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das por organismos gram-positivos. Exemplos de condições clínicas causa-

das por infecções bacterianas gram-positivas incluem mastite, septicemia,

pneurnonia, osteomielite, meningoencefalite, linfangite, dermatite, infecções

do trato genital, metrite, doença perinatal, abcessos da pituitária, artrite, bur-

5 site, orquite, cistite e pielonefrite, linfadenite caseosa, tuberculose, linfangite

ulcerativa, erisipela, laminite, doença de tyzzer, tétano, botulismo, enterite,

edema maligno, abraxia, hemoglobinúria baciliar, enterotoxemia. Staphy/o-

coccus spp., em particular, são capazes de infectar muitas espécies diferen-

tes de animais agriculturais e podem causar grandes perdas econômicas.

10 Por exemplo, a indústria de laticinio Norte-americana é estimada perder a-

proximadamente $185 por vaca anualmente devido à mastite, uma doença

frequentemente causada por Staphy/ococcus aureus. Uma vez que há 9,5

milhões de cabeças de vacas leiteiras nos Estados Unidos, o custo anual de

mastite é aproximadamente $1,8 bilhão. lsto é aproximadamente 10% do

15 valor total das vendas de leite das fazendas e cerca de dois-terços desta

perda são devido à produção de leite reduzida em vacas subclinicamente

infectadas. Outras perdas são devido a leite anormal descartado e leite reti-

rado de vacas tratadas com antibiótico, custos de substituição precoce de

vacas afetadas, valor de venda reduzido de vacas selecionadas, custos de

20 fármacos e serviços veterinários e custos de trabalho aumentados. Em adi-

ção à sua prevalência dentro da indústria de laticlnio bovino, a mastite cau-

sada por cocci gram-positivo é também comum entre cabras e ovelha. Do-

enças animais adicionais causadas por S- aureus incluem botriomicose em

cavalos, sinovite purulenta e osteomielite em aves, obstruções nasais em

25 coelhos, abortos em sulno e piemia por carrapato em cordeiros. Outras es-

pécies de staphy/ococci são patógenos de pele principais de canino (S. in-

termedius) e suino (S. hycius). Em espécies de aves, patógenos staphy/o-

cocca/ causam endocardite e septicemia.

lnfecções staphy/ococca/ em seres humanos

30 Staphy/ococcus spp. são também patógenos humanos que cau-

sam uma ampla variedade de infecções. A espécie Staphy/ococcus aureus,

um colonizador comum de mucosa e pele humanas, é um patógeno oportu-
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nístico que pode causar infecções humanas diversas. Por exemplo, S. au-

reus é o agente causador de várias infecções de pele, incluindo impetigo,

furunculose, celulite e sÍndrome da pele escaldada, bem como infecções de

ferida pós-cirúrgica potencialmente fatais. Ainda, a exposição de indivíduos

5 imunocomprometidos à S. aureus em ambientes hospitalares resultou em

infecções de órgão tais como pneumonia, infecções do trato urinário, osteo-

mielite, artrite, bacteremia e endocardite. S. aureus é também o agente cau-

sador de toxinoses, mais notadamente sÍndrome do choque tóxico e er)ve-

nenamento de comida. Envenenamento de comida causado pela enterotoxi-

lO na staphy/ococca/ B é a causa mais comum de doença de origem em comi-

da, ultrapassando até mesmo a salmonelose, a campiiobacteriose e a listeri-

ose. Outras espécies de staphy/ococci também causam doença humana; S.

epidermis, S. haemo/yticus e S. hominis geralmente infectam dispositivos

médicos implantados e S. saprophyticus está associada com infecções do

15 trato urinário em mulheres.

Mecanismos de virulência de staphylococci

Staphy/ococci infectam uma variedade de tecidos hospedeiros e

evadem o sistema imune através da produção de vários tipos de proteínas

secretadas, fatores de virulência expressos na superfície e sistemas metabó-

20 licos planejados para sobrevivência no meio dos recursos limitados e defe-

sas ativas associadas com o ambiente hospedeiro. Colonização é a primeira

etapa necessária no estabelecimento de infecção; vários fatores incluindo

cápsula, ácido lipoteicoico e ácido teicoico são componentes estruturais co-

muns que contribuem para a colonização. Ainda, proteínas de superfície tais

25 como proteína de ligação à fibronectina staphy/ococca/ e proteínas de liga-

ção à sialoproteína óssea se ligam especificamente a componentes do teci-

do hospedeiro. Toxinas são geralmente produzidas dentre os patógenos

staphy/ococcais e são altamente prejudiciais; várias doenças humanas, in-

cluindo envenenamento de alimento, sÍndrome do choque tóxico e condições

30 de pele esfoliativa, são o resultado direto de proteínas de toxina secretada

extracelular. Um único isolato pode codificar genes para 20-30 toxinas secre-

tadas diferentes. Alguns dos produtos de proteína secretada são superantí-
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genos que se ligam não-especificamente à molécula de Classe ll da MHC de

uma célula apresentando antígeno e, simultaneamente, ao receptor de célu-

la T de uma célula T. A ligação induz sinalização de célula T e leva à libera-

ção de níveis altos de fatores pró-inflamatórios, por fim induzindo dano ao

5 hospedeiro devido à resposta imune devastadora. Outra classe de fatores de

virulência expressos na superficie oculta as bactérias do sistema imune hos-

pedeiro. Por exemplo, a Proteína A expressa na superfície de S. aureus ini-

be a opsonização e a fagocitose através da ligação do componente Fc de

anticorpo hospedeiro. Várias proteases, hemolisinas (alfa, beta, gama e del-

lO ta), nucleases, lipases, hialuronidases e colagenase também auxiliam as

bactérias na extração de nutrientes de células circundantes e proteção delas

contra defesas do hospedeiro.

Resistência a antibiótico dentre staphY/ococci

A CDC estima que a cada ano quase 2 milhões de pessoas nos

15 Estados Unidos adquiram uma infecção nosocomiai, resultando em 90.000

mortes anualmente. Dessas infecções fatais, 70% são causadas por bacté-

rias resistentes a antibióticos. O aumento em resistência a antibiótico dentre

as espécies microbianas é particularmente pronunciado em colonizadores de

pele e mucosais tal como S- aureus. Por exemplo, a maioria de S. aureus

20 isolada de ambientes hospitalares é resistente à penicilina e 50% são tam-

bém resistentes às penicilinas semissintéticas, tais como metcilina, nafcilina

e oxacilina. Esses isolados, referidos como MRSA (S- aureus resistente à

meticina) (methici//in resistant S. aureus), foram primeiro vistos nos anos 70

e agora firmemente estabelecidos em ambientes hospitalares. Recentemen-

25 te houve vários casos de infecções por MRSA na comunidade, onde os indi-

víduos infectados não tiveram nenhuma exposição prévia a hospitais e pro-

fissionais de cuidado de saúde. Esta tendência alarmante é intensificada

pelo isolamento de isolatos de MRSA que são menos suscetíveis à vanco-

micina, um glicopeptídeo usado para tratar MRSA. Pouquíssimas linhagens

30 foram mostradas ser verdadeiramente resistentes à vancornicina de acordo

com a definição do CDC de resistência à vancomicina, mas várias linhagens

de MRSA foram caracterizadas como consistindo em subpopulações com
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susceptibilidade reduzida à vancomicina, ou VISA (S. aureus intermediária à

vancomicina) (Vancomycin lntermediate S. aureus). Uma vez que o isola-

mento de linhagens resistentes à vancomicina e intermediárias à vancomici-

na é um desenvolvimento relativamente novo, há poucos dados com relação

5 à sua prevalência em hospitais e/ou na comunidade. Ocasionalmente, VRSA

(S. aureus resistente à vancomicina) (Vancomycin Resistant S. aureus) com

resistência integral à vancomicina e carregando um plasmídeo de resistência

provavelmente adquirido de Enterococcus spp. foi também recuperada de

humanos,

10 Estratéçjias para prevenção e tratamento de infecções por Staphp'lococcus

A emergência de vários patógenos gram-positivos que são resis-

tentes a antibióticos múltiplos tem alimentado os esforços de pesquisa com o

objetivo de desenvolver vacinas preventivas para proteger contra doenças-

As vacinas são projetadas para serem administradas a pacientes a fim de

15 elicitar uma resposta de memoria a longo prazo do sistema imune, de manei-

ra que se o patógeno for encontrado no futuro, o sistema imune pode mais

rapidamente e eficientemente eliminar o patógeno. Até agora, uma vacina

amplarnente protetora contra patógenos gram-positivos associados com vá-

rias doenças humanas, particularmente aquelas doenças associadas com

20 infecções staphy/ococcais, não está disponível. Abordagens de desenvolvi-

mento de vacina para a prevenção de infecções staphy/ococcais incluem

aquelas relatando o uso de componentes de superfície microbiana reconhe-

cendo moléculas de matriz de adesão [MSCRAMMS Nilsson e outros, 1998.

J. C/in. lnvest. 101:2640-9; Menzies e outros, 2002. J. lnfect. Dis. 185:937-

25 43; Fattom e outros, 2004. Vaccine 22:880-7], polissacarídeos de superfície

(Mckenney e outros, 2000; Mckenney e outros, 1999. Science 284:1523-7;

Maira-Litran e outros, 2002. lnfect lmmun. 70:4433-40; Maira-Litran e outros,

2004. Vaccine 22:872-9: Maira-Litran e outros, 2005. lnfect. lmmun. 73 :

6752-62) e exoproteínas mutadas (Lowell e outros, 1996. lnfect. lmmun. 64

30 :4686-93 ; Stiles e outros, 2001. lnfect. lmmun. 69:2031-6; Gampfer e outros,

2002. Vaccine 20:3675- 84), como antígenos em composições de vacina de

subunidade, bem como uma linhagem avirulenta viva (Reinoso e outros,
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2002. Can. J. Vet- Res. 66:285-8) e várias abordagens de vacina de DNA

(Ohwada e outros, 1999. J. Antimicrob. Chemother. 44:767-74); Brouillette e

outros, 2002. Vaccine 20:2348-57; Senna e outros, 2003. Vaccine 21:2661-

6). Embora muitas dessas composições tenham mostrado algum grau de

5 proteção, elas obtiveram pouca proteção cruzada contra Iinhagens staphy/o-

coccais diversas e falharam ainda em elicitar respostas imunes substanciais

em pacientes imunocomprometidos, uma população sob risco importante

para infecções nosocomia is.

As doenças staphy/ococcais mais severas são aquelas media-

lO das pelas exotoxinas pirogênicas superantigênicas (SPES) (Supernantigenic

pyrogenic exotoxins) mencionadas acima que estimulam não-

especificamente células T independentes de apresentação de antígeno. Tais

doenças incluem síndrome do choqL|e tóxico, doença de pele esfoliativa e

possivelmente sÍndrome de Kawasaki. Para essas doenças mediadas por

15 SPE, agentes imunoterapêuticos que reforçam o sistema imune durante uma

infecção ativa são frequentemente mais eficazes do que vacinas, que são

tipicamente administradas antes da infecção. A natureza devastadora da

resposta imune à SPE necessita de redução rápida em atividade de toxina

como o primeiro objetivo em terapia. Até agora, neutralização de toxina em

20 doença mediada por S. aureus foi acompanhada com mais eficácia através

da administração de imunoglobulina humana intravenosa (lVlG) (lntravenous

/mmunog/obu/in), uma preparação de anticorpo humano concentrada, purifi-

cada, de milhares de doadores humanos (Takei e outros, 1993, J. Clin. ln-

vest- 91:602-7; Stohl e Elliot. 1996. Clin. /mmuno/. /mmunopatho/. 79:122-

25 33). A distribuição disseminada de S. aureus, que coloniza aproximadamen-

te 30% de adultos humanos saudáveis, coincide com taxas de exposição

altas para a maioria da população, então o nível de anticorpos antitoxina an-

ti-staphy/ococca/ em lVlG é frequentemente suficiente para neutralizar toxina

o tempo suficiente para estabilizar a resposta imune até que a carga de bac-

30 téria seja reduzida com antibióticos (Schlievert, 2001. J. Al/ergy C/in. /mmu-

no/. 108(4 Supl.):S107-110). Preparações de lVlG de fabricantes múltiplos

foram mostradas neutralizar toxina em ensaios de proliferação com células



""—^~* M z m4H=To7^wm¢j·±o4T=#.=*-=&K8==n4%@r%» E=~È=àà~auú=i=E&úàiü= -' " ' -= '-'"" :G' ' " '-7ie^ -" " '"

WEN

mononucleares de sangue periférico humano, inibir diferenciação de célula B

direcionada por célula T humana induzida por toxina in vitro (Stohl e Elliot.

1996. C/in. lmmunol. /mmunopatho/. 79:122-33; Stohl e Elliott, 1995. J. /m-

muno/ 155:1838-50; Stohl e outros, 1994, J. /mmuno/. 153:117-27) e reduzir

5 secreção de ILA e IL-2 em PBMCs estimuladas com enterotoxina B staph-

y/ococca/ (Takei e outros, 1993, j. C/in. lnvest. 91:602-7; Darenberg e ou-

tros, 2004. C/in. lnfect. Dis. 38:836-42). Terapia com lVlG, com sua habilida-

de comprovada em neutralizar SPE, é agora uma terapia recomendada para

sindrome de Kawasaki e está ganhando preferência como um método de

10 tratamento para sÍndrome do choque tóxico staphy/ococca/ (Schlievert, 2001.

J. A//ergy C/in- /mmuno/. 108 (4 Supl.):S107-110). Uso de lVlG como uma

lavagem imunoprotetora durante cirurgia foi também investigado em camun-

dongos (Poelstra e outros, 2000. Tissue Eng. 6(4):401-411). Embora lVlG

padrão tenha utilidade para limitação do avanço de alguma doença mediada

15 por SPE staphy/ococcal, a segurança, a eficácia e a consistência de prepa-

rações de lVlG humanas geradas a partir de milhares de doadores humanos

não-selecionados permanecem controversas (Baker e outros, 1992. N. Engl.

J. Med. 327:213-9; Miller e outros, 2001, J. A//ergy C/in. /mmuno/. 108:S91-4,

Sacher, 2001. J. A//ergy C/in. /mmuno/. 108:S139-46; Darenberg e outros,

20 2004. C/in. lnfect. Dis. 38:836-42). Ainda, o benefício de IVlG na prevenção

de infecções staphylococcais é duvidável (Baker e outros, 1992. N. Engl. J.

Med. 327:213-9; Hill, H.R. 2000. J. Pediatr. 137:595-7; Darenberg e outros,

2004. Clin. lnfect. Dis. 38:836-42). A fim de aumentar a eficácia de lVlG no

tratamento de infecções staphy/ococcais em certas populações sob risco,

25 uma lgG humana anti-staphy/ococca/ policlonal, selecionada de doador, de-

rivada de plasma, com títulos altos de anticorpo direcionado ao fator A de

coagulação MSCRAMMS staphy/ococca/ (CKA) e proteína G de ligação a

fibrinogênio (Sdi"G) foi criada e testada com sucesso em bebês com peso de

nascimento muito baixo para prevenir sepse staphy/ococca/ (Vernachio e

30 outros, 2003. Antimicrob. Agents Chemother. 47:3400-6; Bloom e outros,

2005. Pediatr. lnfec. Dise. J. 24:858-866; Cappareli e outros, 2005. Antirni-

crob. Agents Chemother. 49:4121-7). Um anticorpo monoclonal humanizado
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específico com relação ao fator A de coagulação MSCRAMM de S. aureus

está também sendo desenvolvido. O anticorpo foi selecionado de um grupo

de milhares de anticorpos anti-ClfA de murino quanto à sua habilidade em se

(igar a CKA de uma maneira que anula ligação de S. aureus à fibronectina

5 humana e foi subsequentemente humanizado através de mutação de resí-

duos direcionados específicos para imitar o anticorpo do subgrupo de linha

germinativa humana homólogo (Hall e outros, 2003. lnfect. lmmun. 71:6864-

70; Domanski e outros, 2005, lnfec. lmmun- 73:5229-32). O anticorpo espe-

cÍfico está sendo projetado para uso em conjunto com antibióticos para o

10 tratamento de várias infecções por S. aureus ameaçadoras à vida severas,

embora estudos em animal também demonstrem um efeito protetor profiláti-

CO.

SUMÁRIO

Em um aspecto, a presente invenção provê composições inclu-

15 indo dois ou mais polipeptideos isolados. Um polipeptídeo isolado na com-

posição tem um peso molecular conforme determinado através de eletrofo-

rese em um gel de poliacrilarnida contendo dodecilsulfato de sódio de 88

kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. Por exempio, uma

composição pode incluir proteínas isoladas de 88 kDa e 55 kDa. Em alguns

20 aspectos a composição pode incluir polipeptideos isolados tendo pesos mo-

leculares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 klja. Os

poiipeptldeos podem ser isoláveis de uma Staphy/ococcus aureus quando

incubados em meios incluindo um quelante de ferro e não-isoláveis quando

cultivados no meio sem o quelante de ferro. A composição protege um ani-

25 mal, tal como um camundongo ou vaca ou ser humano, contra provocação

com uma linhagem de S. aureus tal como, por exemplo, a linhagem ATCC

19636. A composição pode incluir ainda um veículo farmaceuticamente acei-

tável e pode incluir ainda um ou mais polipeptídeos isolados tendo um peso

molecular de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kOa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kOa,

30 43 kDa, 41 kDa ou 40 kDa e isolado de uma S. aureus quando cultivado no

meio sem o quelante de ferro. Em alguns aspectos os polipeptídeos da com-

posição podem ser isolados de S. aureus linhagem ATCC 19636.
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Em algumas modalidades cada polipeptídeo da composição tem

uma impressão digital de massa de pelo menos 8Õ°/o de similaridade com

uma impressão digital de massa de um poIipeptídeo do polipeptideo do

mesmo peso molecular expresso por Staphy/ococcus aureus linhagem

5 ATCC 19636, onde o polipeptídeo é isolável de uma Staphy/ococcus aureus

quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro e não-

isolável quando cultivado no meio sem o quelante de ferro. Por exemplo, o

polipeptídeo isolado com um peso molecular de 88 kDa tem uma impressão

digital de massa de pelo menos 80°/o de simiiaridade com uma impressão

10 digital de massa de um polipeptideo de 88 kDa expresso por Staphy/ococcus

aureus linhagem ATCC 19636 e o polipeptideo isolado com um peso mole-

cular de 55 kDa tem uma impressão digital de massa de pelo menos 8Ó°/o de

similaridade com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 55

kDa expresso por Staphy/ococcus aureus linhagem ATCC 19636.

15 Em outro aspecto, a presente invenção provê composições que

incluem um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80°/o de similaridade de

sequência com uma sequência de aminoácido selecionada de SEQ ID

NO:408 e SEQ ID NO:397. A composição pode incluir ainda pelo menos um

segundo polipeptideo, onde o segundo poiipeptídeo é isolável de uma Sta-

20 phylococcus aureus quando incubada em meios compreendendo um quelan-

te de ferro e não-isolávei quando cultivada nos meios sem o quelante de fer-

ro. Em alguns casos, o segundo polipeptídeo pode incluir urna sequência de

aminoácido tendo pelo menos 8Õ°/o de similaridade de sequência com uma

sequência de aminoácido selecionada de SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:364,

25 SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:386 e SEQ ID NO:149. Em outros casos, o se-

gundo polipeptídeo pode ter um peso moiecular conforme determinado atra-

vés de eletroforese em um gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio

de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. A composi-

ção pode incluir ainda um ou mais polipeptídeos isolados isoláveis de uma

30 S. aureus quando cultivado em meios sem o quelante de ferro e tem um pe-

so molecular de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kOa, 58 kDa, 50 kDa, 44

kDa, 43 kDa, 41 kDa ou 40 kDa
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A presente invenção também provê métodos para uso das com-

posições. Em um aspecto, o método é para tratamento de infecção em um

indivíduo e inclui administração de uma quantidade eficaz de uma composi-

ção da presente invenção a um indivíduo tendo ou sob risco de ter uma in-

5 fecção causada por Staphy/ococcus spp. Em outro aspecto, o método é para

tratamento de um sintoma em um indivíduo e inclui adininistraçâo de uma

quantidade eficaz de uma composição da presente invenção a um indivíduo

tendo uma infecção causada por Staphy/ococcus spp. O indivíduo pode ser

um mamífero tal como um ser humano, cavalo ou vaca. A Staphy/ococcus

10 spp. pode ser S. aureus.

A presente invenção provê ainda métodos para uso de anticor-

po, por exemplo, anticorpo policlonal, que se liga especificamente a polipep-

tídeos da presente invenção, Em um aspecto, o método é para tratamento

de uma infecção em um individuo e inclui administração de uma quantidade

15 eficaz de uma composição a um indivíduo tendo ou sob risco de ter uma in-

fecção causada por Staphy/ococcus spp., onde a composição inclui anticor-

po que se liga especificamente a pelo menos um e, em alguns casos, mais

de um, polipeptideo isolado da presente invenção. Em outro aspecto, o mé-

todo é para tratamento de um sintoma em um indivíduo e inctui administra-

20 ção de uma quantidade eficaz de uma composição a um indivíduo tendo

uma infecção causada por Staphy/ococcus spp., onde a composição inciui

anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um e, em alguns casos,

mais de um, polipeptídeo isolado da presente invenção. O indivíduo pode ser

um mamífero, tal como um ser humano, cavalo ou vaca. A Staphy/ococcus

25 spp. pode ser S. aureus.

São também providos pela presente invenção métodos para di-

minuição da colonização em um indivíduo. Em um aspecto, o método inclui

administração de uma quantidade eficaz de uma composição da presente

invenção a um indivíduo colonizado por uma Staphy/ococcus spp. Em outro

30 aspecto, o método inclui administração de uma quantidade eficaz de uma

composição a um indivíduo colonizado por Staphy/ococcus spp., onde a

composição inclui anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um e,
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em alguns casos, mais de um, polipeptídeo isolado da presente invenção.

A presente invenção provê um kit para detecção de anticorpo

que se Iiga especificamente a um polipeptídeo. O kit inclui, em recipientes

separados, um polipeptídeo isolado da presente invenção e um reagente

5 que detecta um anticorpo que se liga especificamente ao polipeptídeo.

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS

Figura 1. O perfil eletroforético das proteínas de linhagens dife-

rentes de Staphy/ococcus aureus derivadas de espécies diferentes cultiva-

das com e sem ferro (faixas marcadas Fe" e DP, respectivamente).

10 Figura 2. A diferença em mortalidade entre camundongos vaci-

nados e não-vacinados após provocações homóloga e heteróloga com Sta-

phy/ococcus aureus.

Figura 3, Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostram a so-

brevivência percentual após vacinação e provocação homóloga com S. au-

15 reus ATCC 19636.

Figura 4. Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando a so-

brevivência percentual após vacinação e provocação heteróloga com S- au-

reus ATCC 19636.

Figura 5. Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando so-

20 brevivência percentual após imunização passiva e provocação homóloga

com S. aureus ATCC 19636.

Figura 6. Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando so-

brevivência percentual após imunização passiva e provocação heteróloga

com S. aureus Iinhagem 1477.

25 Figura 7. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regula-

do por metal obtido a partir de S. aureus ATCC 19636. (SEQ ID NO:353).

Figura 8. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regula-

do por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:354).

Figura 9. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regula-

30 do por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:355).

Figura 10. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:356).
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Figura 11. A sequência de aminoácido de um poIipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:357).

Figura 12. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:358).

5 Figura 13. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:359).

Figura 14. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:360).

Figura 15. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lO lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:361).

Figura 16. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

Iado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:362).

Figura 17. A sequência de aminoácido de um poIipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:363).

15 Figura 18. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

Iado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:364).

Figura 19. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:365).

Figura 20. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

20 lado por meta! obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:366).

Figura 21. A sequência de aminoácido de um poIipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:367).

Figura 22. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:368).

25 Figura 23. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:369).

Figura 24. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:370).

Figura 25. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

30 lado por metal obtido a partir de S- aureus USA300. (SEQ ID NO:371).

Figura 26. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:372).
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Figura 27- A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:373).

Figura 28. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:374).

5 Figura 29. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:375).

Figura 30. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S- aureus RF122. (SEQ ID NO:376).

Figura 31. A sequência de aminoácido de um poIipeptídeo regu-

lO lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:377).

Figura 32. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:378).

Figura 33. A sequência de arninoácido de um polipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:379).

15 Figura 34. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:380).

Figura 35. A sequência de aminoácido de um poIipeptídeo regLI-

Iado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ÍD NO:381),

Figura 36. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

20 lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:382)-

Figura 37. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

Iado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:383)-

Figura 38. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:384).

25 Figura 39. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:385).

Figura 40. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:386).

Figura 41. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

30 lado por meta! obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:387).

Figura 42. A sequência de aminoácido de um polipeptldeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:388).
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Figura 43. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252- (SEQ ID NO:389).

Figura 44. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:390)-

5 Figura 45. A sequência de aminoácido de um poiipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:391).

Figura 46. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S- aureus JH9. (SEQ ID NO:392).

Figura 47. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lO lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:393).

Figura 48. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:394).

Figura 49. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:395).

15 Figura 50. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S- aureus MSSA476. (SEQ ID NO:396).

Figura 51. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636- (SEQ ID NO:397).

Figura 52. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

20 lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:398).

Figura 53- A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:399).

Figura 54. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:400).

25 Figura 55. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus M\N2. (SEQ ID NO:401)-

Figura 56- A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:402).

Figura 57. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

30 lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:403).

Figura 58. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:404).
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Figura 59. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:405).

Figura 60. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:406).

5 Figura 61. A sequência de aminoácido de um poIipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:407).

Figura 62. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:408).

Figura 63. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lO lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:409).

Figura 64. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:410).

Figura 65. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:411).

15 Figura 66. A sequência de aminoácido de um poIipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:412).

Figura 67. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

Iado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:413).

Figura 68. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

20 lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:414).

Figura 69. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300- (SEQ ID NO:415).

Figura 70. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S, aureus COL. (SEQ ID NO:416).

25 Figura 71. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:417)-

Figura 72. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:418).

Figura 73. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

30 lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:419).

Figura 74. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:420).
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Figura 75. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:421).

Figura 76. A sequência de aminoácido de um polipeptideo regu-

Iado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:422).

5 Figura 77. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2, (SEQ ID NO:423).

Figura 78. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:424)-

Figura 79. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lO lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:425).

Figura 80. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:426).

Figura 81. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ÍD NO:427).

15 Figura 82. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:428).

Figura 83. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo regu-

lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:429).

Figura 84. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

20 lipeptldeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC 19636.

(SEQ ID NO:430).

Figura 85. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

NO:431).

25 Figura 86. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:432).

Figura 87. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

30 ID NO:433).

Figura 88. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

fipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
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NO:434)-

Figura 89. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID

NO:435)-

5 Figura 90. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:436).

Figura 91. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID

10 NO:437).

Figura 92. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptldeo reguiado por metal obtido a partir de S. aureus COL- (SEQ ID

NO:438).

Figura 93. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

15 lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ

ID NO:439).

Figura 94. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

ID NO:440).

20 Figura 95. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ

ID NO:441).

Figura 96. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

25 NO:442).

Figura 97. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:443)-

Figura 98. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-

30 lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:444).

Figura 99. Uma sequência de ácido nucleico codificando um po-
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lipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

NO:445).

Figura 100. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

5 ID NO:446).

Figura 101. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:447).

Figura 102. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

10 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:448).

Figura 103. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptldeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

NO:449).

15 Figura 104. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:450).

Figura 105. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

poIipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

20 ID NO:451).

Figura 106. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.

(SEQ ID NO:452).

Figura 107. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

25 polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

NO:453).

Figura 108, Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:454).

30 Figura 109. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:455).
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Figura 110. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

NO:456).

Figura 111. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

5 poIipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

ID NO:457).

Figura 112. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:458).

10 Figura 113. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:459).

Figura 114. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

15 NO:460).

Figura 115. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:461).

Figura 116. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

20 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

ID NO:462).

Figura 117- Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.

(SEQ ID NO:463).

25 Figura 118. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

NO:464).

Figura 119. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

poIipeptideo regulado por rnetal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

30 NO:465).

Figura 120. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
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ID NO:466).

Figura 121. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

NO:467).

5 Figura 122. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

ID NO:468).

Figura 123. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

10 NO:469).

Figura 124. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:470).

Figura 125- Uma sequência de ácido nucleico codificando um

15 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

NO:471).

Figura 126. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:472).

20 Figura 127. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

ID NO:473).

Figura 128. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.

25 (SEQ ID NO:474).

Figura 129. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

NO:475).

Figura 130. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

30 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:476).

Figura 131. Uma sequência de ácido nucleico codificando um
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polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:477).

Figura 132. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

5 NO:478).

Figura 133. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

ID NO:479).

Figura 134. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

10 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:480).

Figura 135. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:481).

15 Figura 136. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

NO:482).

Figura 137. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

20 (SEQ ID NO:483)-

Figura 138. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

ID NO:484)-

Figura 139. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

25 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S- aureus ATCC19636.

(SEQ ID NO:485).

Figura 140. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

NO:486).

30 Figura 141. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:487).
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Figura 142. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:488).

Figura 143. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

5 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

NO:489).

Figura 144. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

ID NO:490).

10 Figura 145. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:491).

Figura 146. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

15 ID NO:492).

Figura 147. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

NO:493).

Figura 148. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

20 poIipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:494).

Figura 149. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

ID NO:495).

25 Figura 150. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.

(SEQ ID NO:496).

Figura 151. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

30 NO:497).

Figura 152. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
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NO:498).

Figura 153. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metai obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:499).

5 Figura 154. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

poIipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

NO:500).

Figura 155. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

10 ID NO:501).

Figura 156. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:502).

Figura 157. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

15 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:503).

Figura 158. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

NO:504).

20 Figura 159. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:505).

Figura 160. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

25 ID NO:506)-

Figura 161. Curvas de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando

sobrevivência percentual após imunização passiva e provocação homóloga

com S. aureus ATCC 25904. A, provocação intravenosa após vacinação

com rMntC; B, provocação intraperitoneal após vacinação 2x com extrato de

30 SIRP, vacinação 2x com rSlRP7 ou vacinação 3x com rSlRP7; C, provoca-

ção intravenosa após vacinação com rSlRP7.

Figura 162. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-
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gulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:543).

Figura 163. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:544).

Figura 164. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

5 gulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:545).

Figura 165. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:546).

Figura 166. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:547).

10 Figura 167. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:548).

Figura 168. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:549)-

Figura 169. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

15 gulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:550).

Figura 170. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:551)-

Figura 171. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:552).

20 Figura 172. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:553).

Figura 173. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:554)-

Figura 174. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

25 gulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:555).

Figura 175. A sequência de aminoácido de um poíipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:556).

Figura 176. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:557).

30 Figura 177. A sequência de aminoácido de um polipeptideo re-

gulado por metal obtido a partir de S- aureus JH9- (SEQ ID NO:558)-

Figura 178. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-
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gulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:559).

Figura 179. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:560).

Figura 180. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

5 gulado por metal obtido a partir de S- aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:561).

Figura 181. A sequência de aminoácido de um polipeptídeo re-

gulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:562).

Figura 182. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

10 NO:563).

Figura 183. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:564).

Figura 184. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

15 polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:565).

Figura 185. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID

NO:566).

20 Figura 186. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

ID NO:567).

Figura 187. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ÍD

25 NO:568).

Figura 188. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:569)-

Figura 189. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

30 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL- (SEQ ID

NO:570).

Figura 190. Uma sequência de ácido nucleico codificando um
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poIipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:571).

Figura 191. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

5 ID NO:572).

Figura 192. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID

NO:573).

Figura 193. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

10 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID

NO:574).

Figura 194. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ

ID NO:575).

15 Figura 195. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus M\N2. (SEQ ID

NO:576).

Figura 196. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ

20 ID NO:577).

Figura 197. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID

NO:578).

Figura 198. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

25 polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ

ID NO:579).

Figura 199. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID

NO:580).

30 Figura 200. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptídeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.

(SEQ ID NO:581).
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Figura 201. Uma sequência de ácido nucleico codificando um

polipeptldeo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ

ID NO:582).

Figura 202. Western b/ot mostrando ligação de soros convales-

5 centes de camundongo a polipeptídeos regulados por metal produzidos re-

combinantemente.

Figura 203. Um Western b/ot mostrando ligação de soros de

humanos saudáveis a polipeptídeos regulados por metal recombinantemente

produzidos.

10 Figura 204. Um Western b/ot mostrando ligação de soros de

humanos convalescentes a polipeptídeos regulados por metal produzidos

recombinantemente.

Figura 205. Dados de citometria de fluxo mostrando expressão

na superfície de S. aureus DU5875 de polipeptídeos regulados por metal.

15 Figura 206. Indução de citocina seguindo vacinação com rSlRP7

e reestimulação ou com extrato de SIRP ou rSlRP7.

DESCRIÇÃO DETALHADA DE MODALIDADES PREFERIDAS DA INVEN-

ÇÃO

A presente invenção provê polipeptídeos e composições incluin-

20 do polipeptídeos. Conforme aqui usado, "polipeptídeo" refere-se a um polí-

mero de aminoácidos ligado por ligações de peptídeo. Desta maneira, por

exemplo, os termos peptídeo, oligopeptídeo, proteína e enzima são incluidos

na definição de poIipeptideo- Este termo também inclui modificações pós-

expressão do poIipeptídeo, tais como glicosilações, acetilações, fosforilações

25 e similar. O termo polipeptídeo não conota um comprimento específico de

um pollmero de aminoácido. Um poIipeptideo pode ser isolável diretamente

de uma fonte natural ou pode ser preparado com o auxílio de técnicas re-

combinantes, enzimáticas ou químicas. No caso de um polipeptídeo que é

de ocorrência natural, tal polipeptídeo é tipicamente isolado.

