ser
Asn
Glu
Thr

Cys
Cys
Cys
Ile
Val
Arg
Asn
Val
Val
Ser
Leu
Asn
Asp
Glu
Ile
His
Gly
Lys
Asp
Gln
Gln
Arg
Ser
Gly
Gln
Ile
Cys
Lys
Arg
Gly
Asn
Thr

Lys
Glu
Thr
Thr
Glu
Val
Gln
Glu
Tyr
Arg
Leu
Ile
Arg
Val
Lys
Val
Glu
Asn
Ser
Asn
Cys
Gly
Cys
Gln
Cys
Glu
Gln
Ala
Glu
Lys
Gly
Ala

Asn
His
Cys
Cys
Gln
His
His
Asn
Met
Lys
Asn
Ser
Val
Phe
Ala
Leu
Trp
Ser
Leu
Lys
Ala
Arg
Asn
Ile
Pro
Arg
Asp
Glu
Pro
Cys
Asn

Ser

Ala
Gly
Pro
Lys
Lys
Ala
Leu
Lys
Asn
Pro
Glu
Leu
Leu
Lys
Arg
Arg
Cys
Ala
Leu
Cys
Asp
Leu
Glu
Cys
Pro
Thr
Lys
Cys
Ala
Gln
Ala
Thr

208
221
234
247
260
273
286
299
312
325
338
351
364
377
390
403
416
429
442
455
468
481
494
507
520
533
546
559
572
585
598
611



612 Thr
625 Lys
638 Leu
651 His

Thr
Ser
Leu

His

Thr Lys Ala Lys Asp Lys Asp Pro Asp Pro Gly 624
Ser Ala Ala Ala val Ser Ala Thr Gly Leu Leu 637
Arg Ala Ala Thr Ser Val Thr Ala Ala Ser Leu 650

His His His His