30 Um polipeptídeo "isolado" é um que foi removido de seu ambien-

te natural. Por exemplo, um polipeptídeo isolado é um polipeptídeo que foi

removido do citoplasma ou da membrana de uma célula, e muitos dos poli-
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peptideos, ácidos nucleicos e outro material celular de seu ambiente natural

não estão mais presentes.

Um polipeptídeo caracterizado como "isolável" de uma fonte par-

ticular é um polipeptldeo que, sob condições apropriadas, é produzido a par-

5 tir da fonte identificada, embora o polipeptídeo possa ser obtido de fontes

alternativas usando, por exemplo, técnicas recombinantes, quimicas ou en-

zimáticas bem conhecidas daqueles de habilidade comum na técnica. Desta

maneira, caracterização de um polipeptídeo como "isolável" a partir de uma

fonte particular não implica qualquer fonte específica a partir da qual o poli-

lO peptídeo deve ser obtido ou quaisquer condições ou processos particulares

sob os quais o polipeptídeo deve ser obtido.

Um polipeptídeo "purificado" é um que é pelo menos 6Ô°/o livre,

preferivelmente pelo menos 75% livre, e mais preferivelmente pelo menos

90% livre, de outros componentes com os quais eles estão naturalmente

15 associados. Os polipeptídeos que são produzidos fora do organismo onde

eles ocorrem naturalmente, por exemplo, através de meios químicos ou re-

combinantes, são considerados ser isolados e purificados por definição, uma

vez que eles nunca se apresentam em um ambiente natural.

Conforme aqui usado, um "fragmento de polipeptideo" refere-se

20 a uma porção de um polipeptídeo que resulta da digestão de um polipeptí-

deo com uma protease.

A menos que de outra maneira especificado, "um", "uma", "o, a"

e "pelo menos um, uma" são usados intercomutavelmente e significam um

ou mais de um. O termo "compreende" e suas variações não têm um signifi-

25 cado limitante onde esses termos aparecem no relatório e reivindicações.

Um polipeptídeo da presente invenção pode ser caracterizado

por peso molecular, impressão digital de massa, sequência de aminoácido,

ácido nucleico que codifica o poiipeptídeo, atividade imunológica ou combi-

nações de duas ou mais de tais características. O peso molecular de um

30 polipeptídeo, tipicamente expresso em kilodáltons (kDa), pode ser determi-

nado usando métodos de rotina incluindo, por exemplo, filtragem em gel,

eletroforese em gel incluindo eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
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com dodecil sulfato de sódio (SDS), eletroforese capilar, espectrometria de

massa, cromatografia liquida (incluindo HPLC) e cálculo do peso molecular

de uma sequência de aminoácido observada ou prevista. A menos que de

outro modo indicado, peso molecular refere-se a peso molecular conforme

5 determinado através da separação de um polipeptídeo usando um gel de

poliacrilamida SDS tendo um gel de empilhamento de cerca de 4°/0 e um gel

de separação de cerca de 10°6 sob condições de redução e desnaturação-

Conforme aqui usado, uma "impressão digital de massa" refere-

se a uma população de fragmentos de polipeptídeo obtidos de um polipeptí-

1O deo após digestão com uma protease. Tipicamente, os fragmentos de poli-

peptídeo resultantes de uma digestão são analisados usando um método

espectrométrico de massa. Cada fragmento de polipeptídeo é caracterizado

por uma massa, ou por uma razão de massa (m) para carga (z), que é refe-

rida como uma "razão m/z" ou um "valor m/z". Métodos para geração de

15 uma impressão digital de massa de um polipeptídeo são rotina. Um exemplo

de tal método é revelado no Exemplo 13.

Um polipeptídeo da presente invenção pode ser um polipeptídeo

regulado por metal. Conforme aqui usado, um "polipeptídeo regulado por

metal" é um polipeptídeo que é expresso por um micróbio em um nível maior

20 do que quando o micróbio é cultivado em condições com pouco metal com-

parado com o cultivo do mesmo micróbio em condições com alto teor de me-

tal. Condições de baixo teor de metal e alto teor de metal são descritas aqui.

Por exemplo, uma classe de polipeptídeo regulado por metal produzido por

Staphy/ococcus spp. não é expressa em níveis detectáveis durante o cultivo

25 do micróbio em condições com alto teor de metal, mas é expressa em níveis

detectáveis durante o cultivo em condições com baixo teor de metal.

Exemplos de polipeptídeos regulados por metal isoláveis de S.

aureus após cultivo em condições com baixo teor de ferro têm pesos mole-

culares de 88 kOa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kOa, 36 kDa, 35 kDa e 33 kDa. E-

30 xemplos de polipeptídeos regulados por metal isoláveis de S. aureus após

cultivo em condições com baixo teor de cobre ou baixo teor de zinco têm

pesos moleculares de 115 kDa, 88 kDa, 80 kDa, 71 kDa, 69 kOa, 35 kDa, 30
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kDa, 29 kDa e 27 kDa.

Exemplos adicionais de polipeptídeos regulados por metal inclu-

em versões recombinantemente produzidas de polipeptídeos descritos aqui.

Um polipeptídeo recombinantemente produzido pode incluir a sequência de

5 aminoácido inteira traduzível a partir de um transcrito de mRNA. Alternati-

vamente, um polipeptídeo reguiado por metal produzido recombinantemente

pode incluir um fragmento ou porção de toda a sequência de aminoácido

traduzível. Por exemplo, um polipeptídeo regulado por metal produzido re-

combinantemente pode não ter uma sequência clivável em nenhum terminal

10 do polipeptídeo, por exemplo, uma sequência de sinal clivável no terminal

amino do polipeptídeo-

Desta maneira, um polipeptideo regulado por metal pode ser um

polipeptídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada nas, por exem-

plo, SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:364, SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:386,

15 SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:408 e SEQ ID NO:419.

A presente invenção também inclui poIipeptídeos que não são

regulados por metal. Tais polipeptídeos são expressos na presença de um

íon de metal tal como, por exemplo, na presença de cIoreto férrico, e tam-

bém expressos quando cultivados em condições com baixo teor de ferro.

20 Exemplos de tais polipeptldeos isoláveis de S. aureus têm pesos molecula-

res de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa,

41kDae40kDa.

Se um polipeptideo é um poIipeptídeo regulado por metal ou não

pode ser determinado através de métodos úteis para comparação da pre-

25 sença de polipeptídeos, incluindo, por exemplo, filtragem em gel, eletrofore-

se em gel incluindo eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato

de sódio (PAGE-SDS), eletroforese capilar, espectrometria de massa e cro-

matografia líquida incluindo HPLC- Culturas separadas de um micróbio são

cultivadas sob condições de alto teor de metal e sob condições de baixo teor

30 de metal, os polipeptideos da presente invenção são isolados conforme des-

crito aqui e os polipeptídeos presentes em cada cultura são separados e

comparados. Tipicamente, uma quantidade igual de polipeptídeos de cada
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cultura é usada. Preferivelmente, os polipeptídeos são separados usando

um gel de poliacrilamida SDS tendo um gel de empilhamento de cerca de

4°/0 e um gel de separação de cerca de 1O°/o sob condições de redução e

desnaturação. Por exemplo, 30 microgramas (µg) de polipeptídeo total de

5 cada cultura podem ser usados e carregados em cavidades de um gel. Após

ativação do gel e tingimento dos polipeptídeos com Coomasie Brilliant Blue,

as duas faixas podem ser comparadas. Quando determinando se um poli-

peptídeo é ou não expresso em um nível detectável, 30 µg de polipeptídeo

total de uma cultura são separados em um Gel de PAGE-SDS e tingido com

10 Coomasie Brilliant Blue usando métodos conhecidos na técnica. Um polipep-

tídeo que pode ser visualizado pelo olho é considerado ser expresso em um

nível detectável, enquanto um polipeptídeo que não pode ser visualizado

pelo olho é considerado não ser expresso em um nível detectável.

Alternativamente, se um polipeptídeo é regulado por metai ou

15 não pode ser determinado usando análise de expressão de gene baseada

em microdisposição. Culturas separadas de um micróbio são cultivadas sob

condições de alto teor de metal e sob condições de baixo teor de metal, RNA

é extraído das células de cada cultura e diferenças em expressão de RNA

em células cultivadas em condições de alto teor de metal versus expressão

20 de RNA em células cultivadas em condições de baixo teor de metal são de-

tectadas e comparadas. Por exemplo, cDNA marcado pode ser preparado a

partir de 8-10 µg de RNA bacteriano usando protocolos estabelecidos. O

CDNA marcado pode ser aplicado a uma microdisposição do genoma de S.

aureus. Tais microdisposições estão comercialmente disponíveis e expres-

25 são de gene usando tais disposições é rotina.

Os polipeptídeos da presente invenção podem ter atividade imu-

nológica. "Atividade imunológica" refere-se à habilidade de um polipeptídeo

em elicitar uma resposta imunológica em um animal. Uma resposta imunoló-

gica para um poIipeptídeo é o desenvolvimento em um animal de uma res-

30 posta imune mediada por célula e/ou anticorpo para o polipeptídeo. Geral-

mente, uma resposta imunológica inciui, mas não está limitada a, um ou

mais dos efeitos que seguem: a produção de anticorpos, células B, células T
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auxiliares, células T supressoras e lou células T citotóxicas direcionadas a

um epítopo ou epítopos do polipeptídeo. "Epítopo" refere-se ao sítio em um

antigeno ao quai células B e/ou células T especificas respondem de maneira

que anticorpo é produzido. A atividade imunológica pode ser protetora. "Ati-

5 vidade imunológica protetora" refere-se à habilidade de um polipeptídeo em

elicitar uma resposta imunológica em um animal que previne ou inibe infec-

ção por Staphy/ococcus spp., por exemplo, S. aureus. Se um polipeptídeo

tem atividade imunológica protetora pode ser determinado através de méto-

dos conhecidos na técnica tais como, por exemplo, métodos descritos no

10 Exemplo 5, 9 ou 12. Por exemplo, um polipeptldeo da presente invenção, ou

combinação de polipeptídeos da presente invenção, protege um roedor tal

como um camLlndongo contra provocação com Staphy/ococcus spp. Um po-

lipeptídeo da presente invenção pode ter atividade soroativa. "Atividade so-

roativa" refere-se à habilidade de um polipeptideo candidato em reagir com

15 anticorpo presente em soro convalescente de um animal infectado com um

Staphy/ococcus spp., por exemplo, S. aureus. Em alguns aspectos, o soro

convalescente pode ser de um animal infectado com o isolato ATCC 19636,

linhagem SAAVI, linhagem 2176 ou Iinhagem 1477. Os polipeptídeos da

presente invenção podem ter atividade imunorreguladora. "Atividade imunor-

20 reguladora" refere-se à habilidade de um polipeptídeo em agir de uma ma-

neira não-especifica para aumentar uma resposta imune a um antígeno par-

ticular. Métodos para determinação de se um polipeptídeo tem atividade i-

munorreguladora são conhecidos na técnica.

Um polipeptídeo da presente invenção pode ter as característi-

25 cas de um polipeptídeo expresso por um micróbio de referência, isto é, um

polipeptídeo de referência. As caracteristicas podem incluir, por exemplo,

peso molecular, impressão digital da massa, sequência de aminoácido ou

qualquer combinação dos mesmos. O micróbio de referência pode ser um

gram-positivo, preferivelmente um membro da familia Micrococcaceae, pre-

30 ferivelmente Staphylococcus spp., mais preferivelmente Staphy/ococcus au-

reus. Exemplos preferidos de linhagens são detalhados na Tabela 1.
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Tabela 1. Linhagens bacterianas
Célula bacteriana

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

Desiqnação de laboratório

isolato ATCC 19636

linhagem SAAVI

linhagem 1477

linhagem 2176

Quando o micróbio de referência é S. aureus isolato ATCC

19636, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um poIipeptídeo

5 da presente invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38

kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kOa ou 33 kDa e tiver uma impressão digital de

massa que seja similar à impressão digital de massa de um polipeptídeo re-

gulado por metal expresso por um micróbio de referência e tendo um peso

molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa,

10 respectivamente. Preferivelmente, tais polipeptídeos são regulados por me-

tal. Por exemplo, um polipeptídeo candidato pode ser um polipeptideo da

presente invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver uma im-

pressão digital de massa similar à impressão digital de massa de um poli-

peptideo regulado por metal de 88 kDa produzido pela Iinhagem de referên-

15 cia S. aureus isolato ATCC 19636.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

isolato ATCC 19636, um polipeptideo candidato pode ser considerado um

polipeptídeo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido

que seja estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à

20 sequência de aminoácido da SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:364, SEQ ID

NO:375, SEQ ID NO:386, SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:408 ou SEQ ID

NO:419.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

RF 122, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipeptí-

25 deo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é

estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência

de aminoácido da SEQ ID NO:354, SEQ ID NO:365, SEQ ID NO:376, SEQ

ID NO:387, SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:409 ou SEQ ID NO:420.
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Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

Mu50, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um poIipeptídeo

da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é estru-

turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência de

5 aminoácido da SEQ ID NO:355, SEQ ID NO:366, SEQ ID NO:377, SEQ ID

NO:388, SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:410 ou SEQ ID NO:421.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

MRSA252, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipep-

tídeo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é

10 estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência

de aminoácido da SEQ ID NO:356, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:378, SEQ

ID NO:389, SEQ ID NO:400, SEQ ID NO:411 ou SEQ ID NO:422.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

MVV2, um poIipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptídeo

15 da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é estru-

turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência de

aminoácido da SEQ ID NO:357, SEQ ID NO:368, SEQ ID NO:379, SEQ ID

NO:390, SEQ ID NO:401, SEQ ID NO:412 ou SEQ ID NO:423-

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

20 Newman, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipeptí-

deo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é

estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência

de aminoácido da SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:369, SEQ ID NO:380, SEQ

ID NO:391, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:413 ou SEQ ID NO:424.

25 Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

JH9, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptídeo

da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é estru-

turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência de

aminoácido da SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:381, SEQ ID

30 NO:392, SEQ ID NO:403, SEQ BD NO:414 ou SEQ ID NO:425.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

US A300, um poIipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipeptí-
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deo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é

estruturalrnente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência

de aminoácido da SEQ ID NO:360, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:382, SEQ

ID NO:393, SEQ ID NO:404, SEQ ID NO:415 ou SEQ ID NO:426.

5 Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

COL, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipeptídeo

da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é estru-

turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência de

aminoácido da SEQ ID NO:361, SEQ ID NO:372, SEQ ID NO:383, SEQ ID

10 NO:394, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:416 ou SEQ ID NO:427.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

NCTC 8325, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um poli-

peptídeo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido

que é estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à se-

15 quência de aminoácido da SEQ ID NO:362, SEQ ID NO:373, SEQ ID

NO:384, SEQ (D NO:395, SEQ ÍD NO:406, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID

NO:428.

Alternativamente, quando o micróbio de referência é S. aureus

MSSA476, um polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipep-

20 tideo da presente invenção se ele tiver uma sequência de aminoácido que é

estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, à sequência

de aminoácido da SEQ ID NO:363, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:385, SEQ

ID NO:396, SEQ ID NO:407, SEQ ID NO:418 ou SEQ ID NO:429.

Quando o micróbio de referência é isolato de S. aureus SAAVI,

25 um polipeptídeo candidato pode ser considerado um polipeptídeo da presen-

te invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37

kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kOa, e tem uma impressão digital de massa que

é similar à impressão digital de massa de um polipeptídeo expresso por um

micróbio de referência e tendo peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa,

30 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa, respectivamente. Preferivelmente, tais

polipeptídeos são regulados por metal. Por exemplo, um poIipeptídeo candi-

dato pode ser um polipeptídeo da presente invenção se ele tiver um peso
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molecular de 88 kDa e tiver uma impressão digital de massa similar à im-

pressão digital de massa de um polipeptídeo regulado por metal de 99 kDa

produzido pela Iinhagem de referência S. aureus isolato SAAVI.

Quando o micróbio de referência é S. aureus linhagem 2176, um

5 poIipeptídeo candidato pode ser considerado ser um poIipeptídeo da presen-

te invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55

kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa ou 32 kDa e tiver uma impressão digi-

tal de massa que é similar à impressão digital de massa de um polipeptídeo

expresso por um micróbio de referência e tendo um peso molecular de 88

10 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kOa ou 32 kDa,

respectivamente. Preferivelmente, tais polipeptideos são regulados por me-

tal. Por exemplo, um polipeptídeo candidato pode ser um poIipeptídeo da

presente invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver uma im-

pressão digital de massa similar à impressão digital de massa de um poIi-

15 peptídeo regulado por metal de 88 kDa produzido pela linhagem de referên-

cia S. aureus isolato 2176.

Quando o micróbio de referência é S. aureus Iinhagem 1477, um

polipeptídeo candidato pode ser considerado ser um polipeptídeo da presen-

te invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55

20 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa ou 32 kDa e tiver uma impressão digi-

tal de massa que é similar à impressão digital de massa de um poIipeptídeo

expresso por um micróbio de referência e tendo um peso molecular de 88

kDa, 80 kOa, 65 kOa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa ou 32 kDa,

respectivamente. Preferivelmente, tais poIipeptídeos são regulados por me-

25 tal. Por exemplo, um polipeptídeo candidato pode ser um polipeptídeo da

presente invenção se ele tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver uma im-

pressão digital de massa simiiar à impressão digital de massa de um poli-

peptídeo regulado por metal de 88 klja produzido pela linhagem de referên-

cia S. aureus isolato 1477.

30 Conforme aqui usado, um polipeptídeo pode ser "estruturalmen-

te similar" a um polipeptídeo de referência se a sequência de aminoácido do

polipeptídeo possuir uma quantidade especificada de similaridade de se-
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quência e/ou identidade de sequência comparado com o poIipeptídeo de

referência. Um polipeptídeo pode ser também "estruturalmente similar" a um

polipeptídeo de referência se o polipeptideo exibir uma impressão digital de

massa possuindo uma quantidade especificada de identidade comparado

5 com uma impressão digital de massa comparável do polipeptídeo de refe-

rência. Desta maneira, um poIipeptídeo pode ser "estruturalmente similar" a

um polipeptídeo de referência se, comparado com o polipeptídeo de referên-

cia, ele possuir um nível suficier)te de identidade de sequência de aminoáci-

do, similaridade de sequência de aminoácido, similaridade de impressão di-

lO gital de massa ou combinação dos mesmos.

Similaridade de sequência de poIipeptídeo e identidade de sequência de po-

lipeptídeo

Similaridade estrutural de dois polipeptídeos pode ser determi-

nada através do alinhamento dos residuos dos dois polipeptideos (por e-

15 xemplo, um polipeptídeo candidato e qualquer polipeptídeo de referência

apropriado descríto aqui) para otimizar o número de aminoácidos idênticos

ao longo dos comprimentos de suas sequências; lacunas em uma ou ambas

as sequências são permitidas na formação do alinhamento a fim de otimizar

o número de aminoácidos idênticos, embora os aminoácidos em cada se-

20 quência não devam permanecer em sua ordem apropriada. Um poIipeptídeo

de referência pode ser um polipeptídeo descrito aqui ou qualquer polipepti-

deo regulado por metal conhecido, conforme apropriado. Um polipeptldeo

candidato é o polipeptideo sendo cornparado com o polipeptídeo de referên-

cia. Um poIipeptideo candidato pode ser isolado, por exemplo, de um micró-

25 bio, ou pode ser produzido usando técnicas recombinantes ou quimicamente

ou enzimaticamente sintetizado.

A menos que rnodificado como de outra maneira descrito aqui,

uma análise de comparação em par de sequências de aminoácido pode ser

realizada usando o algoritmo BESTFIT no pacote GCG (versão 10.2, Madi-

30 son Wl). Alternativamente, os polipeptídeos podem ser comparados usando

o programa Blastp do algoritmo de pesquisa BLAST 2, conforme descrito por

Tatiana e outros (FEMS M/crobio/ Lett., 174, 247-250 (1999)), e disponível
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no website do National Center for Biotechnology lnformation (NCBI). Os va-

lores de defau/t para todos os parâmetros de pesquisa BLAST 2 podem ser

usados, incluindo matriz = BLOSUM62; penalidade de lacuna aberta = 11,

penalidade de lacuna de extensão = 1, lacuna x_ dropof = 50, esperado =

5 10, tamanho da palavra = 3 e filtragem.

Na comparação de duas sequências de aminoácido, similaridade

estrutural pode ser referida como "identidade percentual" ou pode ser referi-

da como "similaridade" percentual. "ldentidade" refere-se à presença de a-

minoácidos idênticos. "Similaridade" refere-se à presença de não apenas

10 aminoácidos idênticos, mas também a presença de substituições conseNati-

vas. Uma substituição conservativa para um aminoácido em um polipeptideo

da invenção pode ser selecionada de outros membros da classe à qual o

aminoácido pertence. Por exemplo, é bem conhecido na técnica de bioqul-

mica de proteína que um aminoácido pertencente a um agrupamento de a-

15 minoácidos tendo um tamanho ou característica particular (tal como carga,

hidrofobicidade e hidrofilicidade) pode ser substituído por outro aminoácido

sem alterar a atividade de uma proteína, particularmente em regiões da pro-

teína que não estão diretamente associadas com atividade biológica. Por

exemplo, aminoácidos não-polares (hidrofóbicos) incluem alanina, leucina,

20 isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofano e tirosina. Aminoácidos

neutros polares incluem glicina, serina, treonina, cisteína, tirosina, asparagi-

na e glutamina. Os aminoácidos positivamente carregados (básicos) incluem

arginina, lisina e histidina. Os aminoácidos negativamente carregados (áci-

dos) incluem ácido aspártico e ácido glutâmico. Substituições conservativas

25 incluem, por exemplo, Arg por Lys e vice versa para manter uma carga posi-

tiva; Asp por Glu e vice versa para manter uma carga negativa; Thr por Ser

de maneira que um -OH livre seja mantido; e Asn por GIn para manter um

NH2 livre. Da mesma maneira, análogos biologicamente ativos de um poli-

peptídeo contendo deleções ou adições de um ou mais aminoácidos contí-

30 guos ou não-contiguos que não eliminam uma atividade funcional — tal co-

mo, por exemplo, atividade imunológica - do polipeptídeo são também com-

preendidos,
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Desta maneira, conforme aqui usado, referência a um polipeptí-

deo da presente invenção e/ou referência à sequência de aminoácido de

uma ou mais SEQ ID NOS. pode incluir um poIipeptídeo com pelo menos

50%, pelo menos 55°4, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos

5 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos

86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos

9O°/j, pelo menos 91%, pelo menos 92%, peio menos 93°6, pelo menos

94%, pelo menos 95°/o, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%

ou pelo menos 99% de simiiaridade de sequência de aminoácido com a se-

lO quência de aminoácido de referência.

Alternativamente, conforme aqui usado, referência a um polipep-

tídeo da presente invenção e/ou referência à sequência de aminoácido de

uma ou mais SEQ ID NOS. pode incluir um polipeptideo com pelo menos

5Õ°/o, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos

15 70%, pelo menos 75°/o, pelo menos 80%, pelo menos 85°/o, pelo menos

86%, pelo menos 87°/o, pelo menos 88%, pelo menos 89°/o, pelo menos

90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos

94%, pelo menos 9S°/o, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%

ou pelo menos 99°6 de identidade de sequência com a sequência de amino-

20 ácido de referência.

Consequentemente, um polipeptídeo da presente invenção pode

incluir certas variantes incluindo, por exemplo, polipeptídeos homólogos que

se originam — biologicamente e/ou recombinantemente - de espécies ou li-

nhagens microbianas outras que não a espécie ou linhagem microbiana a

25 partir da qual o polipeptídeo foi originalmente isolado e/ou identificado.
Por exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir um poli-

peptídeo geralmente conhecido como formato acetiltransferase (Pfl8). Uma

modalidade deste polipeptídeo é refletida na SEQ ID NO:353- Modalidades

variantes são refletidas nas SEQ ID NO:354, SEQ ID NO:355, SEQ ID

30 NO:356, SEQ ID NO:357, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID

NO:360, SEQ ID NO:361, SEQ ID NO:362 e SEQ ID NO:363.

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir
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um polipeptídeo geralmente conhecido como oligopeptídeo permeasse, pro-

teína de ligação a peptídeo (OppIA). Urna modalidade deste polipeptídeo é

refletida na SEQ ID NO:364. Modalidades variantes são refletidas nas SEQ

ID NO:365, SEQ ID NO:366, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:368, SEQ ID

5 NO:369, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:372, SEQ ID NO:373

e SEQ ID NO:374.

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir

um polipeptídeo geralmente conhecido como proteína de ligação a transpor-

tador ABC de composto sideróforo (SirA)- Uma modalidade deste polipeptí-

lO deo é refletida na SEQ ID NO:375. Modalidades variantes são refletidas nas

SEQ ID NO:376, SEQ ID NO:377, SEQ ID NO:378, SEQ ID NO:379, SEQ ID

NO:380, SEQ ID NO:381, SEQ ID NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID NO:384

e SEQ ID NO:385.

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir

15 um polipeptídeo algumas vezes referido aqui como SYN2. Uma modalidade

deste polipeptídeo é refletida na SEQ ID NO:386. Modalidades variantes são

refletidas nas SEQ ID NO:387, SEQ ID NO:388, SEQ ID NO:389, SEQ ID

NO:390, SEQ ID NO:391, SEQ ID NO:392, SEQ ID NO:393, SEQ ID

NO:394, SEQ ID NO:395 e SEQ ID NO:396.

20 Como outro exemplo, um polipeptideo da invenção pode incluir

um polipeptídeo geralmente conhecido como lipoproteína de ligação a hidro-

xamato férrico (FhuD). Uma modalidade deste polipeptídeo é refletida na

SEQ ID NO:397. Modalidades variants são refletidas nas SEQ ID NO:398,

SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:400, SEQ ID NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID

25 NO:403, SEQ ID NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:406 e SEQ ID

NO:407.

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir

um polipeptídeo algumas vezes referido aqui como SYNI. Uma modalidade

deste polipeptideo é refletida na SEQ ID NO"408. Modalidades variants são

30 refletidas nas SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID NO:411, SEQ ID

NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID NO:415, SEQ ID

NO:416, SEQ ÍD NO:417 e SEQ ID NO:418.



' "' @=—%"^"w=m=="- r"—"'*^"m^&_+ --

41/187

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir

um polipeptídeo geralmente conhecido como proteína de membrana de sis-

tema de transporte de manganês (MntC). Uma modalidade deste poIipeptí-

deo é refletida na SEQ ID NO:419. Modalidades variantes são refletidas nas

5 SEQ ID NO:420, SEQ ID NO:421, SEQ ID NO:422, SEQ ID NO:423, SEQ ID

NO:424, SEQ ID NO:425, SEQ ID NO:426, SEQ ID NO:427, SEQ ID NO:428

e SEQ ID NO:429.

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir

um polipeptídeo geralmente conhecido como lipoproteína transportadora

10 ABC de ferricromo (SStD). Modalidades deste polipeptídeo são refletidas nas

SEQ ID NO:543, SEQ ID NO:544, SEQ ID NO:545, SEQ ID NO:546, SEQ ID

NO:547, SEQ ID NO:548, SEQ ID NO:549, SEQ ID NO:550, SEQ ID NO:551

e SEQ ID NO:552-

Como outro exemplo, um polipeptídeo da invenção pode incluir

15 um polipeptídeo geralmente conhecido como transportador ABC de compos-

to de ferro (FhuD2)- Modalidades deste poIipeptídeo são refletidas nas SEQ

ID NO:553, SEQ ID NO:554, SEQ ID NO:555, SEQ ID NO:556, SEQ ID

NO:557, SEQ ID NO:558, SEQ ID NO:559, SEQ ID NO:560, SEQ ID NO:561

e SEQ ID NO:562.

20 Um polipeptideo da presente invenção pode ser também proje-

tado para prover uma ou mais sequências adicionais tal como, por exemplo,

a adição de sequências de codificação a aminoácidos C-terminais e/ou N-

terminais adicionados que podem facilitar a purificação através de aprisio-

namento em coiunas ou uso de anticorpos. Tais tags incluem, por exemplo,

25 tags ricas em histidina que permitem a purificação de polipeptideos em colu-
nas de níquel. Tais técnicas de modificação de gene e sequências adicionais

adequadas são bem conhecidas na técnica de biologia molecular.

Um polipeptídeo da presente invenção pode ser também proje-

tado de maneira que certos aminoácidos no C-terminal e/ou N-terminal se-

30 jam deletados. Por exemplo, uma diferença entre as sequências de aminoá-
cido de SEQ ID NO:364 e SEQ ID NO:365 é que a SEQ ID NO:365 possui

uma adição de aminoácido 29 N-terminal que não está presente na sequên-
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cia de aminoácido do polipeptídeo de referência da SEQ ID NO:364. Adições

N-terminais exemplares similares, tipicamente variando de a partir de cerca

de 20 aminoácidos a cerca de 35 aminoácidos, são aparentes quando uma

pessoa compara, por exemplo, a sequência de aminoácido do peptídeo de

5 referência da SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:364, SEQ ID NO:375, SEQ ID

NO:386, SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:408 ou SEQ ID NO:419 com certas

modalidades variantes do respectivo polipeptídeo de referência. Outras adi-

ções e/ou deleções de aminoácido, ou no N-terminal ou no C-terminal, são

possÍveis.

10 Uma "modificação" de um polipeptídeo da presente invenção in-

clui polipeptídeos (ou análogos dos mesmos tais como, por exemplo, seus

fragmentos) que são quimicamente ou enzimaticamente derivatizados em

um ou mais aminoácido constituinte- Tais modificações podem incluir, por

exemplo, modificações de cadeia lateral, modificações de estrutura principal

15 e modificações N- e C-terminais tais como, por exemplo, acetilação, hidroxi-

lação, metilação, amidação, e a ligação de porções carboidrato ou lipideo,

co-fatores, e similar, e suas combinações. Os poIipeptídeos modificados da

invenção podem reter a atividade biológica - tal como, por exemplo, ativida-

de imunológica - do poIipeptídeo não-modificado ou pode exibir uma ativi-

20 dade biológica reduzida ou aumentada.

Os polipeptídeos da presente invenção (incluindo seus análogos

biologicamente ativos e suas modificações) incluem polipeptídeos nativos

(de ocorrência natural), recombinantes e quimicamente ou enzimaticamente

sintetizados. Por exemplo, um polipeptídeo da presente invenção pode ser

25 preparado através do isolamento do poIipeptldeo a partir de uma fonte natu-

ral ou pode ser preparado recombinantemente através de métodos bem co-

nhecidos incluindo, por exemplo, preparação como proteínas de fusão em

bactérias ou outras células hospedeiro.

Os polipeptídeos expressos por um micróbio de referência po-

30 dem ser obtidos através do cultivo dos micróbios de referência sob condi-

ções com baixo teor de metal e o subsequente isolamento de um polipeptí-

deo através dos processos revelados aqui. Alternativamente, os polipeptí-
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deos expressos por um micróbio de referência podem ser obtidos através da

identificação de genes expressos em níveis maiores quando o micróbio é

cultivado em condições com baixo teor de metal - isto é, genes regulados

por metal. Os genes regulados por metal podem ser clonados e expressos e

5 os polipeptídeos regulados por metal expressos podem ser identificados a-

través dos processos descritos aqui. Um polipeptídeo candidato pode ser

isolado de um micróbio ou identificado a partir de um micróbio, preferivel-

mente um micróbio gram-positivo, mais preferivelmente um membro da fami-

lia M/crococcaceae, preferivelmente Staphy/ococcus spp., mais preferivel-

lO mente Staphy/ococcus aureus.

Outros micróbios gram-positivos a partir dos quais polipeptídeos

podem ser isolados e/ou identificados incluem Corynebacte/ium spp., Ente-

rococcus spp., E/ysipe|othrix spp-, Kytococcus spp. e Micrococcus spp., My-

cobactetium spp. e E/ysjpe/othrix spp. Um polipeptídeo candidato pode ser

15 também produzido usando técnicas enzimáticas ou químicas.

Similaridade de impressão diqital de massa

Um polipeptideo candidato pode ser avaliado através de análise

de espectrometria de massa para determinar se o poIipeptídeo candidato

tem uma impressão digital de massa similar a um dos polipeptídeos expres-

20 sos por um micróbio de referência e referido acima pelo peso molecular. Ti-

picamente, o polipeptídeo candidato pode ser isolado, por exemplo, através

de separação do polipeptídeo candidato através de eletroforese em gel e

excisão da porção do gel contendo o polipeptídeo candidato. Qualquer mé-

todo de eletroforese em gel que separe polipeptídeos com base em caracte-

25 rísticas diferentes pode ser usado, incluindo eletroforese em gel 1 dimensio-

nal ou 2 dimensional, bem como separação cromatográfica líquida com base

em, por exemplo, hidrofobicidade, pl ou tamanho. O polipeptideo candidato

pode ser fragmentado, por exemplo, através de digestão com uma protease.

Preferivelmente, a protease pode clivar a ligação de peptídeo no lado carbó-

30 xi-terminal do aminoácido lisina e do aminoácido arginina, exceto quando o

aminoácido seguindo a lisina ou a arginina é uma prolina. Um exemplo de tal

protease é tripsina. Métodos para digestão de um polipeptídeo com tripsina
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são rotina e conhecidos na técnica. Um exemplo de tal método é revelado no

Exemplo 13.

Métodos para análise espectrométrica de massa de polipeptí-

deos são rotina e conhecidos na técnica e incluem, mas não estão limitados

5 a, espectroscopia de massa por tempo de voo com dessorção/ionização a

laser auxiliada por matriz (MALDI-TOF MS). Tipicamente, uma mistura con-

tendo os fragmentos de polipeptídeo obtidos de um poIipeptídeo candidato é

misturada com uma matriz que funciona para transformar a energia de laser

para a amostra e produzir fragmentos de polipeptídeo ionizados, preferivel-

lO mente monoisotópicos. Exemplos de matrizes que podem ser usadas inclu-

em, por exemplo, ácido sinapínico ou ácido ciano-4-hidroxicinâmico. Um e-

xemplo de um método para a análise de poIipeptídeos através de MALDI-

TOF MS é descrito no Exemplo 13. Os fragmentos de polipeptídeo ionizados

são separados de acordo com sua razão m/z e detectados para dar um es-

15 pectro de razão m/z versus intensidade. O espectro inclui valores m/z que

representam os fragmentos de polipeptídeo derivados do polipeptldeo can-

didato. Para qua|qLier dado polipeptideo, a quantidade de cada fragmento de

polipeptídeo resultante de uma digestão com tripsina deve ser equimolar. No

entanto, é conhecido que digestão com tripsina não é sempre 100% eficien-

20 te, por exemplo, alguns sÍtios são mais eficientemente cIivados. Desta ma-

neira, quando MALDI-TOF MS é usada para determinar valores m/z, a inten-

sidade de cada valor m/z é tipicamente não-idêntica. Em geral, um espectro

tem um nivel de base de ruldo presente na maior parte do eixo x (isto é, o

eixo tendo os valores das razões m/z). Este nivel de base de ruído varia de-

25 pendendo das condições de atividade e da máquina usada, e é facilmente

identificado através de inspeção visual do espectro. Um valor m/z é geral-

mente considerado representar um fragmento de polipeptídeo quando a in-

tensidade é pelo menos 2 vezes maior, pelo menos 3 vezes maior ou pelo

menos 4 vezes maior do que o nível de base de ruído- O espectro geralmen-

30 te inclui outros valores m/z que são artefatos resultantes de, por exemplo,

digestão incompleta, digestão excessiva, outros polipeptídeos que podem

estar presentes na mistura ou a protease usada para digerir o polipeptídeo
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incluindo valores m/z resultantes de autólise da protease. Este método de

digestão de um polipeptídeo com uma protease é reconhecido na técnica

como resultando em uma impressão digital de massa de maior especificida-

de que pode ser usada para caracterizar precisamente o polipeptídeo e dis-

5 tingui-lo de outros polipeptídeos.
Neste aspecto da invenção, quando um polipeptideo candidato é

analisado através de espectroscopia de massa, preferivelmente ambos o

polipeptldeo candidato e o poIipeptídeo do micróbio de referência são prepa-

rados e analisados juntos, desta maneira diminuindo quaisquer artefatos po-

lO tenciais resultantes de diferenças em manusearnento de amostra e condi-

ções de atividade. Preferivelmente, todos os reagentes usados para preparar

a analisar os dois polipeptídeos são iguais. Por exemplo, o polipeptídeo do

micróbio de referência e o polipeptídeo candidato são isolados sob substan-

cialmente as mesmas condições, fragmentados sob substancialmente as

15 mesmas condições e analisados através de MALDI-TOF MS na mesma má-
quina sob substancialmente as mesmas condições. Um polipeptídeo candi-

dato pode ser considerado ser "estruturalmente similar" a um polipeptídeo de

referência se ele exibir uma impressão digital de massa possuindo pelo me-

nos 80%, pelo menos 9Õ°/o, pelo menos 95% ou substancialmente todos dos

20 valores m/z presentes no espectro do polipeptídeo do micróbio de referência
e acima do nívei de ruído de base estiverem também presentes no espectro

do polipeptídeo candidato. (Vide, por exemplo, Publicação do Pedido de Pa-

tente Norte-Americano No. 2006/0233824 Al).

Em outro aspecto, um polipeptídeo pode ser considerado ser um

25 polipeptídeo da presente invenção se ele tiver um peso molecular de um po-
lipeptideo de referência descrito na Tabela 2, 3, 4 ou 5 e tiver uma impres-

são digital de massa que inclua uma subpopuiação incluindo pelo menos

uma porcentagem especificada dos fragmentos de polipeptideo do polipeptí-

deo de referência conforme listado na Tabela 2, 3, 4 ou 5. Por exemplo, um

30 polipeptídeo da presente invenção inclui um polipeptideo de 88 kDa e uma
impressão digital de massa que inclui uma porcentagem especificada de

fragmentos de polipeptldeo tendo massas de HVDVR (SEQ ID NO: 1), YS-



/

"== ·"--"' '"' '"—4:""" :'""-' '"" ~=%êéaà~=$% ::aam: '"'"" ="'g: ' - "" %Á' 4=====a===Fá& --" :' ·- . .- Y" ,wm. : —S—-j

46/187

YER (SEQ ID NO: 2), IIGDYRR (SEQ ID NO: 3), IFTDYRK (SEQ ID NO: 4),

ELKELGQK (SEQ ID NO: 5), YAQVKPIR (SEQ ID NO: 6), QMQFFGAR

(SEQ ID NO: 7), SMQPFGGIR (SEQ ID NO: 8), VSGYAVNFIK (SEQ ID NO:

9), NHATAWQGFK (SEQ ID NO: 10), LWEQVMQLSK (SEQ ID NO: 11),

5 SLGKEPEDQNR (SEQ ID NO: 12), DGISNTFSIVPK (SEQ ID NO: 13), AG-

VITGLPDAYGR (SEQ ID NO: 14), TSTFLDIYAER (SEQ ID NO: 15),

SMQPFGGIRMAK (SEQ ID NO: 16), THNQGVFDAYSR (SEQ ID NO: 17),

KAGVITGLPDAYGR (SEQ ID NO: 18), TLLYAINGGKDEK (SEQ ID NO: 19),

IEMALHDTEIVR (SEQ ID NO: 20), AGEPFAPGANPMHGR (SEQ ID NO:

10 21), VALYGVDFLMEEK (SEQ ID NO: 22), KTHNQGVFDAYSR (SEQ ID NO:

23), YGFDLSRPAENFK (SEQ ID NO: 24), TSSIQYENDDIMR (SEQ ID NO:
. 25), KAGEPFAPGANPMHGR (SEQ ID NO: 26), RVALYGVDFLMEEK (SEQ

ID NO: 27), LWEQVMQLSKEER (SEQ ID NO: 28), MLETNKNHATAWQGFK
F

(SEQ ID NO: 29), MHDFNTMSTEMSEDVIR (SEQ ID NO: 30), YGNND-

15 DRVDDIAVDLVER (SEQ ID NO: 31), ETLIDAMEHPEEYPQLTIR (SEQ ID

NO: 32), YAQVKPIRNEEGLWDFEIEGDFPK (SEQ ID NO: 33).

A impressão digital de massa de um poiipeptídeo candidato po-

de ser determinada através de um método espectrométrico de massa, por

exemplo, através de MALDI-TOF MS. A impressão digital de massa de um

20 polipeptídeo candidato terá geralmente fragmentos de polipeptídeo adicio-

nais e, então, pode ter valores m/z adicionais outros que não aquelas lista-

dos para um polipeptideo na Tabela 2, 3, 4 ou 5. Quando o polipeptídeo

candidato está sendo comparado com um polipeptídeo na Tabela 2, 3, 4 ou

5, o polipeptídeo candidato pode ser isolável de um micróbio, preferivelmen-

25 te um micróbio gram-positivo, mais preferivelmente um membro da família

Micrococcaceae, preferivelmente Staphylococcus spp., mais preferivelmente

Staphylococcus aureus. Outros micróbios gram-positivos incluem Co/yne-

bacterium spp., Enterococcus spp., Eiysipe/othrix spp., Kytococcus spp-, Lis-

teria spp., Micrococcus spp., and Mycobacterium spp. e Erysipe/othrix spp.

30 Um polipeptídeo candidato pode ser obtido através do cultivo de

um micróbio sob condições de baixo teor de metal e o isolamento subse-

quente de um polipeptídeo através dos processos descritos aqui. Altemati-
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vamente, um polipeptídeo candidato pode ser obtido através de expressão

recombinante de um polinucleotideo que codifica o poIipeptídeo candidato.

É bem conhecido na técnica que modificações de aminoácido

podem ser acidentalmente introduzidas durante o manuseamento da amos-

5 tra, tal como oxidação, e formação de derivados de carbamidometila. Ainda,

esses tipos de modificações alteram o valor m/z de um fragmento de poli-

peptideo. Por exemplo, se um fragmento de polipeptídeo contiver uma meti-

onina que é oxidada, o valor m/z será aumentado em 16 com relação ao

mesmo fragmento que não contém a metionina oxidada. Desta maneira, a-

lO queles fragmentos de polipeptídeo na Tabela 2, 3, 4 ou 5 tendo a notação

"oxidação (M)" têm um valor m/z que é aumentado em 16 com relação ao

mesmo fragmento que não contém a metionina oxidada. É compreendido

que os fragmentos de polipeptídeo da Tabela 2, 3, 4 ou 5 pode ser modifica-

do durante o manuseamento da amostra.

15 Similaridade de sequência de polinucleotídeo e identidade de sequência de

poIinucleotÍdeo

Os polipeptídeos da invenção podem ser também identificados

em termos dos polinucleotídeos que codificam o polipeptídeo. Desta manei-

ra, a invenção inclui polinucleotideos que codificam um polipeptídeo da in-

20 venção ou- hibridizam, sob condições de hibridização padrão, para um poli-

nucleotídeo que codifica um poIipeptídeo da invenção, e os complementos

de tais sequências de polinucleotideo.

Conforme aqui usado, referência a um polinucleotídeo da pre-

sente invenção e/ou referência à sequência de ácido nucleico de uma ou

25 mais SEQ ID NOs. podem incluir polinucleotÍdeos tendo uma identidade de

sequência de pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo

menos 65°/o, pelo menos 70°6, pelo menos 75%, pelo menos 80°6, pelo me-

nos 85%, pelo menos 86°6, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos

89%, pelo menos 9Õ°/o, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos

30 93%, pelo menos 94°/o, peb menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos

97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequência com

uma sequência de polinucleotÍdeo de referência identificada.
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Neste contexto, "identidade de sequência" refere-se à identidade

entre duas sequências de poIinucleotídeo. Identidade de sequência é geral-

mente determinada pelo alinhamento das bases dos dois polinucleotÍdeos

(por exemplo, alinhamento da sequência de nucleotídeo da sequência can-

5 didata e uma sequência de nucleotídeo que inclui, por exemplo, a sequência

de nucleotídeo da SEQ ID NO:474 ou SEQ ID NO:485) para otimizar o nú-

mero de nucleotídeos idênticos ao longo dos comprimentos de suas sequên-

cias; lacunas em uma ou ambas as sequências são permitidas na realização

do alinhamento a fim de otimizar o número de nucleotideos compartilhados,

10 embora o nucleotídeo em cada sequência deva permanecer em sua ordem

própria. Uma sequência candidata é a sequência sendo comparada com

uma sequência conhecida - por exemplo, uma sequência de nucleotídeo

que inclui a sequência de nucleotídeo da, por exemplo, SEQ ID NO:474 ou

SEQ ID NO:485. Por exemplo, duas sequências de nucleotideo podem ser

15 comparadas usando o programa Blastn do algoritmo de pesquisa BLAST 2,

conforme descrito por Tatiana e outros, FEMS Microbiol Lett., 1999; 174:

247-250 e disponível na world wide web em ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Os

valores defau/t para todos os parâmetros de pesquisa BLAST 2 podem ser

usados, incluindo recompensa para compatibilidade = 1, penalidade para

20 faita de compatibilidade = -2, penalidade de lacuna aberta = 5, penalidade de

lacuna de extensão = 2, lacuna x_ dropoff = 50, esperado = 10, tamanho da

palavra = 11 e filtrar-

Por exemplo, um polinucleotÍdeo da invenção pode incluir um

polinucleotídeo que codifica um polipeptídeo geralmente conhecido como

25 formato acetiltransferase (Pfl8). Uma modalidade de tal polinucleotideo é

refletida na SEQ ID NO:430. Modalidades variantes são refletidas nas SEQ

ID NO:431, SEQ ID NO:432, SEQ ID NO:433, SEQ ID NO:434, SEQ ID

NO:435, SEQ ID NO:436, SEQ ID NO:437, SEQ ID NO:438, SEQ ID NO:439

e SEQ ID NO:440.

30 Como outro exemplo, um polinucleotídeo da invenção pode in-

cluir um polinucleotídeo que codifica um polipeptídeo geralmente conhecido

como oligonucleotÍdeo permease, proteína de ligação de peptide (OppIA)-
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Uma modalidade de tal polinucleotÍdeo é refletida na SEQ ID NO:441. Moda-

lidades variantes são refletidas nas SEQ ID NO:442, SEQ ID NO:443, SEQ

ID NO:444, SEQ ID NO:445, SEQ ID NO:446, SEQ ID NO:447, SEQ ID

NO:448, SEQ ID NO:449, SEQ ID NO:450 e SEQ ID NO:451.

5 Como outro exemplo, um polinucleotÍdeo da invenção pode in-

cluir um polinucleotídeo que codifica um polipeptídeo geralmente conhecido

como proteína de Iigação a transportador ABC de composto sideróforo (Si-

rA). Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID NO:452.

Modalidades variantes são refletidas nas SEQ ID NO:453, SEQ ID NO:454,

10 SEQ ID NO:455, SEQ ID NO:456, SEQ ID NO:457, SEQ ID NO:458, SEQ ID

NO:459, SEQ ID NO:460, SEQ ID NO:461 e SEQ ID NO:462.

Como outro exemplo, um polinucleotÍdeo da invenção pode in-

cluir um polinucleotÍdeo que codifica um polipeptídeo referido aqui como

SYN2. Uma modalidade de tal polinucleotídeo é refletida na SEQ ID NO:463.

15 Modalidades variantes são refletidas nas SEQ ID NO:464, SEQ ID NO:465,

SEQ ID NO:466, SEQ ID NO:467, SEQ ID NO:468, SEQ ID NO:469, SEQ ID

NO:470, SEQ ID NO:471, SEQ ID NO:472 e SEQ ID NO:473.

Como outro exemplo, um polinucleotÍdeo da invenção pode in-

cluir um polinucleotídeo que codifica um polipeptídeo geralmente conhecido

20 como FhuD. Uma modalidade de tal polinucleotídeo é refletida na SEQ ID

NO:474. Modalidades variantes são refletidas nas SEQ ID NO:475, SEQ ID

NO:476, SEQ ID NO:477, SEQ ID NO:478, SEQ ID NO:479, SEQ ID

NO:480, SEQ ID NO:481, SEQ ID NO:482, SEQ ID NO:483e SEQ ID

NO:484.

25 Como outro exemplo, um polinucleotídeo da invenção pode in-

cluir um polinucleotídeo que codifica um polipeptideo referido aqui como

SYNI. Uma modalidade de tal poHnucleotídeo é refletida na SEQ ID NO:485.

Modalidades variantes são refletidas nas SEQ ID NO:486, SEQ ID NO:487,

SEQ ID NO:488, SEQ ID NO:489, SEQ ID NO:490, SEQ ID NO:491, SEQ ID

30 NO:492, SEQ ID NO:493, SEQ ID NO:494 e SEQ ID NO:495.

Como outro exemplo, um polinucleotídeo da invenção pode in-

cIuir um polinucleotídeo que codifica um polipeptídeo geralmente conhecido
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como MntC. Uma modalidade de tal polinucleotÍdeo é refletida na SEQ ID

NO:496. Uma modalidade de tal polinucleotídeo é refletida na SEQ ID

NO:496. Modalidades variantes são refletidas nas SEQ ID NO:497, SEQ ID

NO:498, SEQ ID NO:499, SEQ ID NO:500, SEQ ID NO:501, SEQ ID

5 NO:502, SEQ ID NO:503, SEQ ID NO:504, SEQ ID NO:505 e SEQ ID

NO:506.

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invenção pode in-

cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptídeo geralmente conhecido

como lipoproteina transportadora ABC de ferricromo (SStD). Modalidades de

10 tal polinucleotÍdeo são refletidas como SEQ ID NO:563, SEQ ID NO:564,

SEQ ID NO:565, SEQ ID NO:566, SEQ ID NO:567, SEQ ID NO:568, SEQ ID

NO:569, SEQ ID NO:570, SEQ ID NO:571 e SEQ ID NO:572.

Como outro exemplo, um polinucleotÍdeo da invenção pode in-

cluir um polinucleotídeo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido

15 como transportador ABC de composto de ferro (FhuD2). Modalidades de tal

polinucleotídeo são refletidas nas SEQ ID NO:573, SEQ ID NO:574, SEQ ID

NO:575, SEQ ID NO:576, SEQ ID NO:577, SEQ ID NO:578, SEQ ID

NO:579, SEQ ID NO:580, SEQ ID NO:581 e SEQ ID NO:582.

São também providas pela presente invenção preparações de

20 célula integral de um micróbio, onde o micróbio expressa um ou mais dos

poIipeptideos da presente invenção. As células presentes em uma prepara-

ção de célula integral são preferivelmente inativadas de maneira que as cé-

lulas não possam repiicar, mas a atividade imunológica dos polipeptídeos da

presente invenção expressa pelo micróbio é mantida. Tipicamente, as célu-

25 Ias são mortas através de exposição a agentes tal como glutaraldeído, for-

malina ou formaldeído.

Composições

Uma composição da presente invenção pode incluir pelo menos

um polipeptídeo isolado descrito aqui ou vários polipeptídeos que é um intei-

30 ro maior do que um (por exemplo, pelo menos dois, pelo menos três, pelo

menos quatro). Por exemplo, uma composição pode incluir um polipeptídeo

isolado que inclui a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408 e/ou um
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polipeptídeo isolado que inclui a sequência de aminoácido da SEQ ID

NO:397. A menos que um nível específico de similaridade e/ou identidade de

sequência seja expressamente identificado aqui (por exemplo, pelo menos

80% de similaridade de sequência, pelo menos 90% de identidade de se·-

5 quência, etc), referência à sequência de aminoácido de uma SEQ ID NO.

identificada inclui variantes tendo os niveis de similaridade de sequência

e/ou os níveis de identidade de sequência descritos aqui na seção intitulada

"Simi/aridade de sequência de po/ipeptldeo e identi"dade de sequência de

po/ipept/deo".

10 Em algumas modalidades, a composição pode incluir um ou

mais poiipeptideos isolados adicionais. Em algumas modalidades, o polipep-

tídeo ou polipeptídeos isolados adicionais podem incluir um ou mais polipep-

tídeos regulados por metal. Desta maneira, uma composição pode incluir

pelo menos um polipeptideo regulado por metal isolado que inclui uma se-

15 quência de aminoácido mostrada em uma ou mais de SEQ ID NO:353 até

SEQ ID NO:429 e/ou uma ou mais de SEQ ID NO:543 até SEQ ID NO:562.

Adicionalmente ou alternativamente, uma composição pode inciuir pelo me-

nos um polipeptideo regulado por metal isolado tendo um peso molecular de

88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kOa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. Adicionalmente

20 ou alternativamente, uma composição pode incluir pelo menos um polipeptí-

deo isolado regulado por metal que inclui uma sequência de aminoácido co-

dificada por um polinucleotÍdeo que inclui uma sequência de nucleotídeo

mostrada em uma ou mais de SEQ ID NO:430 até a SEQ ID NO:506 e/ou

uma ou mais de SEQ ID NO:563 até a SEQ ID NO:582.

25 Em uma modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:397 (ou uma va-

riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

aminoácido mostradas na SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID

NO:400, SEQ ID NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID

30 NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:406 ou SEQ ID NO:407).

Em outro modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui uma sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:408 (ou uma
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variante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

aminoácido mostradas na SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID

NO:411, SEQ ID NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID

NO:415, SEQ ID NO:416, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID NO:418).

5 Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:419 (ou uma va-

riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

aminoácido mostradas nas SEQ ID NO:420, SEQ ID NO:421, SEQ ID

NO:422. SEQ ID NO:423, SEQ ID NO:424, SEQ ID NO:425, SEQ ID

10 NO:426, SEQ ID NO:427, SEQ ID NO:428 ou SEQ ID NO:429).

Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:375 (ou uma va-

riante da mesma, tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

aminoácido mostradas na SEQ ID NO:376, SEQ ID NO:377, SEQ ID

15 NO:378, SEQ ID NO:379, SEQ ID NO:380, SEQ ID NO:381, SEQ ID

NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID NO:384 ou SEQ ID NO:385).

Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:386 (ou uma va-

riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

20 aminoácido mostradas na SEQ ID NO:387, SEQ ID NO:388, SEQ ID

NO:389, SEQ ID NO:390, SEQ ID NO:391, SEQ ID NO:392, SEQ ID

NO:393, SEQ ID NO:394, SEQ ID NO:395 ou SEQ ID NO:396).

Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:364 (ou uma va-

25 riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

aminoácido mostradas na SEQ ID NO:365, SEQ ID NO:366, SEQ ID

NO:367, SEQ ID NO:368, SEQ ID NO:369, SEQ ID NO:370, SEQ ID

NO:371, SEQ ID NO:372, SEQ ID NO:373 ou SEQ ID NO:374).

Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

30 inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:353 (ou uma va-

riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequências de

aminoácido mostradas na SEQ ID NO:354, SEQ ID NO:355, SEQ ID
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NO:356, SEQ ID NO:357, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID

NO:360, SEQ ID NO:361, SEQ ID NO:362 ou SEQ ID NO:363).

Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

inclui a sequência de aminoácido, ou uma variante da mesma, de qualquer

5 uma das sequências de aminoácido mostradas na SEQ ID NO:543, SEQ ID

NO:544, SEQ ID NO:545, SEQ ID NO:546, SEQ ID NO:547, SEQ ID

NO:548, SEQ ID NO:549, SEQ ID NO:550, SEQ ID NO:551 ou até SEQ ID

NO:552.

Em outra modalidade, a composição inclui um polipeptídeo que

10 inclui a sequência de aminoácido, ou variante da mesma, de qualquer uma

das sequências de aminoácido mostradas na SEQ ID NO:553, SEQ ID

NO:554, SEQ ID NO:555, SEQ ID NO:556, SEQ ID NO:557, SEQ ID

NO:558, SEQ ID NO:559, SEQ ID NO:560, SEQ ID NO:561 ou SEQ ID

NO:562.

15 Em algumas modalidades, a composição pode incluir uma com-

binação de dois ou mais polipeptídeos selecionados do que segue: um poli-

peptídeo SNY, um polipeptídeo MntC, um polipeptídeo FhuD, um polipeptí-

deo SYN2, um polipeptídeo SirA, um polipeptídeo OppIA e um polipeptídeo

Pflb.

20 Desta maneira, a composição pode incluir peio menos um ou

uma combinação que inclui pelo menos dois, pelo menos três, pelo menos

quatro, pelo menos cinco, pelo menos seis ou todos os sete de: um polipep-

tídeo SYNI, um polipeptideo MntC, um polipeptideo FhuD, um polipeptídeo

SYN2, um polipeptídeo SirA, um polipeptideo OppIA e um polipeptídeo Pflb.

25 Composições exemplares que incluem combinações de polipeptídeos são

identificadas na Tabela 6.
I Composição ) SYNI i MntC I FhuD ) SYN2 i siaij6ppüTeiiq
I 2 pPeptídeos* I

1 X X
2 X X
3 X X

N_JTC
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Composição I SYNI i MntC I FhuD i SYN2 i SirA ) OppIA ) Ef!k
6 X X

rN7TrT:'_""_
9 X X

11 I I X ! Í i I I X

)j _J i X X X
15 I i I X l i : : X
16 X X

17 X X

r"r"n"T_m""
19 I I l I I X I X
20 I I I I X I ) X
21 I | i l I X I X

3 pPeptídeos*

22 X X X

23 X X X

24 X X X

25 X X X

26 X X X

27 X X X

~'_T"""a_~NT""<_U"
29 I X I X I i I X
30 I X I X i I : I X
31 I X I I X i X
32 I X I I i X I I X
33 I X i : I X I i I X
34 j X I i I i X I X
35 I X I I i I X i : X
36 X X X

KOUT7TTT'"""
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Composição

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

4 pPeptídeos*

57

58

59

60

61

62

63

64

65

67

68

69

70

71

72

SYN1 I .M.ntC. I .F.h.u.D ! SY,N.2. i .S.1.'A I OÊ!ÊL1A i Ef!k

X : X i l | X
X X X

""T_T"T'U_"I_
X I : X | : X
X X X

"ÕT X X

X ) ; X i l X
X I I ) X _L_ X

X i X i X
X j X l Í X

" i ' i À——L"
X I I X l X
X Í | X I | X
X I I l X I X

X i X I X
X I X I | X
X i | X l X

X i X _L_ X
X I X X I X
X X X X

X X X X

JJÍJÍIN
X X X X

"mn"ru"n_i_
X ) X I I : X i X
X I X I I I X ) I X
X X X X

X X X X

" : i " i " l u"r"
X i I X I X I Í i X
X I I X I | X I X
X i ) X I I X i | X
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Composição

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

5 pPeptídeos*

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

)'x"'x'7':"'
X X X X

"JÁÍJJ'J'
X X i X i i X
X ! X I X l : : X
X X X X

ÁJUSJ!
X X X X

O/J)
X X X X X

TmTmrjTR
X X X X X

X X X X X

X X X X X

{JJJQA
X X X X X

X X X X X

X X X X X

i:
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I Composição I SYNI MntC I FhuD I SYN2 I SirA i OppIA I Pflb

106 X X X X X
107 X X X X X
108 X X X X X

u7jjUjujTiT
111 X X X X X

112 X X X X X

6 pPeptídeos*

113 X X X X X X

114 X X X I X I X X

115 ! X I X l X i X ) I X l X I
116 I X i X | X I ! X Í X I X I
117 X X X X X X

118 X X X X X X

119 X X X X X X

* pPeptídeos = polipeptideos

"X" identifica poIipeptídeos incluídos em uma composição particular.

Em todo o relatório, um poiipeptídeo SYNI pode ser caracteriza-

do por uma ou mais do que segue: uma sequência de aminoácido que inclui

5 a sequência de aminoácido mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:408,

SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID NO:411, SEQ ID NO:412, SEQ ID

NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID NO:415, SEQ ID NO:416, SEQ ID NO:417

ou SEQ ID NO:418, sendo codificada por um polinucleotÍdeo que inclui a

sequência de ácido nucleico mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:485,

10 SEQ ID NO:486, SEQ ID NO:487, SEQ ID NO:488, SEQ ID NO:489, SEQ ID

NO:490, SEQ ID NO:491, SEQ ID NO:492, SEQ ID NO:493, SEQ ID

NO:494, SEQ ID NO:495, e/ou um peso molecular calculado de cerca de

33,1 kDa.

Em todo o relatório, um polipeptídeo MntC pode ser caracteriza-

15 do por um ou mais do que segue: possuir um peso molecular conforme de-

terminado através de SDS-PAGE de 33 kDa, uma impressão digital de mas-

sa de pelo menos 80% similar à impressão digital de massa de um polipeptí-

deo regulado por metal de 33 kDa produzido pela linhagem de referência S.
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aureus isolato ATCC 19636, uma sequência de aminoácido que inclui a se-

quência de aminoácido mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:419, SEQ

ID NO:420, SEQ ID NO:421, SEQ ID NO:422, SEQ ID NO:423, SEQ ID

NO:424, SEQ ID NO:425, SEQ ID NO:426, SEQ ID NO:427, SEQ ID NO:428

5 ou SEQ ID NO:429, sendo codificado por um polinucleotídeo que inclui a

sequência de ácido nucleico mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:496,

SEQ ID NO:497, SEQ ID NO:498, SEQ ID NO:499, SEQ ID NO:500, SEQ ID

NO:501, SEQ ID NO:502, SEQ ID NO:503, SEQ ID NO:504, SEQ ID NO:505

ou SEQ ID NO:506, e/ou peso molecular calculado de cerca de 34,6 kDa.

10 Em todo o relatório, um polipeptídeo FhuD pode ser caracteriza-

do por um ou mais do que segue: uma sequência de aminoácido que inclui a

sequência de aminoácido mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:397,

SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:400, SEQ ID NO:401, SEQ ID

NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:406

15 ou SEQ ID NO:407, sendo codificado por um polinucleotídeo que inclui a

sequência de aminoácido mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:474,

SEQ ID NO:475, SEQ ID NO:476, SEQ ID NO:477, SEQ ID NO:478, SEQ ID

NO:479, SEQ ID NO:480, SEQ ID NO:481, SEQ ID NO:482, SEQ ID NO:483

ou SEQ ID NO:484, e/ou peso molecular calculado de cerca de 35,4 kDa.

20 Em todo o relatório, um polipeptídeo SYN2 pode ser caracteriza-

do por um ou mais do que segue: um peso molecular conforme determinado

através de SDS-PAGE de 36 kDa, uma impressão digital de massa de pelo

menos 80% similar à impressão digital de massa de um polipeptideo regula-

do por metal de 36 kDa produzido pela linhagem de referência S. aureus

25 isolato ATCC 19636, uma sequência de aminoácido que inclui a sequência

de aminoácido mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:386, SEQ ID

NO:387, SEQ ID NO:388, SEQ ID NO:389, SEQ ID NO:390, SEQ ID

NO:391, SEQ ID NO:392, SEQ ID NO:393, SEQ ID NO:394, SEQ ID NO:395

ou SEQ ID NO:396, sendo codificado por um polinucleotídeo que inclui a

30 sequência de ácido nucleico mostrada em qualquer uma da SEQ ID NO:463,

SEQ ID NO:464, SEQ ID NO:465, SEQ ID NO:466, SEQ ID NO:467, SEQ ID

NO:468, SEQ ID NO:469, SEQ ID NO:470, SEQ ID NO:471, SEQ ID NO:472
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ou SEQ ID NO:473, e/ou peso molecular calculado de cerca de 36,5 kDa.

Em todo o relatório, um polipeptideo SirA pode ser caracterizado

por um ou mais do que segue: um peso molecular conforme determinado por

SDS-PAGE de 37 kDa, uma impressão digital de massa de 80°/o simiiar à

5 impressão digital de massa de um polipeptídeo regulado por metal de 37

kDa produzido pela Iinhagem de referência S. aureus isolato ATCC 19636,

uma sequência de aminoácido que inclui a sequência de aminoácido mos-

trada em qualquer uma de SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:376, SEQ ID

NO:377, SEQ ID NO:378, SEQ ID NO:379, SEQ ID NO:380, SEQ ID

10 NO:381, SEQ ID NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID NO:384 ou SEQ ID

NO:385, sendo codificado por um polinucleotídeo que inclui a sequência de

ácido nucleico mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:452, SEQ ID

NO:453, SEQ ID NO:454, SEQ ID NO:455, SEQ ID NO:456, SEQ ID

NO:457, SEQ ID NO:458, SEQ ID NO:459, SEQ ID NO:460, SEQ ID NO:461

15 ou SEQ ID NO:462, e/ou um peso molecular calculado de cerca de 36,6

kOa.

Em todo o relatório, um polipeptídeo OppIA pode ser caracteri-

zado por um ou mais do que segue: um peso molecular conforme determi-

nado através de SDS-PAGE de 55 kDa, uma impressão digital de massa de

20 pelo menos 80% similar à impressão digital de massa de um polipeptídeo

regulado por metal de 55 kDa produzido pela linhagem de referência S. au-

reus isolato ATCC 19636, uma sequência de aminoácido que inclui a se-

quência de aminoácido mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:364, SEQ

ID NO:365, SEQ ID NO:366, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:368, SEQ ID

25 NO:369, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:372, SEQ ID NO:373

ou SEQ ID NO:374, sendo codificado por um polinucleotÍdeo que inclui a

sequência de ácido nucleico mostrada em qualquer uma da SEQ ID NO:441,

SEQ ID NO:442, SEQ ID NO:443, SEQ ID NO:444, SEQ ID NO:445, SEQ ID

NO:446, SEQ ID NO:447, SEQ ID NO:448, SEQ ID NO:449, SEQ ID NO:450

30 ou SEQ ID NO:451, e/ou um peso molecular calculado de cerca de 59,9

kDa.

Em todo o relatório, um polipeptídeo PflB pode ser caracterizado
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por um ou mais do que segue: um peso molecular conforme determinado

através de SDS-PAGE de 88 kDa, uma impressão digital de massa de 8O°/,

similar à impressão digital de massa de um polipeptídeo regulado por metal

de 88 kDa produzido pela linhagem de referência S. aureus isolato ATCC

5 19636, uma sequência de aminoácido que inclui a sequência de aminoácido

mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:354, SEQ ID

NO:355, SEQ ID NO:356, SEQ ID NO:357, SEQ ID NO:358, SEQ ID

NO:359, SEQ ID NO:360, SEQ ID NO:361, SEQ ID NO:362 ou SEQ ID

NO:363, sendo codificado por um po|jnuc|eotÍdeo que inclui a sequência de

10 ácido nucleico mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:430, SEQ ID

NO:431, SEQ ID NO:432, SEQ ID NO:433, SEQ ID NO:434, SEQ ID

NO:435, SEQ ID NO:436, SEQ ID NO:437, SEQ ID NO:438, SEQ ID NO:439

ou SEQ ID NO:440, e/ou um peso molecular calculado de cerca de 84,7

kDa.

15 Em outra modaiidade particular, a composição pode incluir uma

combinação de polipeptídeos tais como. por exemplo, um polipeptídeo MntC,

um polipeptídeo FhuD, um polipeptídeo SirA e um polipeptídeo SYN2 (Com-

posição 77 da Tabela 6), cada polipeptideo sendo caracterizado conforme

descrito imediatamente acima.

20 Em algumas modalidades, uma composição pode incluir um ou

mais polipeptídeos que são produzidos recombinantemente. Por exemplo,

uma composição pode incluir um polipeptídeo Pflb recombinantemente pro-

duzido tal como, por exemplo, um polipeptídeo que inclui a sequência de

aminoácido mostrada na SEQ ID NO:353, embora um polipeptideo Pflb re-

25 combinantemente produzido possa ser caracterizado de qualquer maneira

onde um polipeptídeo Pflb pode ser caracterizado, conforme descrito acima,

em adição a ser recombinantemente produzido. Tal composição pode incluir

um ou mais polipeptídeos recombinantemente produzidos, um ou mais poli-

peptideos isolados de S. aureus ou qualquer combinação dos mesmos.

30 Como outro exemplo, uma composição pode incluir um polipep-

tídeo OppIA recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-

peptídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID
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NO:364, embora um polipeptídeo OppIA recombinantemente produzido

possa ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptídeo OppIA

pode ser caracterizado, conforme descrito acima, em adição a ser recombi-

nantemente produzido. Tal composição pode incluir ainda um ou mais poli-

5 peptídeos recombinantemente produzidos, um ou mais polipeptídeos isola-

dos de S. aureus ou qualquer combinação dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composição pode inciuir um polipep-

tídeo SirA recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um polipep-

tídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID NO:375,

10 embora um polipeptídeo SirA recombinantemente produzido possa ser ca-

racterizado de qualquer maneira onde um poÍipeptídeo SirA pode ser carac-

terizado, conforme descrito acima, em adição a ser recombinantemente pro-

duzido. Tal composição pode incluir ainda um ou mais polipeptídeos recom-

binantemente produzidos, um ou mais polipeptídeos isolados de S. aureus

15 ou qualquer combinação dos mesmos.

Como outro exempb, uma composição pode incluir um polipep-

tídeo SYN2 recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-

peptídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID

NO:386, embora um polipeptídeo SYN2 recombinantemente produzido pos-

20 sa ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptÍdeo SYN2 pode

ser caracterizado, conforme descrito acima, em adição a ser recombinante-

mente produzido. Tal composição pode incluir ainda um ou mais polipeptí-

deos recombinantemente produzidos, um ou mais polipeptídeos isolados de

S. aureus ou qualquer combinação dos mesmos.

25 Como outro exemplo, uma composição pode incluir um polipep-

tídeo FhuO recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-

peptídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID

NO:397, embora um polipeptídeo FhuD recombinantemente produzido possa

ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptídeo FhuD pode ser

30 caracterizado, conforme descrito acima, em adição a ser recombinantemente

produzido, Tal composição pode incluir ainda um ou mais polipeptídeos re-

combinantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isolados de S. au-
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reus ou qualquer combinação dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composição pode incluir um polipep-

tídeo SYNI recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-

peptídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID

5 NO:408, embora um polipeptídeo SYNI recombinantemente produzido pos-

sa ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptídeo SYNI pode

ser caracterizado, conforme descrito acima, em adição a ser recombinante-

mente produzido. Tal composição pode incluir ainda um ou mais polipepti-

deos recombinantemente produzidos, um OLl mais polipeptídeos isolados de

10 S. aureus ou qualquer combinação dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composição pode incluir um polipep-

tídeo MntC recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poii-

peptídeo que inclui a sequência de aminoácido mostrada na SEQ ID

NO:419, embora um polipeptídeo MntC recombinantemente produzido possa

15 ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptídeo MntC pode ser

caracterizado, conforme descrito acima, em adição a ser recombinantemente

produzido. Tal composição pode incluir ainda um ou mais polipeptídeos re-

combinantemente produzidos, um ou mais polipeptídeos isolados de S. au-

reus ou qualquer combinação dos mesmos.

20 Em algumas modalidades, um polipeptídeo recombinantemente

produzido pode representar um fragmento imunologicamente ativo da versão

nativa do polipeptídeo. Um fragmento imunologicamente ativo pode incluir

adições de aminoácido ao terminal amino e/ou terminal carbóxi do núcleo

(por exemplo, a sequência de aminoácido de SEQ ID NO: 353, SEQ ID NO:

25 364, SEQ ID NO: 375, SEQ ID NO: 386, SEQ ID NO: 397, SEQ ID NO: 408

ou SEQ ID NO: 41 9) do fragmento imunologicamente ativo. Em certas moda-

Iidades, qualquer adição ao terminal amino do núcleo do fragmento imunolo-

gicamente ativo pode incluir uma ou mais adições, deleções, substituições

de aminoácido (coletivamente "modificações") ou qualquer combinação de

30 modificação comparado com versão mais longa — por exemplo, tipo selva-

gem ou outra forma nativa - do polipeptídeo- Desta maneira, por exemplo,

em modalidades onde o fragmento imunologicamente ativo inclui SEQ ID
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NO:397, uma adição ao terminal amino da SEQ ID NO:397 pode incluir pelo

menos 1, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, pelo

menos 6, pelo menos 7, pelo menos 8, pelo menos 9, pelo menos 10, pelo

menos 11, pelo menos 12, pelo menos 13, pelo menos 14, pelo menos 15,

5 pelo menos 16, pelo menos 17, pelo menos 18, pelo menos 19, pelo menos

20, pelo menos 21, pelo menos 22, pelo menos 23, pelo menos 24, pelo me-

nos 25 ou pelo menos 26 modificações na adição do terminal amino, por e-

xemplo, aminoácidos 1-26 da SEQ ID NO:399. Como outro exemplo, em

modalidades onde o fragmento imunoiogicamente ativo inclui SEQ ID

10 NO:408, uma adição ao terminal amino da SEQ ID NO:408 pode incluir pelo

menos 1, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4 ou pelo menos 5 rnodi-

ficações na adição do terminal amino comparado com, por exemplo, os ami-

noácidos 1-26 da SEQ ID NO:415.

Quando comparando a similaridade de sequência de aminoácido

15 e/ou identidade de sequência de aminoácido de um polipeptídeo de referên-

cia e um polipeptídeo candidato de um comprimento diferente (por exemplo

um fragmento imunologicamente ativo do polipeptídeo de referência) a simi-

laridade e/ou identidade pode ser computada em um comprimento integral

do polipeptideo mais longo, contando cada residuo de aminoácido de com-

20 primento maior no polipeptídeo mais longo contribuindo como uma divergên-

cia.

Em algumas modalidades, desta maneira, um polipeptideo iso-

lado da invenção pode incluir um polipeptídeo tendo pelo menos 92%, pelo

menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo me-

25 nos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de similaridade e/ou identi-

dade de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO: 397,

contanto que se o polipeptídeo isolado incluir um ou mais aminoácidos adi-

cionais no terminal amino, o um ou mais aminoácidos adicionais incluem

pelo menos uma deleção de aminoácido ou pelo menos uma substituição de

30 aminoácido comparado com os aminoácidos 1-26 da SEQ ID NO:399.

Em outras modalidades, um polipeptídeo isolado da invenção

pode incluir um polipeptídeo tendo peb menos 98% ou pelo menos 99% de
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similaridade e/ou identidade de sequência com a sequência de aminoácido a

SEQ ID NO:408, contanto que se o poIipeptideo isolado incluir um ou mais

aminoácidos adicionais no terminal amino, o um ou mais aminoácidos adi-

cionais incluem pelo menos uma deleção de aminoácido ou pelo menos uma

5 substituição de aminoácido comparado com os aminoácidos 1-5 da SEQ ID

NO:415.

Conforme acima mencionado na seção intitulada Sim/"/aridade de

sequência de po/ipept/deo e identidade de sequência de po/ipept/deo, um

polipeptídeo identificado pela referência à sequência de aminoácido de uma

10 SEQ ID NO: particular pode incluir um polipeptideo com pelo menos 5Õ°/o,

pelo menos 55%, pelo menos 60%, peio menos 65%, pelo menos 70%, pelo
F

menos 75°6, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 86%, peio me-

nos 87°/o, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos

91°/o, pelo menos 92%, pelo menos 93%, peio menos 94%, pelo menos

15 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos
k

99% de similaridade de sequência com a sequência de aminoácido (por e-

xemplo, a sequência de aminoácido provida em uma SEQ ID NO.) e/ou um

polipeptídeo com pelo menos 50°/o, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo

menos 65%, pelo menos 70°6, pelo menos 75%, pelo menos 80°/o, pelo me-

20 nos 85%, pelo menos 86°6, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos

89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos

93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos

97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequência com

a sequência de aminoácido de referência (por exemplo, a sequência de ami-

25 noácido provida em uma SEQ ID NO. especificada).

Um poIipeptídeo recombinaritemente produzido pode ser ex-

presso a partir de um vetor que permite expressão do polipeptídeo quando o

vetor é introduzido em uma célula hospedeiro apropriada. Uma célula hos-

pedeiro pode ser construída para produzir um ou mais polipeptídeos recom-

30 binantemente produzidos da invenção e, então, pode incluir um ou mais ve-

tores que incluem pelo menos um polinucleotideo que codifica um polipeptí-

deo da invenção. Desta maneira, cada vetor pode incluir um ou mais polinu-
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cleotídeos da invenção — isto é, um poIinucleotídeo que codifica um polipep-

tídeo da invenção.

Certas composições tais como, por exemplo, aquelas incluindo

polipeptídeos recombinantemente produzidos, podem incluir um número má-

5 ximo de polipeptídeos. Em algumas modalidades, o número máximo de poli-

peptídeos pode referir-se ao número total máximo de polipeptídeos. Certas

composições podem incluir, por exemplo, não mais do que 50 polipeptídeos

tais como, por exemplo, não mais do que 40 polipeptídeos, não mais do que

30 polipeptídeos, não mais do que 25 polipeptídeos, não mais do que 20

10 polipeptídeos, não mais do que 15 polipeptideos, não mais do que 10 poli-

peptídeos, não mais do que oito polipeptídeos, não mais do que sete poli-
. peptídeos, não mais do que seis polipeptídeos, não mais do que cinco poli-

. peptídeos, não mais do que quatro polipeptídeos, não mais do que três poli-
peptídeos, não mais do que dois polipeptídeos ou não mais do que um poli-

15 peptídeo. Em outras rnodalidades, um número máximo de polipeptídeos re-
.

combinantemente produzidos pode ser especificado de uma maneira similar.

Em ainda outras modalidades, um número máximo de polipeptídeos não-

recombinantemente produzidos pode ser especificado de uma maneira simi-

lar.

20 Uma composição pode incluir polipeptídeos isoláveis de um mi-

cróbio ou podem ser isoláveis de uma combinação de dois ou mais micró-

bios- Por exemplo, uma composição pode incluir polipeptídeos isoláveis de

duas ou mais Staphy/ococcus spp. ou de uma Staphy/ococcus spp e um mi-

cróbio diferente que não é um membro do gênero Staphylococcus. A presen-

25 te invenção também provê composições incluindo uma preparação de célula

integral, onde a célula integral expressa um ou mais dos polipeptídeos da

presente invenção. Por exemplo, a célula integral pode ser uma Staphy/o-

coccus spp. Em alguns aspectos, uma composição pode incluir preparações

integrais de duas, três, quatro, cinco ou seis linhagens.

30 Opcionalmente, um polipeptídeo da presente invenção pode ser

covalentemente Iigado ou conjugado a um poIipeptídeo veículo para melho-

rar as propriedades imunológicas do poIipeptídeo, Polipeptídeos carreadores
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úteis são conhecidos na técnica. O acoplamento químico dos polipeptídeos

da presente invenção pode ser realizado usando métodos conhecidos e de

rotina. Por exemplo, vários reagentes de reticulação homobifuncionais e/ou

heterobifuncionais tais como bis(sulfossuccinimidil)suberato,

5 bis(diazobenzidina), adipimidato de dimetila, pimelimidato de dimetila, supe-

rimidato de dimetila, suberato de dissuccinimidila, glutaraldeído, m-

maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida, sulfo-m-maleimidobenzoil-N-

"idroxissuccinimida, 4-(N-maleimidometil)cicloexano-1-carboxilato de sulfos-

succinimidila, 4-(p-maleimido-fenil)butirato de sulfossuccinimidila e (1-etil-3-

10 (dimetil-aminopropil)carbodiimida podem ser usados (vide, por exemplo, Har-

low e Lane, Antibodies, A Laboratoíy Manual, em geral e Capítulo 5, Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova York, NY (1988)).

As composições da presente invenção incluem opcionalmente

ainda um veículo farmaceuticamente aceitável. "Farmaceuticamente aceitá-

15 vel" refere-se a um diluente, veículo, excipiente, sal, etc, que é compatível
. com os outros ingredientes da composição e não prejudiciais ao seu recipi-

ente. Tipicamente, a composição inclui um veículo farmaceuticamente acei-

tável quando a composição é usada conforme aqui descrito. As composições

da presente invenção podem ser formuladas em preparações farmacêuticas

20 em uma variedade de formas adaptadas para a via de administração esco-

lhida, incluindo vidas adequadas para estimulação de uma resposta imune a

um antigeno. Desta maneira, uma composição da presente invenção pode

ser administrada através de vias conhecidas incluindo, por exemplo, oral;

parenteral, incluindo intradermal, transcutânea e subcutânea; intramuscular,

25 intravenosa, intraperitoneal, etc, e topicamente tal como intranasal, intrapul-

monar, intramamária, intravaginal, intrauterina, intradermal, transcutâ nea e

retalmente, etc, É previsto que uma composição pode ser administrada a

uma superfície mucosal, tal como através da administração à mucosa nasal

ou respiratória (por exemplo, através de um spray ou aerossol), a fim de es-

30 timular imunidade mucosal, tal como produção de anticorpos lgA secretores,

no corpo do animal.

Uma composição da presente invenção pode ser também admi-
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nistrada através de um implante de liberação sustentada ou retardada. Im-

plantes adequados para uso de acordo com a invenção são conhecidos e

incluem, por exemplo, aqueles revelados em Emery e Straub (VVO 01/37810

(2001)) e Emery e outros (WO 96/01620 (1996))- lmplantes podem ser pro-

5 duzidos em tamanhos pequenos o suficiente para serem administrados atra-

vés de aerossol ou spray. lmplantes podem também incluir nanoesferas e

microesferas .

Uma composição da presente invenção pode ser administrada

em uma quantidade suficiente para tratar certas condições conforme aqui

10 descrito. A quantidade de polipeptídeos ou células integrais presentes em

uma composição da presente invenção pode variar. Por exemplo, a dosa-

. gem de polipeptídeos pode estar entre 0,01 microgramas (µg) e 300 mg, ti-

. picamente entre 0,1 mg e 10 mg. Quando a composição é uma preparação
' de célula integral, as células podem estar presentes em uma concentração

15 de, por exemplo, 10' bactérias/ml, 103 bactérias/ml, 104 bactérias/ml, 105
bactérias/ml, 106 bactérias/ml, 107 bactérias/ml, 108 bactérias/ml ou 109 bac-

. térias/ml. Para uma composição injetável (por exemplo, subcutânea, intra-
muscular, etc) os polipeptídeos podem estar presentes na composição em

quantidades de maneira que o volume total da composição administrada se-

20 ja 0,5 ml a 5,0 ml, tipicamente 1,0 a 2,0 ml. Quando a composição é uma

preparação de célula integral, as células estão preferivelmente presentes na

composição em uma quantidade que o volume total da composição adminis-

trada é de 0,5 ml a 5,0 ml, tipicamente 1,0 a 2,0 ml. A quantidade adminis-

trada vai variar dependendo de vários Ífatores incluindo, mas não limitado a,

25 os polipeptídeos específicos escolhidos, o peso, condição física e idade do

animal e a via de administração. Desta maneira, o peso absoluto do polipep-

tideo incluído em uma dada forma de dosagem unitária pode variar ampla-

mente e depende de fatores tais como a espécie, idade, peso e condição

física do animal, bem como o método de administração, Tais fatores podem

30 ser determinados por um versado comum na técnica. Outros exemplos de

dosagens adequadas para a invenção são revelados em Emery e outros

(Patente U.S. 6.027.736)-
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As formulações podem ser convenientemente apresentadas em

forma de dosagem unitária e podem ser preparadas através de métodos

bem conhecidos na técnica de Farmácia. Métodos de preparação de uma

composição com um veículo farmaceuticamente aceitável incluem a etapa

5 de trazer o composto ativo (por exemplo, um polipeptídeo ou célula integral

da presente invenção) em associação com um veículo que constitui um ou

mais ingredientes acessórios. Em geral, as formulações são preparadas tra-

zendo em associação uniformamente e intimamente o composto ativo com

um veículo líquido, um veículo sólido finamente dividido, ou ambos, e então,

10 se necessário, moldagem do produto nas formulações desejadas.

Uma composição incluindo um veículo farmaceuticamente acei-

. tável pode também incluir um adjuvante. Um adjuvante refere-se a um agen-
l te que pode agir de uma maneira não-específica para aumentar uma respos-

-
j ta imune a um antígeno particular, então reduzindo potencialmente a quanti-

15 dade de antígeno necessária em qualquer dada composição de imunização
. e/ou a frequência de injeção necessária a fim de gerar uma resposta imune

adequada ao antigeno de interesse. Adjuvantes podem incluir, por exemplo,

IL-1, IL-2, emulsificantes, dipeptídeos muramila, brometo de dimetil diocta-

decil amônio (DDA), aviridina, hidróxido de aluminio, óieos, saponinas, alfa-

20 tocoferol, polissacarídeos, parafinas emulsificadas (incluindo, por exemplo,

aquelas disponíveis sob a marca registrada EMULSIGEN da MVP Laborato-

ries, Ralston, Nebraska), ISA-70, RIBI e outras substâncias conhecidas na

técnica. É esperado que os polipeptídeos da invenção tenham atividade i-

munorreguladora e que tais polipeptídeos possam ser usados como adjuvan-

25 tes que agem diretamente como ativadores de célula T e/ou B ou agem em

tipos específicos que aumentam a sÍntese de várias citocinas ou ativam cur-

sos de sinalização intraceiular. Tais polipeptideos são esperados aumentar a

resposta imune para aumentar o Índice de proteção da composição existen-

te.

30 Em outra modalidade, uma composição da invenção incíuindo

um veiculo farmaceuticamente aceitável pode incluir um modificador de res-

posta biológica e outras citocinas que afetam as células imunes. Uma com-
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posição de imunização pode também incluir outros componentes conhecidos

na técnica tais como um antibiótico, um preservativo, um antioxidante ou um

agente de quelação.

Métodos de Fabricação

5 A presente invenção também provê métodos para obtenção de

polipeptídeos descritos aqui. Os polipeptideos e as células integrais da pre-

sente invenção podern ser isoláveis de um membro da família Micrococca-

ceae, preferivelmente Staphy/ococcus spp., mais preferivelmente Staphy/o-

coccus aureus. Outros micróbios gram-positivos a partir dos quais polipeptí-

lO deos podem ser isolados incluem Coiynebacterium spp., Eiysipe/othrix spp.,

Mycobacterium spp. e Eiysipe/othrix spp. Micróbios úteis para obtenção dos

polipeptídeos da presente invenção e fabricação de preparações de célula

integral estão comercialmente disponíveis de um depositório tal como a A-
-

. merican Type Cu/ture CoI/ection (ATCC). Ainda, tais micróbios são pronta-

. 15 mente disponíveis através de técnicas de rotina e conhecidos na técnica. Os
micróbios podem ser derivados de um animal infectado como um isolato de

campo e usados para obter polipeptídeos e/ou preparações de célula inte--
gral da presente invenção, ou armazenados para uso futuro, por exemplo,

em um repositório congelado a -20° C até 95° C, ou -40° C a -50° C, em

20 meios bacteriológicos contendo 20"6 glicerol, e outros meios conhecidos-

Quando um polipeptídeo da presente invenção tiver que se obti-

do a partir de um micróbio, o micróbio pode ser incluído sob condições de

baixo teor de metal. Conforme aqui usado, a expressão "condições de baixo

teor de metal" refere-se a um ambiente, tipicamente meios bacteriológicos,

25 que contém quantidades de metal livre que fazem com que um micróbio ex-

presse polipeptídeos regulados por metal em um nível detectável. Conforme

aqui usado, a expressão "condições com alto teor de metal" refere-se a um

ambiente que contém quantidades de metal livre que fazem com que um

micróbio ou não expresse um ou mais polipeptídeos regulados por meta)

30 descritos aqui em um nível detectável ou expresse tal poIipeptídeo em um

nivel menor comparado com expressão do poIipeptideo regulado por metal

sob condições com baixo teor de metal. Em alguns casos, "condições com
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alto teor de metal" podem incluir um ambiente natural rico em metal e/ou cul-

tura em um meio rico em metal sem um quelante de metal. Em contraste, em

alguns casos, "condições com baixo teor de metal" podem incluir cultura em

um meio que inclui um quelante de metal, conforme descrito em mais deta-

5 lhes abaixo. Metais são aqueles presentes na Tabela Periódica sob os Gru-

pos 1 a 17 (notação IUPAC: também referidos como Grupos I-A, II-A, III-B,

IV-B, V-B, VI-B, VII-B, Vlll, I-B, II-B, III-A, IV-A, V-A, VI-A e VII-A, respecti-

vamente, sob a notação CAS). Preferivelmente, os metais são aqueles nos

Grupos 2 a 12, mais preferivelmente Grupos 3-12. Mais preferivelmente ain-

lO da, o metal é ferro, cobre, magnésio, níquel, cobalto, manganês, molibdênio

ou selênio, mais preferivelmente ferro.

Condições com baixo teor metal são geralmente o resultado da

adição de um composto quelante de metal a um meio bacteriológico, o uso
.

de um meio bacteriológico que contém quantidades baixas de um metal ou a

, 15 combinação dos mesmos. Condições com alto teor de metal estão geral-mente expressas quando um quelante não está presente no meio, um metal

é adicionado ao meio ou a combinação dos mesmos. Exemplos de quelan-

tes de metal incluem compostos naturais e sintéticos. Exemplos de compos-

tos naturais incluem compostos fenólicos de planta, tais como flavonoides.

20 Exemplos de flavonoides incluem os quelantes de cobre catequina e narin-

genina, e os quelantes de ferro miricetina e quercetina. Exemplos de quelan-

tes de cobre sintéticos incluem, por exemplo, tetratiomolibdato e exemplos

de quelantes de zinco sintéticos incluem, por exemplo, N,N,N',N'-Tetracis(2-

piridilmetii)etileno diamina. Exemplos de quelantes de ferro sintéticos inclu-

25 em 2,2'-dipiridila (também referido na técnica como a,a'-bipiridila), B-

hidroxiquinolina, ácido etilenodiamino-di-O-hidroxifenilacético (EDDHA), des-

ferrioxamina metanossulfonato (desferol), transferrina, lactoferrina, ovotrans-

ferrrina, sideróforos biológicos, tais como catecolatos e hidroxamatos, e ci-

trato, Um exemplo de um quelante de cátion divalente geral é resina CHE-

30 LEX. Preferivelmente, 2,2'-dipiridila é usada para a quelação de ferro. Tipi-

camente, 2,2'-dipiridila é adicionada ao meio em uma concentração de pelo

menos 300 microgramas/mi|i|jtro (µg/ml), pelo menos 600 µg/ml ou pelo me-
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nos 900 µg/m. Níveis altos de 2,2'-dipiridiniia podem ser 1200 µg/ml, 1500

µg/ml ou 1800 µg/ml.

O genoma de S. aureus codifica três homólogos Fur: Fur, PerR e

Zur. Embora as proteínas Zur e PerR pareçam estar principalmente envolvi-

5 das na regulagem de homeostase de zinco e genes de estresse de peróxido,
respectivamente, a proteína Fur foi demonstrada regular vários sistemas de

absorção sideróforo-ferro em resposta à limitação de ferro. A proteína Fur

também desempenha um papel em resistência a estresse oxidativo e viru-

lência. É esperado que um organismo gram-positivo, preferivelmente uma S.

10 aureus, com uma mutação em um gene fur vá resultar na expressão consti-
tutiva de muitos, se não todos, os polipeptídeos regulados por metal da pre-

sente invenção. A produção de uma mutação fur em uma S. aureus, preferi-

velmente gram-positiva, pode ser realizada usando métodos de rotina inclu-

indo, por exemplo, mutagênese por transposon, quimica ou direcionada a

15 sÍtio útil para geração de mutações de inativação de gene em bactérias
.

gram-positivas.

O meio usado para incubar o micróbio e o volume de meio usa-

do para incubar o micróbio podem variar. Quando um micróbio está sendo

avaliado quanto à habilidade em produzir um ou mais dos polipeptídeos des-

20 critos aqui, o micróbio pode ser cultivado em um volume adequado, por e-
xemplo, 10 mililitros a 1 litro de meio. Quando um micróbio está sendo culti-

vado para obter polipeptídeos para uso em, por exemplo, administração a

animais, o micróbio pode ser cultivado em um fermentador para permitir o

isolamento de quantidades maiores de poIipeptídeos. Métodos para cultivo

25 de micróbios em um fermentador são rotina e conhecidos na técnica. As

condições usadas para cultivo de um micróbio preferivelmente incluem um

quelante de metal, mais preferivelmente um quelante de ferro, por exemplo,

2,2'-dipiridila, um pH entre 6,5 e 7,5, preferivelmente entre 6,9 e 7,1 e uma

temperatura de 37° C.

30 Em alguns aspectos da invenção, um micróbio pode ser coletado

após cultivo. A coleta inclui concentração do micróbio em um voIume menor

e suspensão em um meio diferente do meio de crescimento. Métodos para
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concentração de um micróbio são rotina e conhecidos na técnica e incluem,

por exemplo, filtragem e concentração- Tipicamente, o micróbio concentrado

é suspenso em um tarnpão apropriado. Um exemplo de um tampão que po-

de ser usado contém base Tris (7,3 gramas/litro) em um pH de 8,5. Opcio-

5 nalmente, o tampão finaí também minimiza degradação proteolítica. lsto po-

de ser realizado ao ter o tampão final em um pH maior do que 8,0, preferi-

velmente pelo menos 8,5 e/ou incluindo um ou mais inibidores de proteinase

(por exemplo, fluoreto de fenilmetanossulfonila). Opcionalmente e preferi-

velmente o micróbio concentrado é congelado a -20° C ou abaixo até rom-

10 per.

Quando o micróbio tiver que ser usado como uma preparação de

. célula integral, as células coIetadas podem ser processadas usando méto-
dos de rotina e conhecidos para inativar as células. Alternativamente, quan-

do um micróbio tiver que ser usado para preparar polipeptídeos da presente

15 invenção, o micróbio pode ser rompido usando métodos químicos, físicos ou
Y

mecânicos rotina e conhecidos na técnica incluindo, por exemplo, fervura,

prensa francesa, sonificação, digestão de peptidoglicano (por exemplo, atra-

vés de digestão com lisozima) ou homogeneização. Um exemplo de um dis-

positivo adequado útil para homogeneização é um homogeneizador AVES-

20 TIN modelo C500-B, (Avestin lnc., Ottawa, Canadá). Conforme aqui usado,

"rompimento" refere-se à quebra da célula. Rompimento de um micróbio po-

de ser medido através de métodos que são rotina e conhecidos da técnica

incluindo, por exemplo, mudanças em densidade óptica. Tipicamente, um

micróbio é submetido a rompimento até a transmitância percentual ser au-

25 mentada em 2Ó°/o quando uma diluição 1:100 é medida. Quando métodos

físicos ou químicos são usados, a temperatura durante rompimento é tipica-

mente mantida baixa, preferivelmente a 4° C, para minimizar mais a degra-

dação proteolítica. Quando métodos químicos são usados a temperatura

pode ser aumentada para otimizar o rompimento celular. Uma combinação

30 de métodos químicos, físicos e mecânicos pode ser também usada para so-

Iubilizar a parede celular do micróbio. Conforme aqui usado, o termo "solubi-

lizar" refere-se à dissolução de materiais celulares (por exemplo, polipeptí-
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deos, ácidos nucleicos, carboidratos) na fase aquosa do tampão onde o mi-

cróbio foi rompido e a formação de agregados de materiais celulares insolú-

veis. Sem pretender ser limitado pela teoria, as condições para solubilização

são acreditadas resultar na agregação de polipeptídeos da presente inven-

5 ção em agregados solúveis que são grandes o suficiente para permitir iso-

lamento fácil através de, por exemplo, centrifugação.

Os agregados insolúveis que incluem um ou mais dos polipeptí-

deos da presente invenção podem ser isolados através de métodos que são

rotina e conhecidos na técnica. Preferivelmente, os agregados insolúveis são

10 isolados através de centrifugação. Tipicamente, centrifugação de polipeptí-

deos, tais como polipeptideos de membrana, pode ser realizada por forças

centrífugas de 100.000 x g. O uso de tais forças centrífugas requer o uso de

ultracentrífuga e aumento para volumes de processo grandes de amostra é

" frequentemente difícil e não econômico com esses tipos de centrífuga. Os

15 métodos descritos aqui proveem a produção de agregados insolúveis gran-
. des o suficiente para permitir o uso de centrífugas de fluxo contínuo, por e-

xemplo, T-l Sharples (Alfa Laval Separations, Warminster, PA), que pode

ser usada com uma taxa de fluxo de 250 ml/min a 117,210 Kpa (17 psi) em

uma força centrífuga de 46.000 x g a 60.000 x g. Outras centrífugas de

20 grande escala podem ser usadas, tais como configurações de tigela, câmara

e disco tubulares. Tais centrífugas são rotineiramente usadas e conhecidas

na técnica e estão comercialmente disponíveis de fabricantes tais como

Pennwalt, Westfalia e alpha-Laval.

As proteínas coletadas finais são lavadas e/ou dialisadas contra

25 um tampão apropriado usando métodos conhecidos na técnica, por exemplo,

diafiltragem, precipitação, cromatografia hidrofõbica, cromatografia de troca

de Íon ou cromatografia por afinidade, ou ultrafiltragem e lavagem dos poli-

peptídeos, por exemplo, em álcool, através de diafiltragem. Após isolamento,

os polipeptídeos são suspensos em tampão e armazenados em temperatura

30 baixa, por exemplo, -20° C ou abaixo.

Naqueles aspectos da presente invenção onde uma preparação

de célula integral deve ser feita, após crescimento um micróbio pode ser
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morto com a adição de um agente tal como glutaraldeido, formalina ou for-

maldeído em uma concentração suficiente para inativar as células na cultura.

Por exernplo, formalina pode ser adicionada em uma concentração de 0,3%

(vol:vol). Após um período de tempo suficiente para inativar as células, as

5 células podem ser coletadas através de, por exemplo, diafiltragem e/ou cen-

trifugação e lavadas.

Em outros aspectos, um polipeptídeo isolado da invenção pode

ser preparado recombinantemente. Quando preparado recombinantemente,

um polinucleotídeo codificando o polipeptídeo pode ser identificado e clona-

lO do em um hospedeiro de expressão apropriado conforme descrito abaixo no

Exemplo 14. O hospedeiro de expressão recombinante pode ser cultivado

em um meio apropriado, rompido e os polipeptídeos isolados conforme aci-
.

ma descrito.

Métodos de Uso

15 Um aspecto da presente invenção refere-se ainda a métodos de

uso das composições da presente invenção. Os métodos incluem adminis-

tração a um animal de uma quantidade eficaz de uma composição da pre-

sente invenção. O animal pode ser, por exemplo, ave (incluindo, por exem-

plo, galinhas ou perus), bovino (incluindo, por exemplo, gado), caprino (inclu-

20 indo, por exemplo, cabras), ovino (incluindo, por exemplo, ovelha), porco

(incluindo, por exemplo, suíno), bison (incluindo, por exemplo, búfalo), equi-

no (incluindo, por exemplo, cavalos), um animal de companhia (incluindo,

por exemplo, cachorros ou gatos), membros da família Cervidae (incluindo,

por exemplo, cervo, alce, veado, alce caribou e rena) ou ser humano.

25 Em alguns aspectos, os métodos podem incluir ainda adminis-

trações adicionais (por exemplo, uma ou mais administrações de reforço) da

composição ao animal para aumentar ou estimular uma resposta imune se-

cundária. Um reforço pode ser administrado em um momento após a primei-

ra administração, por exemplo, uma a oito semanas, preferivelmente duas a
r

30 quatro semanas, após a administração da composição. Reforços subse-

quentes podem ser administrados uma, duas, três, quatro ou mais vezes

anualmente. Sem ser limitado pela teoria, é esperado que em alguns aspec-
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tos da presente invenção reforços anuais não sejam necessários, como um

animal será provocado no campo por exposição a micróbios expressando

poIipeptídeos presentes nas composições tendo epitopos que são idênticos

a ou estruturalmente relacionados a epítopos presentes nos poIipeptídeos da

5 composição administrada ao animal.
Em um aspecto, a invenção refere-se a métodos para fabricação

de anticorpos, por exemplo, através da indução da produção de anticorpo

em um animal ou através de técnicas recombinantes. O anticorpo produzido

inclui anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um polipeptídeo

10 presente na composição. Neste aspecto da invenção, uma "quantidade efi-

caz" é uma quantidade eficaz para resultar na produção de anticorpo no a-

nimal. Métodos para determinação de se um animal produziu anticorpos que

se ligam especificamente a polipeptídeos presentes em uma composição da

presente invenção podem ser determinados conforme descrito aqui. A pre-

15 sente invenção inclui ainda anticorpo que se liga especificamente a um poli-
. peptídeo da presente invenção e composições incluindo tais anticorpos.

O método pode ser usado para produzir anticorpo que se liga

especificamente a polipeptídeos expressos por um micróbio outro que não o

micróbio a partir do qual os poIipeptídeos da composição foram isolados.

20 Conforme aqui usado, um anticorpo que pode "se ligar especificamente" a

um polipeptídeo é um anticorpo que interage com o epítopo do antigeno que

induziu a sÍntese do anticorpo ou interage com um epítopo estruturalmente

relacionado. Pelo menos alguns dos poIipeptídeos presentes nas composi-

ções da presente invenção tipicamente incluem epítopos que são conserva-

25 dos nos polipeptídeos de espécies diferentes e gêneros diferentes de micró-
bios. Desta maneira, anticorpo produzido usando uma composição derivada

de um micróbio é esperado se ligar a polipeptideos expressos por outros

micróbios e provê proteção de amplo espectro contra organismos gram-

positivos. Exemplos de micróbios gram-positivos aos quais o anticorpo pode

30 se ligar especificamente são Micrococcaceae, preferivelmente, Staphylococ-
cus spp., mais preferivelmente, Staphy/ococcus aureus; membros da faniÍlia

Streptococcaceae, preferivelmente, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
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pneumoniae, Streptococcus aga/actiae, Streptococcus uberis, Streptococcus

bovis, Streptococcus equi, ou Streptococcus dysga/actiae; e Baci//us spp.,

C/ostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococcus spp., E/ysipelothlix

spp., Listeria spp., Micrococcus spp. e Mycobacterium spp., Kytococcus spp-

5 e Eiysipe/othrix spp. Desta maneira, o anticorpo produzido usando uma

composição de polipeptídeos da invenção pode ser usado para identificar e

caracterizar poiipeptideos da invenção independentes da origem, fonte e/ou

maneira de obtenção do polipeptídeo.

A presente invenção refere-se também ao uso de tal anticorpo

10 para se direcionar a um micróbio expressando um polipeptídeo da presente

invenção ou um polipeptídeo tendo um epítopo estruturalmente relacionado

. com um epítopo presente em um polipeptídeo da presente invenção. Um
composto pode ser covalentemente ligado a um anticorpo onde o anticorpo

pode ser, por exemplo, uma toxina. Da mesma maneira, tais compostos po-

15 dem ser covalentemente ligados a um sideróforo bacteriano para se direcio-

nar ao micróbio. O acoplamento químico ou conjugação de um anticorpo da

presente invenção, ou uma porção do mesmo (tal como um fragmento Fab),

pode ser realizado usando métodos conhecidos e de rotina.

Em um aspecto a invenção refere-se também a tratamento de

20 uma infecção em um animal, incluindo um ser humano, causada por um mi-

cróbio gram-positivo, preferivelmente por um membro da família Micrococca-

ceae, preferivelmente, Staphy/ococcus spp., mais preferivelmente, S. au-

reus; membros da família Streptococcaceae, preferivelmente, Streptococcus

pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus aga/actiae, Strepto-

25 coccus uberis, Streptococcus bovis, Streptococcus equi, ou Streptococcus

dysga/actiae; Bacil/us spp., C/ostridium spp., Corynebacterium spp., Entero-

coccus spp-, E/ysjpe/othrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus

spp., Mycobacterium spp. e Erysipe/othrix spp. Conforme aqui usado, o ter-

mo "infecção" refere-se à presença de um micróbio gram-positivo no corpo

30 de um animal, que pode ou não ser clinicamente aparente. Um animal com

uma infecção por um membro do gênero Staphy/ococcus que não é clinica-

mente aparente é frequentemente referido como veículo assintomático.
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Tratamento de uma infecção pode ser profilático ou, alternativa-

mente, pode ser iniciado após o animal ser infectado pelo micróbio. Trata-

mento que é profilático, por exemplo, iniciado antes de um indivíduo ser in-

fectado por um micróbio ou enquanto qualquer infecção permanece subclini-

5 ca — é referido aqui como tratamento de um indivíduo que está "sob risco" de
infecção. Conforme aqui usado, o termo "sob risco" refere-se a um animal

que pode ou não realmente possuir o risco descrito. Desta maneira, tipica-

mente, um animal "sob risco" de infecção por um micróbio é um animal pre-

sente em uma área onde animais foram identificados como infectados pelo

10 micróbio e/ou prováveis de serem expostos ao micróbio mesmo se o animal
não tiver ainda manifestado qualquer indicação detectável de infecção pelo

. micróbio e sem importar se o animal pode carregar uma quantidade subcllni-
ca do micróbio. Desta maneira, administração de uma composição pode ser

realizada antes, durante ou após o animal ter primeiro contato com o micró-

. 15 bio. Tratamento iniciado após o primeiro contato do animal com o micróbiopode resultar em diminuição da severidade de sintomas e/ou sinais clínicos

de infecção pelo micróbio, remoção completa do micróbio e/ou diminuição da

probabilidade de ter uma infecção clinicamente evidente comparado com um

animal ao qual a composição não é administrada. O método inclui adminis-

20 tração de uma quantidade eficaz da composição da presente invenção a um
animal tendo, ou sob risco de ter, uma infecção causada por um micróbio

gram-positivo, e determinação de se o número de micróbios causando a in-

fecção diminuiu. Neste aspecto da invenção, uma "quantidade eficaz" é uma

quantidade eficaz para reduzir o número dos micróbios especificados em um

25 animal ou reduzir a probabilidade de que o animal tenha uma infecção clini-
camente evidente comparado com um animal ao qual a composição não é

administrada. Métodos para determinação de se uma infecção é causada

por um micróbio gram-positivo são rotina e conhecidos na técnica e são mé-

todos para determinar se a infecção diminuiu.

30 Em outro aspecto, a presente invenção refere-se a métodos para
tratamento de um ou mais sintomas ou sinais clínicos de certas condições

em um animal que podem ser causados por infecção por um micróbio gram-
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positivo, preferivelmente por um membro da família Micrococcaceae, preferi-

velmente, Staphy/ococcus spp., mais preferivelmente, S. aureus; membros

da família Streptoococcaceae, preferivelmente, Streptococcus pyogenes,

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus aga/actiae, Streptococcus uberis,

5 Streptococcus bovis, Streptococcus equi ou Streptococcus dysga/actiae; Ba-
ci//us spp., C/ostridium spp., Coiynebacterium spp., Enterococcus spp., Eiy-

sipelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobac-

tenium spp. e Eiysipelothrix spp. O método inclui a administração de uma

quantidade eficaz de uma composição da presente invenção a um animal

10 tendo ou sob risco de ter uma condição, ou exibindo sintomas e/ou sinais
clínicos de uma condição, e determinação de se pelo menos um sintoma

. e/ou sinal clínico da condição é mudado, preferivelmente, reduzido. Exem-
plos de condições e/ou sinais cIínicos causados por infecções microbianas

incluem, por exemplo, mastite, septicemia, pneumonia, meningoencefalite,

, 15 limfangite, dermatite, infecções do trato urinário, estrangulamentos, metrite,doença perinatai, abcessos da pituitária, artrite, bursite, orquite, cistite e pie-

lonefrite, linfadenite caseous, tuberculose, linfangite ulcerativa, listeriose,

erisipelas, laminite, antrax, doença de tyzzer, tétano, botulismo, enterite, e-

dema maligno, abraxia, hemogiobinúria baciliar, enterotoxemia, lesões da

20 pele necróticas e infecções nosocomiais. Exemplos de condições causadas
por S. aureus também incluem, por exemplo, botriomicose em cavalos, sino-

vite purulenta e osteomielite em ave, abortos em suíno e piemia pelo carra-

pato em cordeiros. Exemplos de condições causadas por Streptococcus spp-

também incluem, por exemplo, dor de garganta, febre escarlate, impetigo,

25 endocardite ulcerativa, febre reumática e glomerulonefrite pós-streptococcal,
cervicite em seres humanos, cervicite em equino e suíno e meniginte e ab-

cessos da papada em suíno.

Tratamento de sintomas e/ou sinais clínicos associados com es-

sas condições pode ser profilático ou, alternativamente, pode ser iniciado

30 após o desenvolvimento de uma condição descrita aqui. Conforme aqui usa-
do, o termo "sintomas" refere-se a uma evidência subjetiva de doença ou

condição sofrida pelo paciente e causada por infecção por um micróbio.
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Conforme aqui usado, o termo "sinal cllnico" ou simplesmente "sinal" refere-

se à evidência objetiva de doença ou condição causada por infecção por um

micróbio. Sintomas e/ou sinais clínicos associados com condições referidas

aqui e as avaliações de tais sintomas são rotina e conhecidos na técnica.

5 Tratamento que é profilático, por exemplo, iniciado antes de um indivíduo
manifestar sintomas ou sinais de uma condição causada por um micróbio, é

referido aqui como tratamento de um indivíduo que "está sob risco" de de-

senvolver a condição. Desta maneira, tipicamente um animal "sob risco" de

desenvolver uma condição é um animal presente em uma área onde animais

10 tendo a condição foram diagnosticados e/ou é provável de ser exposto a um
micróbio causador da condição mesmo se o animal ainda não manifestou

sintomas ou sinais de qualquer condição causada pelo micróbio. Desta ma-

neira, administração de uma composição pode ser realizada antes, durante

ou após a ocorrência das condições descritas aqui. Tratamento iniciado após

. 15 o desenvolvimento de uma condição pode resultar em diminuição da severi-dade dos sintomas de uma das condições ou remoção completa dos sinto-

mas. Neste aspecto da invenção uma "quantidade eficaz" é urna quantidade

eficaz para prevenir a manifestação de sintomas de uma doença, diminuir a

severidade dos sintomas de uma doença e/ou remover completamente os

20 sintomas. O tratamento bem sucedido de uma infecção microbiana gram-
positiva em um animal é revelado no Exemplo 5, que demonstra a proteção

contra doença causada por S. aureus em modelos de camundongo através

da administração de uma composição da presente invenção. Esses modelos

de camundongo são um modelo geralmente aceito para o estudo de doença

25 humana causada por esses micróbios. O tratamento bem sucedido de uma
infecção microbiana gram-positiva em um animal é também revelado nos

Exemplos 10 a 12, que demonstram que administração de uma composição

da presente invenção provê proteção contra doença causada por S. aureus

em vacas.

30 A presente invenção também provê métodos para diminuição da
colonização por micróbios gram-positivos, por exemplo, bloqueio dos sÍtios

de ligação de micróbio gram-positivo, incluindo tecidos do sistema esqueletai
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(por exemplo, ossos, cartilagem, tendões e ligamentos), sistema muscular

(por exemplo, músculos esqueletal e liso), sistema circulatório (por exemplo,

coração, vasos sanguineos, capilares e sangue), sistema nervoso (por e-

xemplo, cérebro, cordão espinhal e neNos periféricos), sistema respiratório

5 (por exemplo, nariz, traqueia, pulmões, brônquios, bronquiocelos, alvéolos),
sistema digestivo (por exemplo, boca, glândulas salivares, esôfago, fígado,

estômago, intestinos grosso e delgado), sistema excretor (por exemplo, rins,

uréteres, bexiga e uretra), sistema endócrino (por exemplo, hipotálamo, pitui-

tária, tireoide, pâncreas e glândulas adrenais), sistema reprodutor (por e-

lO xemplo, ovários, ovidutos, Útero, vagina, glândulas mamárias, testículos e
vesículas seminais), sistemas linfático/imune (por exemplo, linfo, nós linfáti-

cos e vasos, células sanguíneas mononucleares ou brancas, tais como ma-

crófagos, neutrófilos, monócitos, eosinófilos, basófilos e linfócitos, incluindo

células T e células B) e linhagens de célula específicas (por exemplo, células

. 15 precursoras, células epiteliais, células-tronco) e similar. Preferivelmente, omicróbio gram-positivo é um membro da família Micrococcaceae, preferivel-

mente, Staphy/ococcus spp., mais preferivelmente, S. aureus; um membro

da família Streptooccaceae, preferivelmente, Streptococcus pyogenes, S-

treptococcus pneumoniae, Streptococcus aga/actiae, Streptococcus uberis,

20 Streptococcus bovis, Streptococcus equi ou Streptococcus dysgalactiae; Ba-
cillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococus spp., Eiysi

pe/othrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobacte-

iium spp- e Erysipelothrix spp.

Diminuição da colonização em um animal pode ser realizada

25 profilaticamente ou, alternativamente, pode ser iniciada após o animal ser
colonizado pelo micróbio. Tratamento que é profilático — por exemplo, inicia-

do antes de um indivíduo ser colonizado por um micróbio ou enquanto qual-

quer colonização permaneça não-detectada - é referido aqui como trata-

mento de um indivíduo que está "sob risco" de colonização pelo micróbio.

30 Desta maneira, tipicamente, um animal "sob risco" de colonização por um
micróbio é um animal presente em uma área onde os animais foram identifi-

cados como colonizados pelo micróbio e/ou é provável que sejam expostos
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ao micróbio mesmo se o animal não tiver ainda manifestado qualquer indica-

ção detectável de colonização pelo micróbio e sem importar se o animal po-

de carregar um número de subcolonização do micróbio. Desta maneira, ad-

ministração de uma composição pode ser realizada antes, durante ou após

5 ou animal ter o primeiro contato com o micróbio. Tratamento iniciado após o
primeiro contato do animal com o micróbio pode resultar em diminuição do

grau de colonização pelo micróbio, remoção completa do micróbio e/ou di-

minuição da probabilidade que o animal seja coIonizado pelo micróbio com-

parado com um animal ao qual a composição não é administrada. Desta

10 maneira, o método inclui administração de uma quantidade eficaz de uma

composição da presente invenção a um animal colonizado por, ou sob risco

. de ser colonizado por, um micróbio gram-positivo. Neste aspecto da inven-
ção, uma "quantidade eficaz" é uma quantidade suficiente para diminuir a

colonização do animal pelo micróbio, onde colonização menor refere-se a

. 15 um ou mais de: diminuição do grau de coIonização pelo micróbio, remoçãocompleta do micróbio e/ou diminuição da probabilidade que o animal seja

colonizado pelo micróbio comparado com um animal ao qual a composição

não é administrada. Métodos para varredura da colonização de um animal

por um micróbio são rotina e conhecidos na técnica. Por exemplo, coloniza-

20 ção do trato intestinal de um animal por um micróbio pode ser determinada
através da medição da presença do micróbio nas fezes do animal- É espera-

do que diminuição da coIonização de um animal por um micróbio vá reduzir

a transmissão do micróbio para seres humanos,

Uma composição da invenção pode ser usada para prover imu-

25 nização ativa ou passiva contra infecção bacteriana. Em geral, a composição

pode ser administrada a um animal para prover imunização ativa. No entan-

to, a composição pode ser também usada para induzir produção de produtos

imunes, tais como anticorpos, que podem ser coletados do animal produtor e

administrados a outro animal para prover imLjnidade passiva. Componentes

30 imunes, tais como anticorpos, podem ser coletados para preparar composi-

ções (preferivelmente contendo anticorpo) a partir de soro, pIasma, sangue,

colostro, etc, para terapias de imunização passiva. Composições de anticor-
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po incluindo anticorpos monoclonais e/ou antiidiotipos podem ser também

preparadas usando métodos conhecidos. Anticorpos quiméricos incluem re-

giões constantes derivadas de humano de ambas as cadeias pesada e leve

e regiões variáveis derivadas de murino que são antÍgeno-especificas (Mor-

5 rison e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81(21):6851-5; Lo8uglio e

outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86(11):4220-4; Boulianne e outros,

Nature, 1984, 312(5995):643-6.). Anticorpos humanizados substituem as

regiões constante e de estrutura principal de murino (FR) (da região variável)

com as contrapartes humanas (Jones e outros, Nature, 1986,

10 321(6069):522-5; Riechmann e outros, Nature, 1988, 332(6162):323-7; Ve-

rhoeyen e outros, Science, 1988, 239(4847):1534-6; Queen e outros, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86(24):10029-33; Daugherty e outros, Nuc/eic

Acids Res., 1991, 19(9): 2471-6.). Alternativamente, certas Iinhagens de ca-

mundongo podem ser usadas, as quais foram geneticamente engenheiradas

. 15 para produzir anticorpos que são quase que completamente de origem hu-
mana; seguindo imunização as células B desses camundongos são coIeta-

das e imortalizadas para a produção de anticorpos monoclonais humanos

(Bruggeman e Taussig, Curr. Opin. Biotechnol., 1997, 8(4):455-8; Lonberg e

Huszar, Jnt. Rev. lmmunol., 1995;13(1):65-93; Lonberg e outros, Nature,

20 1994, 368:856-9; Taylor e outros, Nuc/eic Acids Res., 1992, 20:6287-95.).

Composições de anticorpo passivo e fragmentos do mesmo, por exemplo,

SCFV, Fab, F(ab')2 ou Fv ou outras formas modificadas do mesmo, podem

ser administrados a um recipiente na forma de soro, plasma, sangue, colos-

tro e similar. No entanto, os anticorpos podem ser também isolados de soro,

25 plasma, sangue, colostro e similar usando métodos conhecidos para uso

posterior em uma forma concentrada ou reconstituída tal como, por exemplo,

soluções de lavagem, revestimento impregnado e/ou agentes tópicos e simi-

lar. Preparações de imunização passiva podem ser particularmente vantajo-

sas para o tratamento de doença sistêmica aguda ou imunização passiva de

30 animais jovens que falharam em receber níveis adequados de imunidade

passiva através do colostro materno. Anticorpos úteis para imunização pas-

siva podem ser também úteis para conjugar a vários fármacos ou antibióti-
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cos que poderiam ser diretamente direcionados a bactérias expressando

durante uma infecção sistêmica ou localizada um polipeptídeo da presente

invenção ou um polipeptídeo tendo um epitopo estruturalmente relacionado

a um epítopo presente em um polipeptideo da presente invenção.

5 Modelos animais, em particular modelos de camundongo, estão
disponíveis para varredura experimental das composições da presente in-

venção. Esses modelos de camundongo são geralmente modelos aceitos

para o estudo de doença humana causada por membros do gênero Staph-

y/ococcus e S. aureus em particular. Naqueles casos onde um membro do

10 gênero Staphy/ococcus causa doença em um animal, por exemplo, uma va-

ca, o hospedeiro natural pode ser usado para avaliar experimentalmente as

composições da presente invenção-

No entanto, proteção em um modelo de camundongo não é a-

penas a única maneira de avaliar se uma composição pode conferir proteção

15 a um animal contra infecção por um Staphy/ococcus spp. A resposta imune
adaptativa consiste em duas divisões principais: a resposta humoral (anti-

corpo) e a resposta celular (célula T). Seguindo infecção por um patógeno

bacteriano, células dendríticas no sítio de infecção encontram antígenos mi-

crobianos e produzem moléculas de sinalização tais como, por exemplo, re-

20 ceptores de superfície e citocinas em resposta a padrões moleculares con-
servados associados com a bactéria específica. Esses sinais são modelados

pela natureza do patógeno e levam idealmente às respostas de anticorpo e

célula T apropriadas que protegem o hospedeiro da doença. Embora algu-

mas doenças bacterianas sejam controladas principalmente através de fun-

25 ções do anticorpo, outras requerem respostas de célula T ou ambas as res-
postas de anticorpo e célula T para proteção. O objetivo de biologia de vaci-

na é identificar as respostas imunes que proveem proteção e então projeto

de uma vacina para reproduzir uma ou mais dessas respostas em seres hu-

manos.

30 Anticorpos podem ter muitas funções diferentes em conferir pro-

teção contra infecção tais como, por exemplo, fixação de complemento, op-

sonização, neutralização e/ou aglutinação. Além disso, algumas subclasses
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de anticorpos são melhores do que outras em funções específicas; por e-

xemplo, para fixação de complemento a hierarquia que segue existe para

subclasses de lgG humana: lgG3>lgG1>IgG2>lgG4).

Funções imunológicas de anticorpo podem ser estudadas de

5 uma variedade de maneiras. Por exemplo, Western b/ots são usados para
identificar ligação específica de antígeno com base em tamanho de protei-

nas separadas, enquanto o ensaio imunoabsorvente ligado à enzima padrão

(ELISA) é usado para produzir informação quantitativa sobre titulos de anti-

corpo dentro do soro. Estudos de ligação de superfície de anticorpo são u-

lO sados para determinar se anticorpos em soro são capazes reconhecer antí-
genos na superfície de bactérias intactas, um indicador importante de se os

anticorpos têm o potencial em ter atividade in vivo. Desta maneira, um ver-

sado na técnica reconhece que ensaios de ligação de anticorpo tais como

um Western b/ot, ELISA (por exernplo, usando antissoro) e/ou de ligação de

15 superfície se relacionam positivamente com os antígenos se ligando especi-
ficamente provendo atividade imunológica contra infecção por Staphy/ococ-

cus spp- (Vytvytska e outros 2002, Proteomics 2:580-590; Kuklin e outros

2006, lnfect. lmmun. 74(4):2215-2223; Dryla e outros 2005, C/in. Diag. Lab.

/mmuno/. 12(3):387-398). No entanto, um versado na técnica reconhece ain-

20 da que uma falta de ligação de anticorpo em um ensaio tal como, por exem-
plo, um Western b/ot, ELISA ou ensaio de ligação de superfície não significa

que o antígeno ensaiado falha em prover atividade imunológica contra infec-

ção por Staphy/ococcus spp. (Kim HK e outros. "ÍsdA e lsd8 antibodies pro-

tect mice against Staphylococcus aureus abcess 'formation and lethal chal-

25 lenge". Vacc/ne (2010), doi:1O.1016/j.vaccine.2010.02-097).
A Figura 202 mostra que soro de camundongo convalescente se

liga a pelo menos MntC recombinantemente produzida (SEQ ID NO:419),

SYN2 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:386), SirA recombinante-

mente produzida (SEQ ID NO:375) e OppIA recombinantemente produzida

30 (SEQ ID NO:364), indicando que cada um dos polipeptídeos recombinante-
mente produzidos ligados pode induzir atividade imunológica contra infecção

por Staphy/ococcus spp.
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A Figura 204 mostra que soro humano convalescente se liga à

Pfl8 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:353), OppIA recombinan-

temente produzida (SEQ ID NO:364), SirA recombinantemente produzida

(SEQ ID NO:375), SYN2 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:386),

5 FhuD recombinantemente produzida (SEQ ID NO:397), SYNI recombinan-
temente produzida (SEQ ID NO:408) e MntC recombinantemente produzida

(SEQ ID NO:419), indicando que cada um dos polipeptídeos recombinante-

mente produzidos pode induzir atividade imunológica contra infecção por

Staphy/ococcus spp.

10 A Figura 205 mostra que anticorpo criado contra FhuD recombi-
nantemente produzida (SEQ ID NO:397), OppIA recombinantemente produ-

zida (SEQ ID NO:364) e Pfl8 recombinantemente produzida (SEQ ID

NO:353) se liga à superficie de células de Staphy/ococcus spp., indicando

que cada um dos alvos de polipeptídeo do anticorpo de ligação à célula pode

, 15 induzir atividade imunológica contra infecção por Staphy/ococcus spp.Técnicas tais como ensaios de opsonofagocitose (OPA), onde

bactérias ligadas a anticorpo e cornplemento são combinadas com fagócitos

humanos ou de camundongo para determinar os níveis de morte bacteriana,

são úteis para estudo de função de anticorpo. Resultados de OPA positivos

20 se relacionam com proteção induzida por vacina em um modelo de camun-
dongo (Stranger-jones e outros 2006, Proc. Natl. Acad. Sci. 103(45):16942-

16947). Um ensaio de queima oxidativa similar pode ser usado para avaliar

o nível de espécies oxigênio reativas (ROS) por neutrófilos humanos ou de

camundongo frescos seguindo interação com bactérias ligadas a anticorpo e

25 complemento.
Em alguns casos, uma pessoa pode determinar que um polipep-

tídeo candidato possui atividade imur)o|ógica mediada por célula e, então, o

poiipeptídeo candidato pode exibir atividade imunológica na ausência de in-

dução da produção de anticorpos. (Spellberg e outros 2008, lnfect. lmmun.

30 76(10):4575-4580). Células T citotóxicas ou CD8 matam principalmente célu-
las infectadas diretamente através de vários mecanismos efetores, enquanto

células T CD4 auxiliares funcionam para prover sinalização importante na
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maneira de citocinas. Essas classes de célula T podem ser subdivididas

mais com base nas citocinas que elas produzem, e subclasses diferentes

são eficazes contra patógenos bacterianos diferentes. Células T são fre-

quentemente estudadas através da varredura de seus fenótipos com citome-

5 tria de fluxo, onde os anticorpos são usados para visualizar os níveis de

marcadores de superficie específicos que permitem classificação das células

T como, por exemplo, uma célula T CD4+ recentemente ativada, uma célula

T CD8+ de memória, etc. Ainda, citocinas e outros produtos de células T

podem ser estudados através do isolamento das células T do tecido Iinfoide

10 e reestimulação delas com antígeno cognato. Seguindo estimulação de antí-

geno as células T produzem citocinas que podem ser visualizadas através

de, por exemplo, tingimento com citocina intracelular acoplado com citome-

tria de fluxo ou coleta dos sobrenadantes celulares e uso de tecnologia de

conta Luminex para medir 15-25 citocinas simultaneamente.

. 15 A Figura 206 mostra que uma composição (rSlRP7) que inclui
Pfl8 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:353), OppIA recombinan-

temente produzida (SEQ ID NO:364), SirA recombinantemente produzida

(SEQ ID NO:375), SYN2 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:386),

FhuO recombinantemente produzida (SEQ ID NO:397), SYNI recombinan-

20 temente produzida (SEQ ID NO:408) e MntC recombinantemente produzida

(SEQ ID NO:419) induz um perfil de citocina similar ao perfil de citocina in-

duzido pelo extrato de SIRP demonstrado prover atividade imunológica con-

tra infecção por Staphylococcus spp. A composição de rSlRP7 induz.iu a

produção de, por exemplo, IL-2, IL-6, IL-17, lFN-y, MlP-2 e GM-CSF.

25 Desta maneira, em adição a modelos de camundongo, aqueles

versados na técnica reconhecem que atividade imunológica comensurada

com os métodos descritos aqui pode se relacionar com qualquer um ou mais

do que segue: dados de Western blot mostrando que soro de animais expos-

tos a Staphy/ococcus spp. contém anticorpo que se liga especificamente a

30 um polipeptídeo candidato, ensaios de ligação de superficie celular demons-

trando que anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo candida-

to se liga especificamente a Staphy/ococcus spp., dados de opsonofagocito-
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se e indução de citocina.

Outro aspecto da presente invenção provê métodos para detec-

ção de anticorpo que se liga especificamente a poIipeptídeos da presente

invenção. Esses métodos são úteis na, por exemplo, detecção de se um a-

5 nimal tem anticorpo que se iiga especificamente a polipeptideos da presente
invenção e diagnóstico de se um animal pode ter uma condição causada por

um micróbio expressando polipeptídeos descritos aqui ou expressando poli-

peptídeos que compartilham epítopos com os polipeptídeos descritos aqui.

Tais sistemas de diagnóstico podem estar em forma de kit. O método inclui

10 contato de um anticorpo com uma preparação que inclui um poIipeptídeo da
presente invenção para resultar em uma mistura. O anticorpo pode estar

presente em uma amostra biológica, por exemplo, sangue, leite ou colostro.

O método inclui ainda incubação da mistura sob condições para permitir que

o anticorpo se ligue especificamente ao polipeptídeo para formar um com-

15 plexo polipeptídeo:anticorpo. Conforme aqui usado, o termo "complexo poli-
peptídeo:anticorpo" refere-se ao complexo que resulta quando um anticorpo

se liga especificamente a um polipeptídeo. A preparação que inclui os poli-

peptídeos da presente invenção pode também incluir reagentes, por exem-

pIo, um tampão, que proveem condições apropriadas para a formação do

20 complexo polipeptídeo:anticorpo. O complexo polipeptídeo:anticorpo é então
detectado. A detecção de anticorpo é conhecida na técnica e pode incluir,

por exemplo, imunofluorescência ou peroxidase. Os métodos para detecção

da presença de anticorpos que se ligam especificamente a polipeptídeos da

presente invenção podem ser usados em vários formatos que foram usados

25 para detectar anticorpo, incluindo radioimunoensaio e ensaio imunoabsor-

vente ligado à enzima.

A presente invenção também provê um kit para detecção de an-

ticorpo que se liga especificamente a polipeptídeos da presente invenção. O

anticorpo detectado pode ser obtido de um animal suspeito de ter uma infec-

30 ção causada por um micróbio gram-positivo, mais preferivelmente, um mem-
bro da família Micrococcaceae, preferivelmente, Staphy/ococcus spp., mais

preferivelmente, S. aureus; Streptococcus spp., Baci/lus spp., C/ostridium
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spp., Corynebacterium spp., Enterococus spp., Eysipe/othri"x spp., Kytococ-

cus spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobacterium spp., e Erysipe/ot-

hrix spp.

O kit inclui pelo menos um dos polipeptldeos da presente inven-

5 ção (por exemplo, um, pelo menos dois, pelo menos três, etc) em um mate-

rial de embalagem adequado em uma quantidade suficiente para pelo me--

nos um ensaio. Opcionalmente, outros reagentes tais como tampões e solu-

ções necessários para prática da invenção podem ser também incluídos. Por

exemplo, um kit pode também incluir um reagente para permitir detecção de

10 um anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo da presente in-
venção, tal como um anticorpo secundário detectavelmente marcado proje-

tado para se ligar especificamente a um anticorpo obtido de um animal. lns-

truções para uso dos polipeptideos embalados são também tipicamente in-

cluídas. Conforme aqui usado, a expressão "material de embalagem" refere-

15 se a uma ou mais estruturas físicas usadas para alojar os teores do kit. O

material de embalagem é construído através de métodos bem conhecidos,

em geral para prover um ambiente livre de contaminante, estéril. O material

de embalagem pode ter um rótulo que indica que os polipeptídeos podem

ser usados para detecção de anticorpo que se liga especificamente a poli-

20 peptideos da presente invenção. Ainda, o material de embalagem contém

instruções indicando como os materiais dentro do kit são empregados para

detectar o anticorpo. Conforme aqui usado, o termo "embalagem" refere-se a

um recipiente tal como vidro, plástico, papel, folha, e similar, capaz de conter

dentro de limites fixados os polipeptídeos, e outros reagentes, por exemplo,

25 um anticorpo secundário. Desta maneira, por exemplo, uma embalagem po-

de ter uma cavidade de placa de microtitulação à qual quantidades em mi-

crograma de polipeptídeos foram afixadas. Uma embalagem pode também

conter um anticorpo secundário. "lnstruções para uso" tipicamente incluem

uma expressão tangível descrevendo a concentração de reagente ou pelo

30 menos um parâmetro de método de ensaio tais como as quantidades relati-

vas de reagente e amostra a serem misturadas, períodos de tempo de ma-

nutenção para misturas de reagente/amostra, temperatura, condições de
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tampão e similar.

A presente invenção é ilustrada pelos exemplos que seguem.

Deve ser também compreendido que os exemplos, materiais, quantidades e

procedimentos particulares devem ser interpretados amplamente de acordo

5 com o escopo e o espírito da invenção conforme aqui descrito.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Preparação de proteínas requladas por ferro

Escala de Laboratório

10 Composições derivadas de linhagens diferentes de Staphy/ococ-
cus aureus incluindo proteínas novas expressas sob restrição de ferro e/ou

outros graus de quelação com íon de metal foram avaliadas quanto à eficá-

cia contra uma provocação virulenta em camundongos. A eficácia da com-

posição foi avaliada através da coleta de dados nos parâmetros que seguem

15 (1) a eficácia de cada composição para prover proteções homóioga e heteró-
loga contra uma provocação virulenta viva em camundongos, (2) a e'ficácia

de cada composição em reduzir as lesões de pele necróticas e (3) a eficácia

de composições derivadas de Staphy/ococcus cultivada em condições com e

sem ferro em prover proteção.

20 As linhagens de Staphy/ococcus aureus avaliadas neste estudo
tiveram origem de três espécies animais: ave, humano e bovino. O isolato de

ave SAAVI era um isoiato de campo tendo origem em um bando de perus

doentes tendo grau alto de osteomielite e sinovite- Os isolatos bovinos (li-

nhagem 1477 e linhagem 2176) foram isolados de dois rebanhos leiteiros

25 comerciais tendo uma aíta incidência de mastite clínica. O isolato humano foi
obtido da ATCC (linhagem 19636) e originado de um paciente tendo osteo-

mielite clínica.
Estoques de semente máster de cada isolato foram preparados

através da inoculação do isolato apropriado em 200 ml de Caldo de soja

30 Triptico (TSB, Difco Laboratories, Detroit, Ml) contendo 300 µM de 2,2-
dipiridila (Sigma-Aldrich St. Louis, MO). A cultura foi cultivada enquanto agi-

tando a 200 rpm por 6 horas a 37° C e coIetada através de centrifugação a
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10.000 x g. O pélete bacteriano foi ressuspenso em 100 ml de caldo TBS

contendo glicerol 2Õ°/o e esterilmente disperso em frascos criogênicos de 2

ml (1 ml por frasco) e armazenado a -90° C até o uso.

Cada estoque de semente máster foi expandido em uma semen-

5 te de trabalho. Um frasco de cada isolato de semente máster foi inoculado

em 200 ml de Caldo de soja Tríptico (TSB, Difco Laboratories, Detroit, Ml)

contendo 1000 µ1 de 2,2-dipiridila (Sigma-Aldrich St. Louis, MO). A cultura foi

cultivada enquanto agitando a 200 rpm por 6 horas a 37° C e coletada atra-

vés de centrifugação a 10.000 x g. O pélete bacteriano foi ressuspenso em

10 100 ml de caldo TBS contendo glicerol 20% e aplicado esterilmente em fras-

cos criogênicos de 2 ml (1 ml por frasco) e armazenado a -90° C até uso. A

. semente de trabalho foi usada para a produção de composições enriqueci-
das com proteínas de membrana reguladas por ferro, incluindo proteínas de

. membrana reguladas por ferro.

15 Todas as linhagens foram adaptadas para crescerem em meios

altamente depletados de ferro (isto é, meios contendo niveis muito baixos de

ferro livre). lsto foi realizado através de subcultura das bactérias em TSB

contendo concentrações altas de 2,2-dipiridila (de 300 a 1600 µM).

As proteínas foram preparadas a partir de bactérias como segue.

20 As bactérias foram cultivadas a partir de estoques de semente de trabalho

congelados através de subcultura em 25 m! de meios isentos de ferro (con-

tendo 1000 µM de 2,2'-dipiridila) e meios com ferro, então incubadas a 37° C

enquanto agitando a 400 rpm. Seguindo 12 horas de incubação, 5 ml de ca-

da cultura foram transferidos para 500 ml de meios isentos de ferro ou com

25 ferro pré-incubados a 37° C. As culturas foram incubadas por 8 horas a 37°

C enquanto agitando a 100 rpm, então as células foram peletizada através

de centrifugação a 10.000 x g por 20 minutos. Os péletes bacterianos foram

ressuspensos em 100 ml de solução salina fisiológica estéril e centrifugados

a 10.000 x g por 10 minutos. Os péletes foram então ressuspensos em 45 ml

30 de soIução salina tamponada com Tris, pH 7,2 (TBS; Tris 25 mM, NaCl 150

mM) e as suspensões bacterianas resultantes foram despejadas como alí-

quotas de 9 ml em 5 tubos individuais. Um mililitro de TBS contendo 50 uni-
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dades de lisostafina (Sigma, St. Louis, MO) foi adicionado a cada tubo para

dar um volume final de 5 unidades/ml. Seguindo incubação a 37° C por 30

minutos enquanto agitando a 200 rpm, 1 ml de TBS contendo 0,1 mg de li-

sozima (Sigma) foi adicionado a cada tubo. As suspensões bacterianas fo-

5 ram então incubadas por mais 45 minutos enquanto agitando a 200 rpm, Em

seguida, as suspensões foram centrifugadas a 3050 x g por 12 minutos a 4°

C para peletizar restos celulares grandes. Os sobrenadantes foram coleta-

dos através de aspiração sem perturbar o pélete. O sobrenadante foi então

centrifugado a 39.000 x g por 2,5 horas. Os péletes resultantes contendo as

10 proteínas foram ressuspensos em 200 µL de tampão Tris, pH 7,2, sem solu-

ção salina. A solução de proteina para cada isolado foi combinada para um

- voIume total de 1 ml e armazenada a -90° C.
Os extratos enriquecidos em proteína derivados de S. aureus fo-

- ram fracionados em tamanho em géis SDS-PAGE usando um gel de empi-

15 lhamento 4% e gel de separação 10°6. Amostras para eletroforese foram

preparadas combinando 10 µ1 de amostra com 30 µ1 de tampão de amostra

de redução SDS (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, glicerol 20°6, SDS 2%, B-

mercaptoetanol 5°/0) e fervidas por 4 minutos. As amostras sofreram eletrofo-

rese em corrente constante de 18 mA por 5 horas a 4° C usando um forne-

20 cimento de energia de célula xi Protein ll (81oRad Laboratories, Richmond,

CA, modelo 1000/500). O peso molecular de cada proteína individua! con-

forme visualmente visto no gel de SDS-PAGE foi estimado usando um densi-

tômetro (81oRad) usando um marcador de peso molecular de faixa ampla

como um padrão de referêcia (81oRad).

25 Os padrões de SDS-PAGE das proteínas de cada isolato quan-

do cultivadas na presença de 1600 µM de dipiridila mostraram um padrão de

expressão de proteína muito diferente comparado com a mesma linhagem

quando cultivada na presença de 300 µM de dipiridila. Por exemplo, quando

cultivada em 300 µM de isolato de dipiridila SAAVI resultou em proteínas

30 reguladas por metal de 90 kDa, 84 kDa, 72 kDa, 66 kDa, 36 kDa, 32 kDa e

22 kDa, enquanto cultivada em 1600 µM de dipiridila resultou em proteínas

reguladas por metal de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70
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kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa. Da mesma maneira, quando cultivado em 300

µM de isolato de dipiridila 19636 resultou em proteínas de 42 kDa e 36 kDa,

enquanto cultivo em 1600 µM de dipiridila resultou em proteínas reguladas

por metal de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91

5 kDa e 33,0 kDa. Todas as condições, incluindo cultivo em meios com ferro,

resultaram na expressão das proteínas que seguem que eram presumivel-

mente não-reguladas por metal: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58

kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa.

Ainda, cultivo de linhagens diferentes de S. aureus em 1600 µM

10 de dipiridila resultou em padrões de expressão de proteína similares. As

composições enriquecidas em proteínas de membrana reguladas por ferro

· de isolato de ave (SAAVI) incluiam proteínas com pesos moleculares de

87,73 kDa, 54,54 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa e 33,0

kDa. Os pesos moleculares das proteínas do isolato ATCC 19636 foram es-

15 sencialmente idênticos àqueles do isolato de ave. Ambos os isolatos de bo-

vino, quando cultivados com 1600 µM de 2,2-dipiridila, expressaram perfis

de formação de faixa similares aos isolatos de ave e ATCC para a maioria

das proteinas (87,73 kDa, 54,53 kDa, 37,7 kDa, 35.70 kDa, 34,91 kDa e 33,0

kOa). No entanto, nenhum dos isolatos bovinos produziLl a proteína de 38,42

20 kDa vista com os isolatos de ave e ATCC e os isolatos bovinos expressaram

três proteínas (80,46 kDa, 65,08 kDa e 31,83 kOa) não observadas com as

linhagens de ave e ATCC (vide Figura 1 e Tabela 7). Todas as condições

resultaram na expressão das proteínas que seguem que não eram reguladas

por metal: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43

25 kDa, 41 kDa e4.0 kDa.

Tabela 7. Pesos moleculares de polipeptídeos requlados por metal obtidos

de isolatos de Staph,ylococcus aureus.

Aviária i Humana I Bovina I Bovina

SAAVI 19636 1477 2176

""'="r"ãR_7
80,46 I 80,46-

- i - I 65,08 i 65,08
54,53 I 54,53 I 54,53 I 54,53
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Aviária

SAAVI

38,42

37,37

35,70

34,91

33,0

Humana

19636

38,42

37,37

35,70

34,91

33,0

Bovina
1477

-
37,37

35,70

34,91

33,0

31,83

Bovina
2176

37,37

35,70

34,91

33,0

31,83

Interessantemente, não houve nenhuma diferença em perfis de

proteina conforme examinado através de SDS-PAGE entre o sobrenadante

clarificado e o pélete bacteriano após tratamento das bactérias com Iisostafi-

na/lisozima. Ambos o pélete bacteriano e o sobrenadante extraídos tinham

" 5 exatamente os mesmos perfis de proteína conforme examinado através de

SDS-PAGE. Esta mesma observação foi vista também quando rompendo as

células bacterianas usando um homogeneizador AVESTIN a 206,84Mpa

(30.000 psi). O pélete bacteriano resultante, após centrifugação em ve1oci·-

dade lenta, era idêntico em seu perfil de proteina comparado com o sobre-

lO nadante clarificado após centrifugação em alta velocidade a 30.000 x g por

2,Ohorasa4°C.

Exemplo 2

Preparação das composições de imunização derivadas de Staphy/ococcus

aureus

15 As proteínas do isolato humano ATCC 19636 e do isolato bovino

1477, cultivadas em condições isentas de ferro e preparadas conforme des-

crito no Exemplo 1, foram usadas para formular duas composições de vaci-

na. As proteinas do isolato ATCC tinham pesos moleculares de 87,73 kDa,

54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa, en-

20 quanto o isolato bovino expressou proteínas tendo pesos moleculares de

87,73 kDa, 80,46 kOa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,7 kDa, 35,70 kDa, 34,91

kDa, 33,0 kDa e 31,83 kDa. Cada composição também continha as proteí-

nas que seguem que eram não-reguladas por metal: 150 kDa, 132 kDa, 120

kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 50 kOa, 44 kDa, 43 kda, 41 kDa e 40 kDa.

25 Vacinas de estoque foram preparadas a partir das duas linhagens através de
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emulsificação de cada suspensão de proteina aquosa (500 µM de proteína

total/ml) em um adjuvante comercial (EMULSIGEN, MVP Laboratories, Rals-

ton, Nebraska) usando um recipiente de homogeneização IKA Ultra Turrax

T-50 (IKA, Cincinnati, OH) para dar uma dose final de 50 µg de proteína total

5 em um volume injetável de 0,1 ml com uma concentração de adjuvante de

22,5% vol/vol. Como vacinação controle, uma composição de proteina foi

preparada a partir do isolato bovino 1477 cultivado sob condições com ferro

(TSB suplementado com 300 µM de cloreto férrico) conforme descrito no

Exemplo 1. Uma vacina de placebo foi preparada substituindo a suspensão

10 de protelna aquosa por solução salina fisiológica no protocolo acima.

Exemplo 3

Vacinação de camundonqo

Setenta (N=70) camundongos fêmeas CF-l obtidos do Harlan

- Breeding Laboratories (indianápolis, IN) pesando 16-22 gramas foram i-

. 15 gualmente distribuídos em 7 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-
dongos foram alojados em gaiolas para camundongo de policarbonato (An-

core Corporation, Bellmore, NY). Uma gaiola única foi usada para cada gru-

po de tratamento e comida e água foram fornecidas ad libitium a todos os

camundongos. Todos os camundongos foram vacinados intraperitonealmen-

20 te coni 0,1 ml da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14

dias como segue:

Grupo 1: Vacinado com pIacebo

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 19636 expressas sob

restrição de ferro

25 Grupo 3: Vacinado com placebo

Gmpo 4: Vacinado com proteínas 1477 Bovinas expressas sob

restrição de ferro.

Grupo 5: Vacinado com proteínas 1477 Bovinas expressas sob

restrição de ferro.

30 GrLlpo 6: Vacinado com proteínas 19636 ATCC expressas sob

restrição de ferro.

Grupo 7: Vaclnado com FeC|3 1477 Bovina, onde "FeC|3 1477
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Bovina" refere-se a proteínas obtidas de 1477 Bovina cultivada em TSB su-

plementado com 300 µM de cloreto férrico.

Exemplo 4

Preparação de organismo de provocação

5 As linhagens de Staphy/ococcus previamente descritas ATCC

19636 e a Iinhagem 1477 foram usadas como organismos de provocação.

Em suma, os isolatos de estoques congelados (previamente descritos) foram

riscados em placas de ágar de sangue e incubados a 37° C por 18 horas.

Uma única colônia de cada isolato foi subculturada em 50 ml de Caldo de

10 soja Tríptico (Difco) contendo 1600 µL de 2,2'-dipiridila. As culturas foram

incubadas a 37° C por 6 horas enquanto girando a 200 rpm, então centrifu-

gadas a 10.000 x g por 10 minutos a 4° C para peletizar as bactérias.. Os

péletes bacterianos foram lavados duas vezes através de centrifugação em

TBS a 4° C. Os péletes finais foram ressuspensos em TBS para uma densi-

15 dade óptica de 42% de Transmitância (T) a 562 nm em um volume de apro-

ximadamente 25 m) de TBS e usados para provocação. Um pouco antes da

provocação, 1 ml dessas suspensões bacterianas foi serialmente diluído e

plaqueado em ágar para enumerar o número de unidades de formação de

colônia (CFU) por dose de camundongo.

20 Exemplo 5

Provocação

Quatorze dias após a segunda vacinação, os camundongos em

todos os grupos (1-7) foram subcutaneamente provocados na parte de trás

do pescoço com 0,1 ml do organismo apropriado. Os sete grupos de camun-

25 dongos foram provocados como segue:

Grupo-l (Vacinado com PÍacebo): Provocado com ATCC 19636

Grupo-2 (Vacinado com proteína ATCC 19636 expressa sob res-

trição de ferro): Provocado com ATCC 19636

Grupo-3 (Vacinado com PIacebo): Provocado com 1477 Bovina

30 Grupo-4 Nacinado com proteínas 1477 Bovinas expressas sob

restrição de ferro): Provocado com 1477 Bovina

Grupo-5 (Vacinado com proteínas 1477 Bovinas expressas sob
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restrição de ferro): Provocado com ATCC 19636

Grupo-6 (Vacinado com proteínas ATCC 19636 expressas sob

restrição de ferro): Provocado com 1477 Bovina

Grupo-7 (Vacinado com FeCl3 1477 Bovina): Provocado com

5 1477 Bovina

Conforme determinado através do protocolo de enumeração

descrito no Exemplo 4, a concentração de S. aureus 19636 usada para pro-

vocação foi 1,35 x 108 CFU por dose de camundongo e a concentração de

S. aureus 1477 usada para provocação foi 1,65 x 108 CFU de colônia por

10 dose de camundongo. Morbidez, mortalidade e patologia foram registradas

diariamente por 7 dias após a provocação.

Quando comparando os camundongos provocados com isolato

ATCC 19636, 7O°/j dos camundongos do Grupo 1 vacinados com placebo

morreram dentro de 7 dias de provocação (Tabela 8 e Figura 2). lsto de-

15 monstrou que a linhagem 19636 causou uma taxa de mortalidade alta em

camundongos no nível de dose administrado. Em contraste com os camun-

dongos no Grupo 1, apenas 1O°/j dos camundongos no Grupo 2 morreram

dentro de 7 dias pós-provocação. Esses resultados ilustraram que os ca-

mundongos provocados com a Iinhagem 19636 eram significantemente pro-

20 tegidos por vacinação com a composição de 19636 (p=O,020, teste de Extra-

to de Fischer). Ainda, uma análise Kaplan-Meier dos dados de tempo-para-

morte indicou que a vacina forneceu proteção significante (p=O,0042, teste

logrank) contra provocação homóloga (Figura 3). Ainda, apenas 20% dos

camundongos no Grupo 5 morreram dentro de 7 dias de provocação, indi-

25 cando que a composição 1477 bovina ofereceu proteção significante contra

provocação com a linhagem ATCC 19636 (p = 0,015 teste logrank para mor-

talidade). Quando os dados foram analisados através de uma curva de so-

brevivência Kaplan-meier e teste logrank (Figura 4), a proteção contra morta-

Iidade foi determinada ser significante (p = 0,015 teste Iogrank para mortali-

30 dade), indicando que a composição de vacina derivada da linhagem 1477

proveu proteção heteróloga contra provocação com a linhagem 19636.
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Tabela 8. Mortalidade de Camundonqos Vacinados e Não-vacinados Se-

çjuindo Provocação com Staphy/ococcus aureus (isolato ACC 19636 humano

e isolato bovino 1477).
Grupos

Grupo-l* (Placebo, Prov
ATCC 19636)

Grupo-2* (ATCC 19636,
Prov Homóloga)

Grupo-3* (Placebo, Prov
1477 Bovina)

Grupo-4* (1477 Bovina,
Prov Homóloga)

Grupo-5* (1477 Bovina,
Prov Heteróloga)

Grupo-6* (ATCC 19636,
Prov Heteróloga)

Grupo-7* (FeC|3 1477 Bo-
vina, Prov 1477 Bovina)

No. de Ca- No. de Mortalidade
mun-dongos Mortos percentual (°/0)

10 7/10 70

10 1/10 10

10 2/10 20

10 1/10 10

10 m 20

10 0/10 0

10 2/10 20

5 *Grupo-1, (Vacinado com placebo/Provocado com ATCC 19636)

*Grupo-2 (Vacinado com proteinas ATCC 19636 expressas sob restrição de

ferro/Provocado com ATCC 19636)

*Grupo-3 (Vacinado com placebo/Provocado com 1477 Bovina)

*Grupo 4 (Vacinado com proteínas 1477 Bovinas expressas sob restrição de

10 ferro/Provocado com 1477 Bovina)

*Grupo-5 (Vacinado com proteínas 1477 Bovinas expressas sob restrição de

ferro/Provocado com ATCC 19636)

*Grupo-6 (Vacinado com protelnas ATCC 19636 expressas sob restrição de

ferro/Provocado com 1477 Bovina)

15 *Grupo-7 (Vacinado com FeC|3 1477 Bovina/Provocado com 1477 Bovina)

Quando comparando os camundongos provocados com isolato

de 1477 bovina, apenas 20% dos camundongos no grupo vacinado com pla-

cebo (Grupo 3) morreram dentro de 7 dias de provocação. No entanto, pro-

vocação com o isolato de 1477 bovina elicitou o desenvolvimento de lesões
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de pele necróticas em 6 (76%) dos camundongos sobreviventes do Grupo 3,

Essas lesões foram medidas e o tamanho médio das Iesões nos camundon-

gos sobreviventes foi 18,5 mm (Tabela 9). Em contraste, 20% dos camun-

dongos do Grupo 4 morreram dentro de 7 dias de provocação, mas apenas

5 três (38%) dos camundongos sobreviventes desenvolveram lesões (diâmetro

médio, 2,7 mm). Esses resultados indicam que a composição de 1477 bovi-

na ofereceu proteção homóloga significante contra desenvolvimento de le-

sões nos camundongos provocados com a linhagem bovina 1477 (p=O,009,

teste t de student). Ainda, vacinação com a composição de ATCC 19636

10 protegeu contra provocação com a linhagem 1477, uma vez que nenhum

camundongo morreu no Grupo 6 e apenas três (30%) dos camundongos

desenvolveram lesões de pele (diâmetro médio, 3,7 mm). Juntos, mortalida-

de e/ou desenvolvimento de lesão reduzidos nos camundongos nos Grupos

5 e 6 demonstraram a natureza de proteção cruzada significante das com-

. 15 posições derivadas das Iinhagens 19636 e 1477 (p=O,012, teste t de student
com base em tamanho de lesão). Na demonstração da eficácia da composi-

. ção comparado com as proteinas não-reguladas por ferro, 2O°/j dos camun-

dongos no Grupo 7 morreram e 4 dos sobreviventes desenvolveram lesões

de pele (diâmetro médio, 15,8 mm). Os camundongos do Grupo 7 demons-

20 traram algum grau de proteção pela vacinação com as proteínas do isolato

1477 uma vez que tnenos camundongos desenvolveram lesões comparado

com o Grupo 3 de vacina com placebo. No entanto, as lesões de pele obser-

vadas nos camundongos no Grupo 7 foram mais frequentes e de um diâme-

tro maior do que as lesões nos camundongos do grupo 4, indicando que,

25 com relação a proteínas isoladas de células cultivadas sob condições com

ferro, as proteínas isoladas das bactérias cultivadas sob restrição de ferro

ofereceram proteção superior contra uma provocação idêntica.

A natureza de proteção cruzada das proteínas observadas no

estudo de provocação de camundongo é apoiada pelos pesos moleculares

30 similares das proteínas das linhagens de S. aureus descritas no Exemplo 1

(Figura 1). Embora tenha havido diferenças notáveis no perfil de SDS-PAGE

das proteínas dos isolatos derivados de bovino, especificamente a ausência
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de uma proteína de 38,4 kDa e a presença de 3 proteinas adicionais, as pro-

teínas de ambas as Iinhagens 1477 e ATCC 19636 elicitaram proteção hete-

róloga. Esses resultados indicam que as proteinas similares entre as linha-

gens 19636 e 1477 são provavelmente responsáveis pela proteção cruzada

5 observada nos Grupos 5 e 6. Em contraste, os perfis de proteina da linha-

gem 1477 cultivada sob condições isentas de ferro e com ferro são observa-

velmente diferentes. Essas proteínas isoladas sob condições sem ferro são

mais protetoras quando comparado com as proteínas isoladas sob condi-

ções com ferro, demonstrado pela redução em desenvolvimento de lesão

10 dentre os camundongos do Grupo 4 comparado com os camundongos do

Grupo 7.
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Exemplo 6

Em mamíferos, foi mostrado que a resposta à Iesão em tecido

ou infecção bacteriana resulta em uma resposta infiamatória aguda. Esta

resposta aumenta a permeabilidade capilar e a infiltração fagocítica resul-

5 tando nos sinais clínicos reconhecidos como inflamação; inchaço, febre, dor

e vermelhidão; se deixado sem controle, isso pode levar à morte. A ativação

de fatores humorais e a liberação de citocinas fazem a mediação de eventos

sistêmicos coletivamente conhecidos como a resposta de proteína de fase

aguda que resulta em uma cascata de eventos fisiológicos e bioquímicos. A

10 duração desta resposta está diretamente relacionada com a severidade da

lesão e magnitude da infecção sistêmica. Foi bem documentado que durante

" a sepse bacteriana, cirurgia grande, queimaduras e outros traumas corporais

há uma alteração na concentração de vários Íons de metal no soro tais como

ferro, cobre e zinco. Por exempio, durante a fase aguda de uma infecção há

15 uma diminuição nos níveis de ferro e zinco no plasma e um aumento em co-

bre. A alteração desses Íons de metal traços no soro pode afetar diretamen-

te a severidade ou progressão de qualquer infecção bacteriana.

Neste estudo a requerente examinou a expressão de proteínas

de Staphy/ococcus aureus sob várias condições de restrição de Íon de metal

20 a fim de imitar a expressão de novas proteinas que podem ser expressas

durante a invasão sistêmica. As linhagens de Staphy/ococcus aureus avalia-

das neste estudo se originaram de amostras clínicas de três espécies dife-

rentes de animal; ave (linhagem SAAVI), humano (linhagem 19636) e bovi-

no (Iinhagens 1477 e 2176). Em suma, culturas de cada isolato foram prepa-

25 radas a partir de estoques de semente máster em 200 ml de Caldo de soja

Trípico (TSB). Cada cultura foi cultivada enquanto agitando a 200 rpm por 6

horas a 37° C. Dez ml de cada cultura foram transferidos para 500 ml de

TSB isento contendo um a quatro quelantes de íon de metal; 2,2-dipiridinila

(Dp), 2-piridilmetil-etileno diamina (TPEN), catequina e naringeninas (todos

30 obtidos da Sigma, St. Louis, MO). Ainda, cada cultura foi também cultivada

em meios com cátion contendo cloreto férrico, cloreto de zinco e/ou cloreto

de cobre preparados em concentrações de 300 µM. Os quelantes de íon de
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metal foram usados na concentração que segue: 2,2-dipiridila (800 µM), ca-

tequina e naringenina foram usadas a 300 µM e 2-piridilmetil-etileno diamina

foi usada em uma concentração de 100 µM. As culturas foram cultivadas

com cada quelante por 8 horas, ponto onde a cultura foi subculturada uma

5 segunda vez por mais 12 horas. Cada cultura foi subculturada por três pas-

sagens consecutivas em intervalos de 12 horas- No final da terceira passa-

gem, cada cultura foi coletada através de centrifugação a 10.000 x g por 20

minutos. Cada cultura foi lavada duas vezes através de centrifugação a

10.000 x g e ressuspensa em 20 ml de solução salina tamponada com Tris,

10 pH7,2a4°C.

Cada pélete bacteriano foi ressuspenso em 45 ml de solução sa-

· lina tamponada com Tris, pH 7,2 (Tris 25 mM e NaCl 150 mM) e as suspen-

sões bacterianas resultantes foram despejadas como alíquotas de 9 ml em 5

tubos individuais, vinte tubos no total. Um milímetro de TBS contendo 50

- 15 unidades de Iisostafina (Sigma, St. Louis, MO) foi adicionado a cada tubo
para dar uma concentração final de 5 unidades/ml. Seguindo incubação a

37° C por 30 minutos enquanto agitando a 200 rpm, 1 ml de TBS contendo

0,1 mg de lisozima (Sigma) foi adicionado a cada tubo- As suspensões bac-

terianas foram então incubadas por mais 45 minutos enquanto agitando a

20 200 rpm. Em seguida, as suspensões foram centrifugadas a 3050 x g por 12

minutos a 4° C para peletizar restos celulares grandes. Os sobrenadantes

foram coletados através de aspiração sem perturbar o pélete. O sobrenadan-

te foi então centrifugado a 39-000 x g por 2,5 horas. Os péletes resultantes,

enriquecidos em proteínas de membrana regL||adas por metal, foram ressus-

25 pensos em 200 µL de tampão Tris, pH 7,2. As soluções de proteína para

cada isolato foram combinadas para um volume total de 1 ml e armazenadas

a -90° C.

As proteínas obtidas dos isolatos de S. aureus SAAVI, 19636,

1477 e 2176 cultivadas sob condições isentas de ferro, zinco e cobre incluí-

30 am polipeptídeos regulados por metal.

Extratos celulares, derivados de cada isolato, foram fracionados

em tamanho em géis SDS-PAGE usando um gel de empilhamento 4°/0 e gel
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de separação 1O°/o. Amostras para eletroforese foram preparadas combi-

nando 10 µg de amostra com 30 µ1 de tampão de amostra de redução SDS

(Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 2°/0, beta-mercaptoetanol 5%)

fervidos por 4 minutos. As amostras sofreram eletroforese em corrente cons-

5 tante de 18 mA por 5 horas a 4° C usando um fornecimento de energia de

célula xi Protein ll (81oRad Laboratories, Richmond, CA, modelo 1000/500).

Os padrões de SDS-PAGE das proteínas cultivadas sob quela-

ção com zinco e/ou cobre mostraram padrões de formação de faixa únicos

em todos os isolados que eram diferentes quando comparado com os mes-

lO mos isolatos cultivados sob restrição de ferro na presença de 2,2'-dipiridila,

Por exemplo, quando o isolato 19636 foi cultivado sob restrição de ferro ou

- na presença do quelante 2,2'-dipiridila, proteínas reguladas por ferro únicas

foram expressas nas regiões de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37

kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa. Essas proteínas foram subreguladas

15 quando o isolato foi cultivado na presença de cloreto férrico. No entanto,

quando o mesmo isolato foi cultivado na presença do quelante de zinco e/ou

cobre, um novo subconjunto de proteínas foi expresso com relação às prote-

Ínas expressas sob restrição de ferro; as novas proteínas tendo pesos mole-

culares de aproximadamente 115 kDa, 88 kDa, 80 kDa, 71 kOa, 69 kDa, 35

20 kDa, 30 kDa, 29 kDa e 27 kDa. Ainda, uma proteína de 87,73 kDa foi ex-

pressa sob condições de restrição de ferro ou restrição de cobre, mas não

quando as culturas eram restritas em zinco. As proteínas expressas sob res-

trição de ferro pareciam ser subreguladas quando cultivadas sob ou restrição

de zinco e/ou restrição de cobre, mas não completamente inativadas con-

25 forme visto quando o isolato foi cultivado em cloreto férrico.

Parece que há novas proteinas expressas quando o organismo

é cultivado sob restrição de cobre e/ou restrição de ferro que não são ex-

pressas quando o mesmo isolado é cultivado sob condições restritas em fer-

ro. Uma vez que metais de transição são usados por organismos para for-

30 mar enzimas que catalisam várias reações bioquímicas, os Íons de metal

podem desempenhar um papel vital em sobrevivência microbiana durante

uma infecção sistêmica. Talvez seja por essa razão que durante sepse há
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uma diminuição transiente na disponibilidade desses metais transicionais,

tornando-os indisponíveis para cultivo do organismo. Essas novas proteinas

" poderiam aumentar muito bem a eficácia de proteção da composição exis-

tente cultivada sob restrição de ferro porque elas podem também ser ex-

5 pressas pelas bactérias sob a restrição de Íon de metal sofrida durante inva-

são sistêmica.

Exemplo 7

As composições da presente invenção podem também ser pro-

duzidas sob condições comerciais de grande escala

10 Fermentação

Um frasco criogênico da semente de trabalho (2 ml a 109

- CFU/M) conforme descrito no Exemplo 1 foi usado para inocular 500 ml de
Caldo de soja Tríptico (TSB) sem dextrose (Difco) preaquecido para 37° C

contendo 0,125 g/l de 2,2-dipiridila (Sigma), 2,7 gramas de extrato de leve-

. 15 dura 81Tek (Difco) e glicerol (3% vol/vol). A cuituva foi incubada a 37° C por
12 horas enquanto agitando a 200 rpm momento quando ela foi usada para

inocular 2 litros do meio acima e deixada crescer por mais 4 horas a 37° C.

Esta cultura foi usada para inocular um fermentador de bancada VIRTIS de

20 litros (Virtis, Gardiner, NY) carregado com 13 litros do meio descrito aci-

20 ma. O pH foi mantido constante entre 6,9 e 7,1 através de titulação automá-

tica com NaOH 50% e HCl 1O°/j. A velocidade de agitação foi ajustada a 400

rev/minuto e a cultura aerada com 11 litros ar/minuto a 37° C. Espumação foi

controlada automaticamente através da adição de 11 ml de desespumante

(Mazu DF 204 Chem/Serv, Mineápolis, MN). A cultura foi deixada crescer

25 continuamente nessas condições por 4 horas momento quando foi esteril-

mente bombeada em um fermentador de 150 litros (W.B. Moore, Easton,

PA). O fermentador foi carregado com 120 litros de caldo de soja tríptico

sem dextrose (3.600,0 gramas), extrato de levedura 81Tek (600 gramas),

glicerol (3.600 ml), 2,2-dipiridila (3,0 gramas) e desepumante Mazu DF 204

30 (60 ml). Os parâmetros da fermentação eram como segue: oxigênio dissolvi-

do (DO) (Disso/ved Oxygen) foi mantido a 30% +/- 10% através do aumento

da agitação para 220 rev/min aspergido com 60 litros de ar/minuto e 68,94
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Kpa (10 libras por polegada quadrada (psi)) de pressão contrária. O pH foi

mantido constante entre 6,9 e 7,1 através de titulação automática com NaOl-l

5O°/, e HCl 1O°/o e a temperatura mantida a 37° C. Na hora 4,5 (OD540 8-9)

da fermentação a cultura foi transferida para um fermentador New Brunswick

5 Scientific de 1.500 litros IF-15000 carregado com 1200 litros de caldo de soja

tríptico sem dextrose (36.000 gramas), extrato de levedura 81Tek (6.000

gramas), glicerol (36.000 ml), 2,2-dipiridila (30,0 gramas) e desespumante

Mazu DF 204 (600 ml). Os parâmetros da fermentação foram como segue:

oxigênio dissolvido (DO) foi mantido a 6O°/, +/- 1O°/o com oxigênio suplemen-

lO tar através do aumento da agitação para 300 rev/min aspergido com 300 a

1100 litros de ar/minuto e 34,473 Kpa (5 libras por polegada quadrada (psi))

de pressão contrária. Conforme a fermentação progredia, oxigênio suple-

mentar foi adicionado de 0-90 litros/minuto para auxiliar no controle de oxi-

gênio dissolvido. O pH foi mantido constante entre 6,9 e 7,4 através de titu-

. 15 lação automática com NaOH 5Õ°/o e HCl 1O°/j e a temperatura foi mantida a
37° C.

Aproximadamente 5 horas pós-inoculação do fermentador gran-

de, a cultura foi suplementada com nutrientes adicionais através da alimen-

tação de 70 |itroS de meio contendo 18.000 gramas de TSB sem dextrose,

20 3.000 gramas de extrato de Ievedura, 30,0 gramas de 2,2-dipiridila e 18.000

ml de glicerol. A taxa de alimentação foi ajustada para aproximadamente 28

litros/hora enquanto aumentando a agitação. No final da alimentação a fer-

mentação foi deixada continuar por mais 4 horas, ponto onde a fermentação

foi terminada através da diminuição da temperatura do fermentador para 18°

25 C (OC540 35-40 em uma diluição 1:100).

Coleta

A fermentação bacteriana foi concentrada e lavada usando um

Pall Filtron Tangential FIOw Maxiset-25 (Pall Filtron Corporation, Northboro,

MA) equipado com três filtros de canal aberto Alpha 300-K de 30 pés', No.

30 de catálogo AS30OC5; (Pall Filtron) conectado a uma bomba de alimentação

Waukesha Modelo U-60 (Waukesha Cherry-8urre!l, Delevan, Wl). O volume

de cultura original de 1250 litros foi reduzido para 50 litros (2,5 litros/minuto)
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usando uma pressão de entrada de filtro de 206,84 Kpa (30 psi) e uma pres-

são de retentato de 34,473 - 41,368 Kpa (5-6 psi)- O retentato bacteriano foi

ajustado de volta para 150 Iitros usando Solução Salina Tamponada com

Tris, pH 8,5, e então concentrado novamente para 50 iitros para ajudar a

5 remover quaisquer proteínas exógenas contaminantes, tais como exoprotei-

nas, para incluir toxinas e proteases secretadas. O pH elevado da solução

salina tamponada com tris ajuda a prevenir muito da degradação proteolítica

que pode ocorrer durante armazenamento da suspensão de célula integral.

lnibidores de protease podem ser usados ao invés de, ou em adição a, um

10 pH elevado. O retentato foi misturado completamente enquanto no tanque

de 200 litros usando um misturador magneticamente acionado de montagem

frontal. O retentato foi esterilmente despejado (3,5 litros) em recipientes Nal-

gene de 4 litros estéreis No. 2122 e posto em um freezer a -20° C para ar-
- mazenamento como um ponto de ruptura na fabricação, ou poderia ser pro-

15 cessado mais. A rnassa do pélete foi calculada através de centrifugação de

amostras de 30 ml da cultura fermentada e coleta final. Em suma, tubos cô-

nicos Nalgene de 50 ml pré-pesados foram centrifugados a 39.000 x g por

90 minutos em uma centrífuga Beckman J2-21 usando um rotor JA-21

(Beckman lnstruments, Palo Alto, CA). No final da atividade, o sobrenadante

20 foi jogado fora e os tubos foram pesados novamente. A massa do pélete foi

calculada para cada estágio. O processo de fermentação rendeu uma massa

de pélete úmida de aproximadamente 60 quilogramas-

Rompimento

Oitenta quilogramas de pasta fluida de célula bacteriana em So-

25 Iução Salina Tamponada com Tris, pH 8,5, foram assepticamente transferi-

dos para um tanque de processo revestido de 1000 litros de vapor local (Le-

e, Modelo 259LU) com um misturador montado na parte superior (Eastern,

Modelo TME-1/2, EMI lncorporatede, Clinton, CT) contendo 900 litros de

TBS pH 8,5. A suspensão bacteriana bruta foi esfriada para 4° C com mistu-

30 ra contínua por 18 horas a 200 rpm momento quando foi rompida através de

homogeneização. Em suma, o tanque de 1000 litros contendo a suspensão

bacteriana foi conectado a um homogeneizador AVESTIN modelo C-500-B
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(Avestin lnc., Ottawa, Canadá). Um segundo tanque de processo revestido

de 1000 litros (vazio) foi conectado ao homogeneizador de maneira que o

fluido no tanque de processo pudesse ser passado pelo homogeneizador,

para o tanque vazio e de volta novamente permitindo passagens de homo-

5 geneização múltiplas enquanto ainda mantendo um sistema fechado. A tem-

peratura durante a homogeneização foi mantida a 4° C. No início da primeira

passagem, fluido foi circulado a 482,63 Kpa (70 psi) através de uma bomba

Waukesha modelo IODO (Waukesha) através do homogeneizador (500 ga-

lões/hora), enquanto a pressão do homogeneizador era ajustada para

10 206,84 Mpa (30.000 psi). Antes da primeira passagem, duas amostras de

pré-homogeneização foram retiradas do homogeneizador para estabelecer

uma linha de base para deterrninação do grau de rompimento e monitora-

mento do pH. O grau de rompimento foi monitorado através de transmitância
P

(%T a 540 nm em diluição 1:100) comparado com a amostra não-

- 15 homogeneizada- O número de passagens pelo homogeneizador foi padroni-
zado para dar uma transmitância percentual final entre 78-91%T em uma

diluição 1:100 preferivelmente entre 86-91%). Após homogeneização, o tan-

que foi removido do homogeneizador e posto em uma alça resfriadora a 4° C

e misturado a 240 rpm.

20 Coleta de Proteina

A suspensão bacteriana rompida contendo as proteinas regula-

das por ferro conforme ilustrado na Figura 1 foi coIetada através de centrifu-

gação usando T-1 Sharples, (Alfa Laval Seperations, Warminster, PA). Em

suma, o tanque de processo revestido de 1000 litros contendo homogenato

25 bacteriano rompido foi alimentado em 12 Sharples com uma taxa de alimen-

tação de 250 ml/minuto a 117,21 Kpa (17 psi) em uma força centrífuga de

60.000 x g. O efluente foi coletado em um segundo tanque de processo re-

vestido de 1000 litros através de uma alça estéril fechada permitindo passa-

gens múltiplas através das centrífugas enquanto mantendo um sistema fe-

30 chado. A temperatura durante a centrifugação foi mantida a 4° C. O homo-

genato foi passado 8 vezes através das centrífugas. Aproximadamente 50%

da proteína foram coletados após a segunda passagem, ponto onde o fluido



. 3· ~- : ' "" '" " ' " "sí% "' "' '" "" ' '". "" '"""' """" " . '" :"' ' ' " " '..'" " " "" '" "'""" %. - ¥ - "' "" '"""'@x¥aRÊ4"-4Hy—@W->.d.W%E%4·g·mW%'

135/187

homogenato foi concentrado para 1/3 de seu volume original, o que diminuiu

o tempo de processo para as próximas 6 passagens. O tanque de homoge-

nato foi assepticamente desconectado das centrífugas e conectado a uma

montagem Millipore Pellicon Tangential Flow Filter (Millipore Corporation,

5 Bedford, MA) equipada com um filtro Centrasette série Alpha 30K de canal

de tela de 25 péS2 (Pall Filtron) conectado a uma bomba de alimentação

Waukesha Modelo U30 para concentração. Após concentração, centrifuga-

ção foi continuada até que o processo estivesse completo. Proteína foi cole-

tada após cada passagem. A proteína foi coletada, ressuspensa e despejada

10 em 50 litros de solução salina tamponada com Tris, pH 8,5, contendo formu-

lina 0,15% (Sigma) como preservativo.

Diafiltraçjem

A suspensão de proteina foi lavada através de diafiltragem a 4°

C para remover quaisquer proteínas exógenas (proteases, toxinas, enzimas

15 citoplásmicas e metabólicas, etc). Em suma, os 50 litros de proteina foram

esterilmente transferidos para um tanque de processo de 200 litros contendo

150 litros de solução salina tamponada com Tris, pH 8,5, equipado com um

misturador Dayton frontal, Modelo 2Z846 (Dayton Electric, Chicago, IL) gi-

rando em 125 rev/minuto. O tanque de processo foi esterilmente conectado

20 a uma montagem Millipore Pellicon Tangential Flow Filter (Millipore Corpora-

tion) equipado com um filtro Centrasette série Alpha 30K de canal de tela de

25 péS2 (Pall Filtron) conectado a uma bomba de alimentação Waukesha

Modelo U30- A solução de proteína de 200 Iitros foi concentrada através de

filtragem para um volume alvo de 50 litros ponto onde 150 litros de solução

25 salina estéril foram adicionados. A suspensão de proteína foi então concen-

trada para aproximadamente 50 litros. O concentrado de proteína foi arma-

zenado em um tanque de processo revestido de 50 litros equipado com um

misturador montado na parte superior e armazenado a 4° C.

É interessante notar que a composição derivada do processo de

30 larga escala usando homogeneização como um meio de rompimento gerou

perfis de formação de faixa idênticos conforme examinado através de SDS-

PAGE comparado com o processo em escala menor descrito no Exemplo 1.
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Esses resultados mostram que lisostafina poderia ser substituída como o

agente de lise bacteriana usando homogeneizador AVESTIN C500-B. Esta

constatação permite a geração em baixo custo de volumes grandes de pro-

teinas reguladas por ferro de staphy/ococci.

5 Exemplo 8

Hiperimunização de camundonqos e preparação de anticorpo policlonal

lmunização passiva com anticorpo purificado isolado de camun-

dongos vacinados com proteínas derivadas de S. aureus linhagem ATCC

19636 cultivadas sob condições limitantes de ferro era protetora contra pro-

lO vocações por S. aureus homóloga e heteróloga. Quinze camundongos adul-

tos CDl foram vacinados conforme descrito no Exemplo 3 com a composi-

ção de proteína derivada de S. aureus linhagem ATCC 19636 cultivada sob

condições isentas de ferro conforme descrito nos Exemplos 1 e 2. Os ca-

mundongos foram vacinados intraperitonealmente 3 vezes em intervalos de

- 15 7 dias com 50 µg de composição de proteína em cada vacinação. Sete dias
após a terceira imunização, os camundongos sofreram sangria completa

através de punção cardíaca. Soro foi agrupado e anticorpo purificado usando

precipitação com sulfato de amônio padrão. Proteínas do soro exógenas fo-

ram removidas primeiro antes da precipitação do anticorpo através da adição

20 de 0,5 volume de sulfato de amônio saturado pH 7,2. A solução foi agitada a

100 rpm por 24 horas a 4° C. A soIução foi novamente centrifugada a 3000 x

g por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e precipitado novamente a-

través da adição de sulfato de amônio saturado suficiente para trazer a con-

centração final para 55% de saturação. A solução foi agitada a 100 rpm por

25 24 horas a 4° C. O precipitado foi centrifugado a 3000 x g por 30 minutos. O

pélete final de cada amostra foi ressuspenso em 2 ml de PBS, pH 7,2. Os

anticorpos precipitados foram então dialisados usando uma tubulação de

diálise de corte molecular de 50.000 (Pierce, Rockford, IL) por 30 horas con-

tra três mudanças de 1 litro de soIução salina tamponada com fosfato para

30 remover sulfato de amônio. As duas primeiras mudanças de litro foram pre-

seNadas com azida de sódio 0,02%. A mudança de tampão de 1 iitro final

não continha nenhum preservativo. O dialisato foi coletado e centrifugado
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novamente para remover quaisquer restos remanescentes a 3000 x g por 30

minutos. A solução de anticorpo foi armazenada a 4° C por menos de 48

horas antes do uso. Cada amostra foi plaqueada em ágar de sangue para

verificar a esterilidade antes da infusão.

5 Exemplo 9

lmunização passiva e provocação

A fim de avaliar o efeito protetor de anticorpo infundido criado

contra proteínas S. aureus expressas durante limitação de ferro, dois grupos

de 15 camundongos foram, cada um, infundidos intraperitonealmente ou

10 com a preparação de anticorpo purificada (Grupo 1) ou solução salina fisio-

lógica (Grupo 2) em uma infusão de 200 µL. Dois grupos adicionais de 15

camundongos foram infundidos subcutaneamente ou com preparação de

anticorpo purificada (Grupo 3) ou solução salina fisiológica (Grupo 4). Após

60 minutos, os 2 grupos de 15 camundongos recebendo uma infusão intra-

15 peritoneal forarh provocados intraperitonealmente com 1,3 x 108 cfu de S.

aureus linhagem 19636. Similarmente, os 2 grupos de 15 camundongos re-

cebendo uma infusão subcutânea foram provocados subcutaneamente com

1,3 x 108 cfu de S. aureus linhagem 1477 para teste quanto à proteção cru-

zada contra provocação por uma linhagem de S. aureus diferente. Mortali-

20 dade e/ou tamanho da Iesão foi registrado por 5 dias e os fígados de todos

os camundongos foram removidos post-mortem, homogeneizados e plaque-

ados para determinar o número de S. aureus presente como uma medida de

infecção sistêmica- As curvas de sobrevivência Kaplan-Meier (Figuras 5 e 6)

mostram o efeito de proteção fornecido pela infusão de anticorpos de ca-

25 mundongos vacinados com as proteinas de S. aureus expressas durante

restrição de ferro. Embora a diferença entre os grupos infundidos e controle

para grupos provocados com ATCC 19636 não fosse significante (p=O,076,

teste log-rank), o fígado do único camundongo que morreu dentro do grupo

infundido com anticorpo no Dia 1 foi culturado em ágar de sangue para de-

30 terminar a ausência e/ou a presença do organismo de provocação (S. au-

reus). A cultura derivada deste camundongo era negativa para Staphy/ococ-

cus e não mostrou nenhum desenvolvimento na placa de ágar de sangue ou
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meio de cultura. Em contraste, os fígados dos camundongos que morreram

dentro do grupo de placebo foram todos positivos para a presença de Staph-

ylococcus, na verdade, culturas puras foram obtidas em cada placa de ágar

de sangue derivada dos fígados desses camundongos. Apesar dos dados de

5 fígado não precludirem a possibilidade que o camundongo que morreu den-

tro do gmpo infundido com anticorpo morreu de infecção por S. aureus, a

infecção não foi sistêmica, como foi no grupo de placebo, e o camundongo

pode ter morrido por outras razões. Verificação desta morte de camundongo

infundido com anticorpo resulta em uma diferença significante entre trata-

lO mentos infundidos com anticorpo e placebo (p=O,015, teste log-rank). Os

dados para a provocação cruzada, onde os camundongos foram infundidos

com anticorpo gerado após vacinação com proteínas derivadas de ATCC

19636 e provocados por S. aureus Iinhagem 1477, também mostraram uma

tendência protetora. Entre 7 e 14 dias pós-provocação, todos os camundon-

15 gos nos grupos infundidos e não-infundidos começaram a desenvolver le-

sões de pele necróticas. No entanto, exame macroscópico de camundongos

claramente revelou um retardo visível na formação de uma lesão observável

bem como a severidade da lesão entre os grupos. Camundongos infundidos

desenvolveram lesões mais lentamente comparado com camundongos con-

20 trole não-infundidos que desenvolveram lesão mais rápido do que os ca-

mundongos infundidos e em um grau de severidade maior. Os camundongos

infundidos cicatrizaram mais rápido do que camundongos não-infundidos.

lsto era claramente evidente entre 21 e 35 dias pós-provocação. Exame ma-

croscópico de camundongos em 35 dias pós-provocação mostrou que ca-

25 mundongos não-infundidos foram seriamente desfigurados e revelou um

grau maior de cicatrização. Na realidade, muitos desses camundongos per-

deram a postura normal, pelo fato de que eles pareciam ter aparência de-

formada, em contraste com camundongos infundidos que quase não desen-

volveram tecido de cicatriz extenso e/ou desfiguramento conforme ilustrado

30 pela aparência deformada que os camundongos não-infundidos desenvolve-

ram. No geral, esses dados sugerem que infusão intraperitoneal de anticor-

pos criados contra proteínas induzidas por ferro em S. aureus pode ambos
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proteger contra e limitar a severidade de infecção por S. aureus.

Exemplo 10

Varredura de uma composição de vacina derivada de StaphY/ococcus au-

reus em um rebanho leiteiro cronicamente infectado

5 Um rebanho leiteiro comercial tendo uma história de contagens

de célula somática cronicamente altas atribuível à Staphy/ococcus aureus foi

escolhido para a varredura de uma composição de vacina conforme descrito

no Exemplo 1. O critério para estabelecimento de eficácia da vacina deste

estudo experimental foi: 1) incidência menor de mastite clínica causada por

10 Staphy/ococcus aureus dentre controles vacinados comparado com não-

vacinados, 2) melhora (isto é, uma diminuição) em contagem de célula so-

mática dentre vacinados comparado com controles e 3) diminuição em taxas

de isolamento positivas de cultura de S. aureus entre controles vacinados e

não-vacinados. Sangue será coIetado no momento da primeira vacinação

. 15 (dia 0) e novamente nas semanas 3 e 6 pós-imunização inicial. Reações de
sítio de injeção ou reações sistêmicas seguindo vacinações foram monitora-

das durante o estudo. Ainda, amostras de leite de tanque principal foram

culturadas e quantitativamente enumeradas para determinar se houve uma

diminuição no número de CFU de Staphy/ococcus aureus culturada após

20 vacinação.

Três dos isolatos de Staphy/ococcus derivados de vacas leiteiras

cronicamente infectadas dentro do rebanho foram cultivados sob condições

de restrição de ferro e condições de não-restrição de ferro conforme descrito

no Exemplo 1. Os três isolatos foram designados TTX1O1, TTX102 e

25 TTXI 03. Amostras extraídas foram examinadas através de SDS-PAGE para

comparar perfis de formação de faixa entre isolatos. Perfis de formação de

faixa idênticos foram observados dentre os isolados examinados; as compo-

sições feitas a partir de cada isolato incluíam proteínas tendo pesos molecu-

lares de 87,73 kDa, 80,46 kDa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa,

30 34,91 kOa, 33,0 kDa e 31,83 kDa. Essas proteínas são dos mesmos pesos

moleculares que anteriormente descrito na Tabela 7. Ainda, quando compa-

rando os isolatos perfis de formação de faixa idênticos foram vistos com a-
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quelas proteínas que eram expressas em todas as condições que não eram

reguladas por ferro: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kOa, 58, kDa, 50 kDa,

44 kOa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa. Esses resultados estavam de acordo com

as observações anteriores. Um isolato designado TTX1O1 foi escolhido co-

5 mo o isolato para fabricação de uma cornposição a ser usada neste estudo.

Exemplo 11

Preparação de vacina de Staphy/ococcus aureus (TTX1O1)

Uma composição foi preparada conforme descrito no Exemplo 1

usando o isolato TTX1O1. A composição incluía proteínas expressas sob

10 condições isentas de ferro tendo pesos moleculares de 87,73 kDa, 80,46

kDa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa, 33,0 kDa e

31,83 kDa bem como proteínas não-reguladas por metal tendo pesos mole-

culares de 150 kOa, 132 kDa, 120 kOa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43

kDa, 41 kDa e 40 kDa. A composição de imunização derivada da linhagem

. 15 TTX1O1 foi usada para preparar a vacina experimental através da emulsifi-
cação da suspensão de protelna extraida (400 µg de proteína total por milili-

tro) em um adjuvante comercial (EMULSIGEN, MVP Laboratories, Ralston

NE) usando um recipiente de homogeneização T50 Ultra Turrax IKA (IKA,

Cincinnati, OH) para dar uma dose final de 800 µg de proteína total em um

20 voIume injetável de 2,0 ml com uma concentração de adjuvante de 22,5%

voI/vol. A vacina foi administrada subcutaneamente 2 vezes em intervalos de

21 dias.

Exemplo 12

Projeto experimental e vacinação do rebanho

25 Dezoito dias antes da prirneira vacinação todas as vacas leitei-

ras inscritas no estudo (N=80) foram testadas quanto à S. aureus através de

métodos de cultura bacteriológica aeróbica padronizada através da cultura

de amostras de leite individuais derivadas de cada vaca leiteira. Ainda, as

Contagens de Célula Somática (SCC) foram enurneradas pela Dahy Herd

30 /mptovement Association usando métodos padrão. Quatorze de 80 vacas

foram clinicamente diagnosticadas com mastite e foram culturadas positivas

para S. aureus. As vacas restantes (N=66) testaram negativas para S. au-
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reus. As oitenta vacas foram igualmente divididas em dois grupos designa-

dos grupo-l, vacinado (N=40), e grupo-2, não-vacinado (N=40)- As quatorze

vacas positivas para Staphy/ococcus cIinicamente diagnosticadas foram i-

gualmente distribuídas entre ambos os grupos de maneira que cada grupo

5 de estudo contivesse 7 vacas com mastite clínic-a. A SCC média entre gru-

pos antes da primeira vacinação foi 203,219 nos controles não-vacinados

comparado coni 240,443 em vacinados (não estatisticamente diferentes

p=0,7).

Dezoito dias após a primeira amostragem todas as vacas no

10 grupo 1 foram vacinadas subcutaneamente na espádua superior direita com

2 ml de vacina conforme descrito no Exemplo 11. Dez dias após a primeira

vacinação, amostras de leite foram obtidas neste período de tempo através

do DHIA para a enumeração de células somáticas de cada vaca individual.

Amostras de leite não foram bacteriologicamente testadas neste mesmo pe-

. 15 ríodo de tempo para determinação da presença de Staphy/ococcus. A dife-
rença na SSC entre os grupos neste período de tempo foi 125,241 (vacina-

dos) cornparado com 196,297 (controles). lsto era uma diferença de 36% no

número de células somáticas entre os controles vacinados comparado com

os não-vacinados. A diferença na SCC entre os controles e vacinados neste

20 período de amostragem não foi estatisticamente diferente (p=0,5). A falta de

diferença estatística na SCC entre os grupos em ambos os períodos de a-

mostragem foi devido à grande variação em SCC individual entre as vacas.

O sitio de injeção de cada vaca vacinada foi também examinado neste

mesmo período de tempo. Nenhuma das vacas examinadas mostrou qual-

25 quer reação de tecido adversa no sÍtio de injeção através de exame físico.

Ainda, não houve nenhuma perda mensurável em produção de ieite devido à

vacinação.

Vinte e um dias após a primeira vacinação todas as vacas no

grupo-l (vacinadas) receberam sua segunda vacinação ou reforço. Durante

30 o perlodo de tempo entre a primeira vacinação e a segunda vacinação, va-

cas em ambos os grupos (vacinadas e controle) desenvolveram dano à teta

devido a uma queda drástica na temperatura ambiental resultando na forma-
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ção de lesões no final do teste, resultando no desenvolvimento de tetas in-

fectadas e potencialmente aumentando o isolamento de Staphy/ococcus du-

rante amostragem, o que foi observado no terceiro período de amostragem.

Vinte e três dias após a segunda vacinação amostras de leite foram obtidas

5 através do DHIA para a enumeração dp Células Somãticas de cada vaca

individual. Amostras de leite foram também bacteriologicamente testadas

quanto à presença de Staphy/ococcus aureus. Houve um aumento drástico

em taxa de isolamento de S. aureus neste período de tempo nas vacas que

testaram negativas no primeiro período de amostragem. Nos controles não-

lO vacinados, 42,9% dessas vacas agora testaram positivas para S. aureus, em

contraste com as vacinadas, o que apenas mostrou um aumento de 35,5%.

lsto foi uma diferença de 7,4% entre vacinados conforme comparado com os

controles não-vacinados. É difícil dizer que a melhora na taxa de isolamento

de S. aureus no grupo vacinado foi devido ao efeito da vacina sozinha. Uma

- 15 pessoa não pode ignorar a dificuldade em obtenção de amostras de leite
limpas de vacas que tinham dano à teta, o que poderia aumentar a contami-

nação potencial do leite por S. aureus quando obtendo a amostra. Não obs-

tante, havia uma diferença significante na SCC média entre vacinados com-

parado com controles. A SCC média do grupo vacinado era 222.679 compa-

20 rado com 404.278 células somáticas conforme medido no grupo controle.

lsso foi uma diferença de 44,9% entre vacinados quando comparado com os

controles não-vacinados. É interessante especular que a diferença vista na

SCC entre esses grupos também coincide com a diferença na taxa de isola-

mento de S. aureus entre os grupos. No entanto, devido à grande variação

25 em SCC entre animais individuais e o tamanho de amostra pequeno do teste

experimental no número de animais a diferença não foi estatisticamente dife-

rente (p=0,28).

Neste mesmo período de tempo o sÍtio de injeção de cada vaca

vacinada foi examinado quanto a qualquer reação de tecido adversa que

30 pudesse ter sido causada pela composição de vacina. Nenhuma das vacas

examinadas mostrou qualquer reação adversa no sÍtio de injeção através de

exame físico. As composições de vacina pareciam ser altamente compatí-
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veis com tecido e não causaram nenhuma perda mensurável em produção

de leite após cada vacinação.

Monitoramento das vacas é continuado através da medição de

SSC e amostras de leite quanto à presença ou ausência de Staphy/ococcus

5 aureus. Algumas das vacas de cada grupo são vacinadas uma terceira vez

em 42 dias após a segunda vacinação. Parece haver uma diferença favore-

cendo o uso da composição de vacina para diminuição de contagens de cé-

Iula somática e controle de infecção causada por Staphy/ococcus aureus.

Monitoramento adicional inclui sorologia com base em títulos de anticorpo

10 para a composição vacinada, mudanças em produção de leite em vacas va-

cinadas devido à melhora na saúde e SCC menor dos animais vacinados

comparado com coortes não-vacinados. Ainda, outros experimentos são

conduzidos para investigar o Índice de proteção da vacina com base em

resposta de dose seguindo provocação com uma S. aureus virulenta.

- 15 Exemplo 13
Uma vez que pesos moleculares das proteínas dentre as linha-

gens de S. aureus diferentes foram demonstrados ser similares e uma vez

que proteção heteróloga foi observada no estudo de provocação de camun-

dongo, a requerente procurou observar se as proteínas compartilhando pe-

20 sos moleculares similares na Figura 1 eram proteínas similares. A técnica

escolhida para caracterizar as proteínas era espectrometria de massa por

dessorção/ionização a laser auxiliada por matriz (MALDI-MS). Uma porção

da composição foi dissolvida usando SDS-PAGE conforme descrito no E-

xemplo 1 e o gel foi tingido com Coomassie Brilliant blue para visualizar as

25 proteínas.

Materiais e Métodos

Excisão e lavagem. O gel foi lavado por 10 minutos com água

duas vezes. Cada faixa de protelna de interesse foi excisada cortando o

mais próximo da faixa da proteína para reduzir a quantidade de gel presente

30 na amostra.

Cada fatia de gel foi cortada em cubos de 1X1 mm e posta em

tubo de 1,5 ml. Os pedaços de gel foram lavados com água por 15 minutos.
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Todos os voIumes de solvente usados nas etapas de lavagem eram aproxi-

madamente iguais a duas vezes o voIume da fatia de gel. A fatia de gel foi

em seguida lavada com água/acetonitrila (1:1) por 15 minutos. Quando as

proteínas foram tingidas com prata, a mistura de água/acetonitrila foi remo-

5 vida, os pedaços de gei secos em urn concentrador/secador a vácuo SPE-

EDVAC (ThermoSavant, Holbrook, NY) e então reduzidos e alquilados con-

forme descrito abaixo. Quando os pedaços de gel não foram tingidos com

prata, a mistura de água/acetonitrila foi removida e acetonitrila foi adicionada

para cobrir até que os pedaços de gel ficassem um branco pegajoso, mo-

lO mento quando a acetonitrila foi removida. Os pedaços de gel foram reidrata-

dos em NH4HCO3 100 mM e após 5 minutos, um volume de acetonitrila igual

a duas vezes o voIume dos pedaços de gei foi adicionado. lsto foi incubado

por 15 minutos, o liquido removido e o pedaços de gel secos em um SPE-

EDVAC.

15 Redução e alquilação. Os pedaços de gel secos foram reidrata-

dos em DTT 10 mM e NH4HCO3 100 mM e incubados por 45 minutos a 56°

C. Após permitir que os tubos esfriassem para temperatura ambiente, o IÍ-

quido foi removido e o mesmo volume de uma mistura de iodoacetamida 55

mM e NH4F|CO3 100 mM foi imediatamente adicionado. lsto foi incubado por

20 30 minutos em temperatura ambiente no escuro. O líquido foi removido, ace-

tonitrila foi adicionada para cobrir até que os pedaços de gel ficassem um

branco pegajoso, momento quando a acetonitrila foi removida. Os pedaços

de gel foram reidratados em NH4HCO3 100 mM e, após 5 minutos, um volu-

me de acetonitrila igual a duas vezes o volume de pedaços de gel foi adicio-

25 nado. lsto foi incubado por 5 minutos, o líquido removido e os pedaços de

gel secos em um Speed vac. Se o gel fosse tingido com coomassie blue, e

coomassie residual ainda permanecesse, a lavagem com NH4F|CO3 100

mM/acetonitrila seria repetida.

Diqestão ln-qel. Pedaços de gel foram completamente secos em

30 um Speed Vac. Os pedaços foram reidratados em tampão de digestão

(NH4HCO3 50 mM, CaC|2 5 mM, 12,5 nanogramas por microlitro (ng/µl) trip-

sina) a 4° C. Tampão suficiente foi adicionado para cobrir os pedaços de gel
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e mais foi adicionado conforme necessário. Os pedaços de gel foram incu-

bados em gelo por 45 minutos e o sobrenadante removido e substituído com

5-2 µ1 do mesmo tampão sem tripsina. lsto foi incubado a 37° C da noite pa-

ra o dia em uma incubadora a ar.

5 Extração de peptídeos. Um voIume suficiente de NH4HCO3 25

mM foi adicionado para cobrir os pedaços de gel e incubados por 15 minutos

(tipicamente em um sonificador de banho). O mesmo volume de acetonitrila

foi adicionado e incubado por 15 minutos (em um sonificador de banho se

possÍvel) e o sobrenadante foi recuperado. A extração foi repetida duas ve-

lO zes, usando ácido fórmico 5°/0 ao invés de NH4HCO3. Um volume suficiente

de ácido fórmico 5°/0 foi adicionado para cobrir os pedaços de gel e incubado

por 15 minutos (tipicamente em um sonificador de banho). O mesmo volume

de acetonitrila foi adicionado e incubado por 15 minutos (tipicamente em um

- sonificador de banho) e o sobrenadante foi recuperado. Os extratos foram

- 15 agrupados e DTT 10 mM foi adicionado para uma concentração final de DTT
1 mM. A amostra foi seca em um concentrador/secador a vácuo SPEEDVAC

para um volume final de aproximadamente 5 µ1.

Dessalinização de peptídeos. As amostras foram dessalinizadas

usando pontas de pipeta ZIPTIP (C18, Millipore, Billerica, MA) conforme su-

20 gerido pelo fabricante. Em suma, uma amostra foi reconstituída em solução

de reconstituição (5:95 acetonitri|a:H2O, 0,1°/o-0,5°/j de ácido trifluoracético),

centrifugadas e o pH checado para verificar que era menos do que 3- Uma

ZIPTIP foi hidratada aspirando 10 µ1 de solução 1 (50:50 acetonitri|a:H2O,

ácido trifluoracético 0,1%) e descartando as alíquotas aspiradas. lsto foi se-

25 guido por aspiração de 10 µ1 da solução 2 (ácido trifluoracético O,i°/j em H2O

deionizada) e descarte das alíquotas aspiradas. A amostra foi carregada na

ponta através de aspiração de 10 µ1 da amostra lentamente na ponta, expe-

limento da mesma no tubo de amostra e repetição disso 5 a 6 vezes. Dez

microlitros de solução 2 foram aspirados na ponta, a solução descartada a-

30 través de expelimento e este processo foi repetido 5-7 vezes para lavar. Os

peptídeos foram eluídos através de aspiração de 2,5 µ1 de soIução gelada 3

(60:40, acetonitri|a:H2O, ácido trifluoracético O,i°/o), expelimento e então as-



..j=%?g%mm4'=m«m*e£'%'«*m*~¥x6Mg -W=Em'»==3~~%~w=«*F#==*'E&w-&%'*=T&

146/187

piração novamente da mesma alíquota para dentro e para fora da ponta 3

vezes. Após a solução ter sido expelida da ponta, o tubo é tampado e arma-

zenado em gelo.

Mapeamento de peptídeo espectrométrico de massa. Os peptí-

5 deos foram suspensos em 10 µ1 a 30 µ1 de ácido fórrnico 5% e analisados

através de MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics lnc., Billerica, MA). O espectro

de massa dos fragmentos de peptídeo foi determinado conforme sugerido

pelo fabricante. Em suma, uma amostra contendo os peptídeos resultantes

de uma digestão trlptica foi examinada com matriz ácido ciano-4-

10 hidroxicinâmico, transferida para um alvo e deixada secar. A amostra seca

foi posta no espectrômetro de massa, irradiada e o tempo de voo de cada

Íon detectado e usado para determinar uma impressão digital de massa de

peptídeo para cada proteína presente na composição. Polipeptideos conhe-

cidos foram usados para padronizar a máquina.

15 Análise de dados. As massas experimentalmente observadas

para os peptídeos em cada espectro de massa foram comparadas com as

massas esperadas de proteínas usando o método de pesquisa Peptide Mass

Fingerprint da Mascot search engine (Matrix Science Ltd., Londres, RU, e

www.matrixscience.com, vide Perkins e outros, E/ectrophoresis 20, 3551-

20 3567 (1999)). Os parâmetros de pesquisa incluíam: banco de dados, MSDB

ou NC8lnr; taxonomia, bactérias (eubactérias) ou Firmicutes (bactérias

gram-positivas); tipo de pesquisa, impressão digital de massa de peptídeo;

enzima, tripsina; modificações fixas, carbamidometila (C) ou nenhum; modi-

ficações variáveis, oxidação (M), carbamidometila (C), a combinação, ou

25 nenhum; valores de massa, monoisotópico; massa de proteína, não-restrita;

tolerância de massa de peptídeo, entre ± 150 ppm e ± 430 ppm ou ± 1 Da;

estado de carga de peptídeo, Mr; clivagens perdidas max, 0 ou 1; número de

interrogações, 20.

Resultados

30 O resultado desta pesquisa foi uma impressão digital de massa

para cada proteína presente na composição como é mostrado nas Tabelas

2, 3, 4 e 5.
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Exemplo 14

ldentificação de famílias de proteína regulada por ferro usando análise de

expressão de çjene com base em microdisposição de S. aureus cultivada

sob condições com baixo teor de ferro

5 Para análise de rnicrodisposição, as bactérias foram cülturadas

em meios quimicamente definidos (CDM) (Chemica//y Defined Media) feitos

a partir de soluções de estoque individuais (Tabela 10).

Tabela 10: Meio quimicamente definido (CDM) para StaphYlococcus aureus

[Final] Composição Adicionar

10 de estoque a 1 L

Sais (20X) çYL çj/500 ml 50 ml

K2HPO, 7 70

KH,PO, 2 20

Citrato de Na3 1,47 14,7

15 (NH4)2SO4 1 10

Carboidrato (40X) q/L g/500 ml 25 ml

GIicose 5 100

Vitaminas (1OOOX) mq/L mg/l 00 ml 1 ml

Tiamina 1 100

20 Ácido nicotínico 0,5 50

Biotina 0,005 diluição*

Pantotenato de cálcio 0,25 25

Nucleotídeos (lOOX) mq/L mq/lOO ml* 10 ml

*Dissolver em 100 ml de HCl 2N

25 Adenina 5 50

Guanina 5 50

Citosina 5 50

Uracila 5 50

Timina 10 200
30
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Micronutrientes (1 OOOX) µM mq/lOO ml estoqueAB* 1 ml

*Fazer estoques A e B, então adicionar 1 ml de cada a 98 ml de ddh/2O para

fazer estoque nna/

5 (A)

CaCl, 0,5 735

H,BO, 0,5 309

CoCl, 0,05 118

(NH4)6Mo7O24 0,005 62

10 (B)

CuSO4 0,1 125

MnSO, 0,1 169

ZnSO, 0,05 14.4

lndividual

15 MgSO, 100

FeSO4 ou outro 10-50

Aminoácidos (20OX) mg/L q/lOO ml 5 ml

*Autoc/ave a menos que de outro modo indicado

Refrigerar

20 Ácido aspártico (0,1 M HCl) 90

Prolina 80

Alanina 60

Histidina 20

Valina 80

25 Arginina 50

Serina 30

Metionina 3

lsoleucina 30

Fi/trado refrigerado no escuro

30 Triptofano 10

Tirosina (0,5 M NaOl-l) 50

Temperature ambiente

Ácido glutâmico 100

1,8

1,6

1,2

0,4

1,6

1,0

0,6

0,06

0,6

0,2

1,0

2,0
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Leucina 90 1,8

Fenilalanina 40 0,8

GIicina 50 1,0

Treonina 30 0,6

5 Lisina 50 1,0

Cisteina diariamente

fresca 20 0,4
q

MÉTODO DE FABRICAÇÃO:

Para fabricação de meios isentos de ferro, combinar todas as so-

lO luções de estoque exceto cátions e micronutrientes e Ievar para volume a-

propriado em frasco volumétrico usando água purificada MilliQ e deixando

volume de veio suficiente para acomodar adições de cátion. Adicionar 15 g

de resina CHELEX por 1 L de meio e agitar em temperatura ambiente por

pelo menos 2 horas. Filtrar a solução em garrafa de vidro tratada com ácido

- 15 sulfúrico (10%) usando filtro de garrafa superior de 2 µm. Adicionar soIuções
de estoque de cátion filtradas e armazenar a 4° C no escuro por até 2 sema-

nas.

Linhagens RF122 (isolada de mastite bovina) e MSA553 de S.

aureus (isoladas da sÍndrome do choque tóxico humano) foram usadas. Am-

20 bos os isolatos foram espalhados em ágar de caldo de soja tríptico direta-

mente a partir de estoques de congelador de passagem secundária antes do

uso em experimentos- CDM continha concentrações de citrato finais aproxi-

madamente análogas àquelas no leite bovino (5 mM). Para CDM isento de

ferro, os componentes que seguem foram combinados (volume total de

25 0,998 L) e adicionados a 15 g de resina CHELEX (81oRad Laboratories, Her-

cules, CA), então agitados por 1,5 hora em temperatura ambiente: sal, glico-

se, aminoácidos, vitamina e nucleotídeos. O meio de base sem ferro foi en-

tão filtrado usando filtros de garrafa superiores de 2 µm (Nalgene Nunc ln-

ternational, Rochester, NY) em garrafas tratadas com ácido sulfúrico, após o

30 que micronutrientes e MgC]2 100 µm (ambas as soluções preparadas em

vidraria tratada com ácido com água MilliQ) foram adicionados. CDM foi ar-

mazenado a 4° C no escuro até o uso.
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Uma única colônia bacteriana foi inoculada em 3 ml de CDM i-

sento de ferro em um tubo de cultura de vidro tratado com ácido de 25 ml e

agitada da noite para o dia a 250 rpm em uma incubadora a 37° C. Um milili-

tro da subcultura foi então usado para inocular 500 ml de CDM em um frasco

5 Erlenmeyer de 2500 ml no dia seguirite. As culturas foram incubadas a 37° C

com agitação a 250 rpm. Culturas de CDM isentas de ferro levaram aproxi-

madamente duas vezes mais que CDM + FeSO4 50 µM para atingir uma OD

de 1,0 (18 h versus 36 horas). Em fase média-log (OD=0,600), alíquotas de

cultura de 4x1OO ml foram distribuídas em frascos Erlenmeyer de 500 mi e

10 deixadas agitar na incubadora por 10 minutos antes da adição de soluções

de ferro experimentais. A um frasco, 300 µ1 de lactoferrina bovina (50 mg/ml,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram adicionados para uma concentração

final de 150 µg/ml. A outro frasco, 50 µ1 de citrato férrico (100 nM) foram adi-

cionados. O dois frascos controle restantes não receberam quaisquer su-

. 15 plementos. Em 5, 30, 60 e 120 minutos, 7,5 ml de cultura foram coletados e
adicionados a 5 ml de solução de tiocianato de guanidina contendo B-

mercaptoetanol e lauril sarcosina de sódio 0,5°4. As soluções foram mistura-

das completamente para parar a transcrição e centrifugadas a 4.000 x g por

8 minutos a 8° C: sobrenadantes foram despejados e as células foram con-

20 geladas em 250 µ1 de Trizol (lnvitrogen) usando urn banho de etanol/gelo

seco, então armazenadas a -80° C até extração de RNA.

Para extração de RNA, os péletes de célula foram descongela-

dos em gelo e 750 µ1 de Trizol (lnvitrogen, Carlsbad, CA) foram adicionados.

As células foram ressuspensas através de vórtex e a pasta fluida foi transfe-

25 rida para um tubo de tampa de rosca de 2 ml contendo contas de sÍlica-

zircônio de 0,1 mm, então batidas 3 x 2 minutos em um Bead8eater (Bios-

pec Products, lnc., Bartlesville, OK) com incubação em gelo entre as repeti-

ções. As pastas fluidas foram incubadas mais 20 minutos em temperatura

ambiente, seguido por centrifugação para contas de pélete e componentes

30 celulares. 400 µ1 de clorofórmio foram adicionados e misturados através de

inversão, incubados por 10 minutos em temperatura ambiente e os tubos

foram centrifugados 8 minutos a 12.000 X g a 8° C. A camada aquosa foi
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removida e RNA precipitado com 400 µ1 de isopropanol seguido por lavagem

com 1 ml de etanol 7Õ°/o. Péletes de RNA transparentes foram secos ao ar

rapidamente e ressuspensos em 100 µ1 de RNase-H2O livre. DNA foi digeri-

do usando kit de ONase padrão (Qiagen, Valencia CA) seguido por limpeza

5 de acordo com as instruções do fabricante em coIunas Rneasy (Qiagen).

Finalmente, um kit DNA-livre Turbo (Ambion, Austin, TX) foi usado para as-

segurar eliminação de DNA da preparação. RNA foi medido em um espec-

trômetro e ativado em um Agilent Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA) para

verificar qualidade e quantidade antes da degeneração de cDNA para hibri-

lO dização de microdisposição.

Análise de microdisposição foi realizada de acordo com protoco-

los estabelecidos. A disposição, caracterizando 3841 oligonucleotídeos de

70mer (lllumina, São Diego, CA) representando estruturas de Ieitura aberta

(ORFs) de nove genomas de S. aureus sequenciados incluindo RF122 e

- 15 MSA553, foi colocada em triplicata em lâminas revestidas com aminossilano
Gaps ll (Corning, Acton MA) usando um BioRobotics Microgrid ll Array Spot-

ter (BioRobotics, Cambridge, RU). As lâminas foram novamente hidratadas,

reticuladas com UV e armazenadas sob dissecação. lmediatamente antes

da hibridização, as lâminas foram incubadas por 1 hora a 42° C em tampão

20 de pré-hibridização consistindo em 25 ml de formamida, 1,25 ml de SSC

20X, 12 ml de dH20, 500 µL de SDS 10% e BSA 0,5 g. As lâminas foram en-

xaguadas com 2 L de água MilliQ e secas através de centrifugação. Para

preparar amostras, 8-10 µg de RNA bacteriano total foram incubados com

20 µg de hexâmeros aleatórios a 70° C por 10 minutos, seguido por transcri-

25 ção reversa com incorporação de amino-alila usando Superscript ll (lnvitro-

gen) e dUTP acoplado à amino-alila (Sigma). cDNA rotulado foi neutralizado,

purificado, seco e ressuspenso em corante fluorescente Cy3 ou Cy5 (Amer-

sham Biosciences Corp., Piscataway, Nj); acoplamento aconteceu por 2

horas. Amostras de CDNA fluorescentemente marcadas (12 µ1 cada) foram

30 lavadas usando um kit de purificação de PCR Qiagen, combinadas e adicio-

nadas a 9,8 µ1 de formamida, 6,8 µ1 de SSX 20X, 3,4 µ1 de DNA de esperma

de salmão (10 mg/ml, lnvitrogen) e 1 µ1 de SDS 10%. As amostras foram
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incubadas por 2 minutos a 99,9% em um ciclizador térmico e deixadas esfri-

ar antes da aplicação à disposição. As sondas foram então aplicadas à dis-

posição, cobertas com uma tampa de vidro e incubadas da noite para o dia

em um banho de água a 42° C- As Iâminas foram lavadas completamente

5 em tampões de SCC diluídos após 12-16 horas de incubação e varridas u-

sando um Scanner Axon 410OB e Software Axon GenePix (Axon lnstru-

ments, Union City, CA). Dados de intensidade brutos foram exportados para

GeneSpring (Agiient Technologies [Silicon Genetics] Palo Alto, CA) para

normalização e filtragem. Os spots foram globalrnente normalizados, filtrados

10 com base em valores de intensidade brutos mínimos ("1500) e as triplicatas

tiveram a média tirada. Cada experimento foi realizado duas vezes e uma

lâmina única foi ativada para cada um usando uma troca de corante entre os

pontos de tempo compatíveis. Desta maneira, pelo menos 6 pontos de da-

dos de troca de corante foram gerados para cada gene em cada ponto de

- 15 tempo, representando pelo menos 2 réplicas biológicas. Os dados foram a-
nalisados mais através de agrupamento hierárquico (distância Euclidiana,

ligação média, UPGMA) e agrupamento por K-means (distância medida com

base em correlação não-centrada) usando EPCLUST (jaak Vilo, EBI) e

SpotFire (SpotFire, Somerville, MA). Análise de significância para Microdis-

20 posições (SAM (157)) foi usada em razões log médias-centradas usando o

modelo de uma classe em todos os pontos de tempo para determinar se ex-

pressão do gene diferiu significantemente de zero. Valores delta adstringen-

tes foram usados de maneira que a porcentagem de falsos positivos foi es-

timada ser zero. Um sumário de operons mostrando super- ou sub-

25 regulagem similar através de análise SAM é mostrado na Tabela 11, apoian-

do a habilidade das disposições em detectar resposta biológicas.
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Tabela 11. Agrupamentos operônicos com respostas transcripcionais coor-

denadas identificados usando análise de microdisposição de expressão de

ID do Ope- Função

ron

Resposta

Sir transporte
de cátion

No. de sondas coordenada-

mente expressas

Genes não- Funcionalmen-
requlados te relaciona-
contíguos dos, mas não

contíquos

3 0

Fhu transporte
de cátion

Suprarregu-

lada em teor

de ferro baixo

Suprarregu-

lada em teor

de ferro baixo

Suprarregu-

lada em teor

de ferro baixo

Suprarregu-

lada em teor

de ferro baixo

Suprarre-
gulada na

presença de

lactoferrina

3 1

Opp I transporte
I de oligopep-

tídeo

Mnt transporte
de cátion

m

3 1

Pfl (Formato fermentação
acetiltrans-

ferase)

2 4

5 Para clonagem padrão de proteínas, os genes apropriados fo-

ram amplificados a partir de DNA extraído de S. aureus (linhagem

ATCC19636) através de reação em cadeia da polimerase padrão. Os inicia-

dores foram projetados para incorporar sítios de endonuclease de restrição

Stul e Kpnl e são mostrados abaixo:

10 Tabela 12. lniciadores de CIonagem:
Gene (inicia- Sequência de lniciador SEQ ID

dor) NO

Pflb(5'a3') GCAGGCC I I I AGAAACAAATAAAAATCATG 507

Pflb (3' a 5') TATGGTACCTTACATACTTTCATGGAATG- 508
TACG
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Gene (inicia-
dor)

OppIA (5' a 3')

OppIA (3' a 5')

SKA (5' a 3')

SirA (3' a 5')

SYN2 (5' a 3')

SYN2 (3' a 5')

FhuD (5' a 3')

FhuD (3' a 5')

SYNI (5' a 3')

SYNI (3' a 5')

MntC (5' a 3')

MntC (3' a 5')

sstD (5' a 3')

Sstlj (3' a 5')

FhuD2 (5' a 3')

FhuD2 (3' a 5')

Sequência de lniciador SEQ ID
NO

GCAGGCCTAAAAAAGAAAACMGCAATTAA 509

TATGGTACCTTA I I IATACTGCA I I I CATT- 510
GAA

GCAGGCCTTCATCTGATAGCA AAGATA- 511
AGG

TATGGTACCTTATTTTGATTGTTTTTCAA- 512
TATT

GCAGGCCTAAAGAATCATCAACTAAA 513

TATGGTACCC I I j I GTTC I I | I I I IGA 514

GCAGGCCTACTGAAGAGAAMCTGAAATGA 515

TATGGTACCTTAI l I I GC I I I I I CTGCA- 516
Allll

GCAGGCCTGGTAGCGACGATA- 517
ATGGCTCGT

TATGGTACCTTA I I I ] CTATAAATTG- 518
CATCTCT

GCAGGCCTAGTGATAAGTCAAATGGCAA- 519
ACTA

TATGGTACCTTATTTCATGCTTCCGTGTA- 520
CAG

GCAGGCCTTCAGAAACTAAAGGTTCTAAA- 521
GAT

TATGGTACCTTATTTTACAACTTTTTCA- 522
AGTT

GCAGGCCTACTAAATCTTATTGGAC- 523

GAT

TATGGTACCTTATTTTGCAGCTTTAATTA- 524
ATT

DNA extraído de S- aureus ATCC 19636 foi usado como o mol-

de. Amplicons de DNA foram verificados através de eletroforese em gel e as

faixas amplificadas de DNA foram excisadas, purificadas, digeridas e Iigadas

em vetor pQE30-Xa de corte, transformadas em E. co/i XL-l competente e

5 avaliadas quando à resistência à ampicilina. Clones resistentes foram avali-

ados quanto a insertos de plasmídeo usando PCR de colônia.
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Exemplo 15

Varredura de imunorreatividade de candidatos à proteína protetora

Para avaliar a reatividade de anticorpo das proteínas identifica-

das a partir da análise MALDI-TOF (Exemplo 13) e/ou microdisposição e

5 análise genômica (Exemplo 14), uma varredura de duas partes foi usada

para avaliar proteínas staphy/ococcais individualmente expressas. A primeira

varredura rápida usou fragmentos de PCR transcripcionalmente ativos para

pesquisar ligação de anticorpo a quantidades pequenas de proteína candida-

ta expressa usando um Iisato de E. co/i livre de célula. A segunda varredura

10 usou clonagem, expressão e purificação com base em PCR padrão de prote-

Ínas em E. co/i usando um vetor comercial (pQE30Xa, Qiagen, Valência, CA)

a fim de validar candidatos positivos para a primeira varredura. A segunda

varredura também gerou estoques de semente máster de células hospedeiro

de E. co/i contendo o vetor de expressão correspondendo a cada candidato

- 15 à proteína imunorreativa para produção e purificação de proteina suficiente
para vacinação e experimentação.

Um método de alto rendimento para geração de antígenos SIRP

individuais foi usado para testar vários genes candidatos codificando protel-

nas S. aureus envolvidas em metabolismo de metal. Este método gera um

20 amplicon de PCR transcripcionalmente ativo (TAP) usando uma reação de

PCR de 2 etapas com iniciadores que adicionam um rótulo His6 promotor,

terminador e C-terminal. Os amplicons transcripcionalmente ativos resultan-

tes foram usados como um molde para a produção de proteína em uma rea-

ção de transcrição/tradução in vitro livre de célula consistindo em lisato de

25 célula de E. co/i, aminoácidos e tampões. A reação de PCR de duas etapas

requereu um primeiro conjunto de iniciadores especificos para o gene de

interesse que também inclula uma sequência de ligante compatível com o

segundo conjunto de iniciadores. Cada iniciador mostrado para a primeira

etapa de PCR foi projetado para excluir sequências de sinal de processa-

30 mento de membrana para prevenir integração à membrana celular e são

mostrados abaixo.
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Tabela 13. lnici
Gene (inicia-

dor)

r~ms
| Pfib(3'a5')

OppIA (5' a 3')

OppIA (3' a 5')

SirA (5' a 3')

SirA (3' a 5')

SYN2 (5' a 3')

SYN2 (3' a 5')

FhuD (3' a 5')

SYNI (5' a 3')

SYNI (3'a 5')

MntC (5' a 3')

MntC (3' a 5')

Sstl) (5' a 3')

sstD (3' a 5')

FhuD2 (5' a 3')

FhuD2 (3' a 5')

)res TAP:

Sequência de lniciador SEQ ID

NO

AGAAGGAGATATACCATGTTAGAAACAAAT 525

TTAATGATGATGATGATGATGCATAC | i Í- i 526

CATG
AGAAGGAGATATACCATGAGAMACTAACT I 527

TTAATGATGATGATGATGATG I I I ATACTG- I 528

CAT
ATAAGGAGATATACCATGAATAMGTMTT l 529

TTAATGATGATGATGATGATG I I I I- I 530

GATTGTTT
AGAAGGAGGATATACCATGAGAGGTCTAA- I 531

AAAC||||

TTAATGATGATGATGAT- I 532

GATGC||||GTTC|||||||GA

AGAAGGAGGATATACCATGAATAGGAA- I 533

TATCGTTAAA

TTAATGATGATGATGAT- i 534
GATG||||GC|(|l|CTGCAAT

AGAAGGAGGATATACCATGMGAAATCGT- 535
TAATTGCT

TTAATGATGATGATGATGATGTTTTCTATA- 536
AATTGCATC

AGAAGGAGATATACCAAAAMTTAGTA ) 537

TTAATGATGATGATGATGATG I ] I- I 538
CATGCTTCC

'a=Ã==ú==Uw
TTAATGATGATGATGATGATGTTTTACA- I 540

ACTTT 

AGAAGGAGATATACCATGMAAMCTATTA 541

TTAATGATGATGATGATGATG I | I I G- 542

CAGCTTT

Uma reação de PCR de 50 µ1 padrão foi realizada usando (1 u-

nidade de High Fidelity Taq DNA poIymerase (Invitrogen), iniciadores 0,2

5 µM, dNTP 2 mM (cada), Mg"" final 2 mM e aproximadamente 5 ng de molde
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de DNA de partida, tamponada para TrisSO4 60 mM (pH 8,9) e sulfato de

amônio 18 mM). O protocolo de ciclização de PCR incluía 1 minuto de des-

naturação inicial a 94° C, seguido por 30 ciclos como segue: Desnaturar/94°

C/30S: Anelar/55° C/30S; Estender/68° C, 90s. lniciadores idênticos com uma

5 sobreposição apropriada foram utilizados para a segunda etapa da reação

de PCR e foram fornecidos pelo fabricante (Genlantis). O produto de PCR de

DNA resultante foi purificado para eliminar iniciador residual, sal e fragmen-

tos de DNA e usado como um molde para uma segunda reação com um

conjunto padrão de iniciadores para adicionar as sequências promotoras e

10 terminadoras usando condições similares. O molde de DNA foi então purifi-

cado e adicionado a uma mistura de reação Rapid Translation System RTS

100 livre de célula de E. co/i (Roche) contendo 12 µ1 de lisato de E. co/i, 12

µ1 de aminoácidos, 10 µ1 de mistura de reação, 1 µ1 de metionina adicionada,

5 µ1 de tampão de reconstituição e 10 µ1 de molde de DNA purificado da rea-

- 15 ção de PCR de duas etapas. Seguindo incubação por 5 horas a 30° C, um
microlitro de cada amostra de proteína (aproximadamente 0,5 µg/µl de prote-

Ína total) foi aplicado à membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) após

saturação com metanol. O b/ot foi bloqueado da noite para o dia com NFDM

5°/^TBS, incubado com soros de camundongo hiperimunizados aumenta-

20 dos, de proteína restrita em ferro (IRPE) (lron-restricted protein, enhanced),

diluído 1:500 ou anticorpo anti-His6 (1:500), lavado, incubado com conjugado

de fosfatase alcalina (AP) (Alkaline Phosphagase) anticamundongo de cabra

(1:300), lavado e desenvolvido cromogenicamente (kit de desenvolvimento

de cor 81o-Rad AP) por 20 minutos. Os lisatos contendo polipeptldeos soror-

25 reativos foram identificados.

Os clones produzidos conforme descrito no Exemplo 14 foram

cuitivados para fase média-log, induzidos com IPTG 1 mM e cultivados por

quatro horas. As células foram peletizadas, lavadas e lisadas em tampão de

carga de SDS-PAGE fervente. Os lisatos brutos foram separados através de

30 SDS-PAGE e tingidos com Coomassie. Um segundo conjunto de proteinas

separadas foi transferido para membrana PVDF e immunob/otted com soros

de camundongo hiperimunizados com varina IRPE diluídos 1:500 em NFDM
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1°/jrrTBs. O b/ot foi lavado, incubado com anticorpo secundário anticamun-

dongo de cabra conjugado com fosfatase alcalina (AP), lavado e desenvolvi-

do com substrato cromogênico.

Exemplo 16

5 PreRdrdçaU de composições de imuriização a partir de polipeptídeos recom-

binantemente produzidos

A fim de isolar polipeptídeos de S. aureus recombinantes para

formulação de uma vacina, clones de E. co/i descritos no Exemplo 14 foram

cultivados a 37° C (225 rpm) para fase média-log (OD600=04-06) em 1L de

10 Caldo de Soja Tríptico e então induzido por 4 horas com isopropil {3-D-1-

tiogalactopiranosídeo 1 mM (IPTG). As culturas foram peletizada por 10 mi-

nutos a 4° C em uma centrífuga Sorvall (400 x g) e congeladas a -80° C an-

tes de sofrerem o procedimento de purificação. Péletes bacterianos foram

então processados através de dois métodos diferentes, dependendo da so-

- 15 lubilidade do polipeptídeo de S. aureus expresso em excesso.
Para poIipeptídeos solúveis (por exemplo, MntC, FhuD, SYN2,

SirA ou SYNI), péletes bacterianos foram ressuspensos em 25 ml de rea-

gente BUGBUSTER (Novagen) e submetidos a 15 minutos de sonificação

em gelo usando um sonificador Brandon equipado com uma microponta (ci-

20 clodútil 65%, 5 saídas). Material insolúvel foi removido por 10 minutos de

centrifugação (4000 x g). O sobrenadante solúvel foi filtrado (0,2 µg) e sub-

metido à cromatografia de afinidade com metal (N1-NTA His-Bind, Novagen)

de acordo com as instruções providas pelo fabricante-

Para polipeptídeos insolúveis (por exemplo, Pfl8 ou OppIA), os

25 péletes bacterianos foram ressuspensos em 25 ml de reagente BUGBUS-

TER (Novagen), postos em uma pIataforma oscilante por 10 minutos e então

submetida à centrifugação (15.000 x g por 12 minutos). O pélete resultante

foi ressuspenso em 10 ml de BUGBUSTER mais 20 ml de BUGBUSTER

diluído (1:10 em PBS) e submetido à centrifugação (5000 x g por 12 minu-

30 tos). O pélete foi então ressuspenso em 20 ml de BUGBUSTER diluldo e

submetido a uma etapa final de centrifugação (15.000 x g por 12 minutos). O

pélete final foi ressuspenso em 10 ml de Tampão A (NaH2PO4 O,1M, Tris-
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HCl 0,01, Ureia 8M, pH 8,0) e incubado por 10 minutos em uma pIataforma

oscilante em temperatura ambiente. As amostras foram então submetidas à

centrifugação (12.000 x g por 20 minutos) e o sobrenadante resultante foi

separado através de cromatografia por afinidade com metal (NÍ-NTA His-

5 Bind, Novagen) de acordo com as instruções providas pelo fabricante, mas

com as modificações que seguem. Após carregamento da coIuna, 10 ml de

Tampão A foram usados para equilibrar a resina. Seguindo a ligação de po-

lipeptideo, a coluna foi lavada com 15 ml de Tampão B (NaH2PO4 O,1M,

Tris-HCl 0,01, Ureia 8M, pH 6,0) e eluída usando 15 ml de Tampão C

10 (NaH2PO4 O,1M, Tris-HCl 0,01, Ureia 8M, pH 4,5).

Polipeptideos recombinantes isolados foram eluídos das colunas

em um volume de 15 ml e postos em cassetes de diálise de corte de 20 kDa

(Pierce) para diálise contra 2L de solução salina tamponada com fosfato

(PBS). Seguindo três mudanças de tampão durante 30 horas, os poIipepti-

" 15 deos foram removidos, filtrados (0,2 µm) e concentrados para 2-3 ml de vo-
lume usando dispositivos Centricon de corte de 20 kDa (Millipore). As con-

. centrações dos polipeptideos purificados foram determinadas usando o mé-

todo BCA padrão (Pierce).

10 µg de cada polipeptídeo foram combinados e o volume ajus-

20 tado para 100 µ1 com PBS para formar uma composição de imunização.

Exemplo 17

Vacinação de camundonçjo

Provocação lV (Estudo A)

Cinquenta camundongos BALB/C fêmeas (N=50) obtidos do

25 Harlan Breeding Laboratories (lndianapolis, IN) pesando 16-22 gramas fo-

ram distribuídos em 3 grupos (10-20 camundongos/grupo). Os camundongos

foram alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola). Comida e água foram fornecidas ad libitum a todos os

camundongos. Todas as vacinas foram formuladas com IFA 5Õ°/o como um

30 adjuvante. Os camundongos foram vacinados subcutaneamente com 0,1 ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (70 µg/1OO µ1)
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(Placebo, 20 camundongos).

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (70 µg/1OO µ1) (Extrato de SIRP, 20 camundongos).

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeo recombinante MntC (10

5 µg/1OO µ1) (rMntC, 10 camundongos).

Provocação lP (Estudo B)

Quarenta camundongos BALB/C fêmeas (N=40) obtidos do Har-

lan Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas foram

igualmente distribuídos em 4 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-

lO dongos foram alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5

camundongos por gaiola). Alimento e água foram fornecidos ad libitum a to-

dos os camundongos. Todas as vacinas foram formuladas com IFA 50%

como um adjuvante. Os camundongos foram vacinados subcutaneamente

com 0,1 ml da composição apropriada em intervalos de 14 dias usando ou

- 15 duas vacinações (Grupos 1-3) ou três vacinações (Grupo 4) como segue:
Grupo 1: Placebo, vacinado duas vezes com ovalbumina (70

µg/1OO µ1) (Placebo).

Grupo 2: Vacinado duas vezes com proteínas ATCC 25904 ex-

pressas sob restrição de ferro (70 µg/1OO µ1) (Extrato SIRP).

20 Grupo 3: Vacinado duas vezes com polipeptideos recombinante

Pfl8, OppIA, SirA, SYN2, FhuD, SYNI e MntC (cada um 10 µg/1OO µ1, prote-

Ína total 70 µg/1OO µ1) (rSlRP7 (2x)).

Grupo 4: Vacinado três vezes com polipeptídeos recombinantes

Pfl8, OppIA, SirA, SYN2, FhuD, SYNI e MntC (cada um 10 µg/1OO µ1, prote-

25 Ína total 70 µg/1OO µ1) (rSlRP7 (3x)).

Provocação lC (Estudo C)

Trinta camundoncjos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas foram i-

gualmente distribuídos em 3 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-

30 dongos foram alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5

camundongos por gaiola). Alimento e água foram fornecidos ad libitum a to-

dos os camundongos. Os camundongos foram vacinados subcutaneamente
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com 0,1 ml da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias

como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (70 µg/1OO µ1)

(Placebo).

5 Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (70 µg/1OO µ1) (Extrato de SIRP).

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes Pfl8,

OppIA, SirA, SYN2, FhuD, SYNI e MntC (cada um 10 µg/1OO µ1, proteína

total 70 µg/1OO µ1) (rSlRP7).

10 Exemplo 18

Preparação de orqanismo de provocação

Provocação lV (Estudo A)

Staphy/ococcus aureus linhagem ATCC 25904 foi usada como
g

um organismo de provocação. Em suma, uma alça de 1 µ1 de bactérias de

- 15 um estoque de glicerol congelado cultivadas em TSB padrão (sem restrição
de ferro) foi usada para inocular uma cultura de 20 ml de TSB e incubada a

37° C por 18 horas. 2,5 ml desta cultura foram passados para 500 ml de TSB

fresco. A cultura foi incubada a 37° C por aproximadamente duas horas en-

quanto girando a 250 rpm até uma densidade óptica (OD600) de 0,4 (Absor-

20 bância) ser atingida (fase média-log), então as células foram centrifugadas a

10.000 x g por 10 minutos a 4° C para peletizar as bactérias. O pélete bacte-

riano foi lavado através de centrifugação em PBS a 4° C. O pélete final foi

ressuspenso em 20 ml de PBS. A dose de provocação final foi preparada

adicionando uma alíquota desta cultura bacteriana concentrada a PBS para

25 gerar uma solução com uma OD600 de 4,0 (A), correspondendo a aproxima-

damente 6,67 x 108 CFU/M. Um pouco antes da provocação, 1 ml dessas

suspensões bacterianas foi serialmente diluído e plaqueado em ágar para

enumerar o número de unidades de formação de colônia (CFU) por dose de

camundongo.

30 Provocação lP (Estudo B)

Staphy/ococcus aureus Iinhagem ATCC 25904 foi usada como

um organisrno de provocação. Em suma, uma alça de 1 µ1 de bactérias de
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um estoque de glicerol congelado cultivado em TSB padrão (sem restrição

de ferro) foi usada para inocular uma cultura de 20 ml de TSB e incubada a

37° C por 18 horas. 2,5 ml desta cultura foram passados para 500 ml de TSB

fresco. A cultura foi incubada a 37° C por aproximadamente duas horas en-

5 qüanto girando a 250 rpm até urna densidade óptica (OD60ü) de 0,4 (Absor-

bância) ser atingida (fase média-log), então as células foram centrifugadas a

10.000 x g por 10 minutos a 4° C para peletizar as bactérias. O pélete bacte-

riano foi lavado através de centrifugação em PBS a 4° C. O pélete final foi

ressuspenso em 20 ml de PBS. A dose de provocação final foi preparada

10 adicionando uma alíquota desta cultura bacteriana concentrada a PBS para

gerar uma solução com uma OD600 de 6,0 (A), correspondendo a aproxima-

damente 3,33 x 109 CFU/M. Um pouco antes da provocação, 1 ml dessas

suspensões bacterianas foi serialmente diluido e plaqueado em ágar para

enumerar o número de unidades de formação de colônia (CFU) por dose de

- 15 camundongo.
Provocação lV (Estudo C)

Staphy/ococcus aureus linhagem ATCC 25904 foi usada como

um organismo de provocação- Em suma, uma alça de 1 µ1 de bactérias de

um estoque de glicerol congelado cultivadas em TSB padrão (sem restrição

20 de ferro) foi usada para inocular uma cultura de 20 ml de TSB e incubada a

37° C por 18 horas. 2,5 ml desta cultura foram passados para 500 ml de TSB

fresco. A cultura foi incubada a 37° C por aproximadamente duas horas en-

quanto girando a 250 rpm até uma densidade óptica (OD600) de 0,4 (Absor-

bância) ser atingida (fase médio-log), então as células foram centrifugadas a

25 10.000 x g por 10 minutos a 4° C para peletizar as bactérias. O pélete bacte-

riano foi lavado através de centrifugação em PBS a 4° C. O pélete final foi

ressuspenso em 20 ml de PBS. A dose de provocação final foi preparada

adicionando uma alíquota desta cultura bacteriana concentrada a PBS para

gerar uma solução com uma OD600 de 4,0 (A), correspondendo a aproxima-

30 damente 6,67 x 108 CFU/M. Um pouco antes da provocação, 1 ml dessas

suspensões bacterianas foi serialmente diluido e plaqueado em ágar para

enumerar o número de unidades de formação de colônia (CFU) por dose de
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camundongo.

Exemplo 19

Provocação

Provocação lV (Estudo A)

5 Quatorze dias após a segunda vacinação, os camundongos em

todos os grupos (1-3) foram intravenosamente provocados na veia Iateral da

cauda com 0,3 ml do organismo apropriado. Os três grupos de camundon-

gos foram provocados identicamente com 2 x 108 CFU de S. aureus linha-

gem ATCC 25904 por camundongo. A mortalidade foi registrada diariamente

10 por 10 dias após provocação.

Quando comparando os camundongos provocados com o isolato

ATCC 25904, 80% dos camundongos do Grupo 1 vacinados com placebo

morreram dentro de 10 dias de provocação (Tabela 14). lsto demonstrou que

a Iinhagem ATCC 25904 causou uma taxa alta de mortalidade em camun-

. 15 dongos no nível de dose administrado. Em contraste com os camundongos
no Grupo 1, apenas 25% dos camundongos no Grupo 2 (vacinados com pro-

teínas extraídas da linhagem ATCC 25904 seguindo crescimento em condi-

ções isentas de ferro, Extrato de SIRP) morreram dentro de 10 dias pós-

provocação. Esses resultados ilustraram que os camundongos provocados

20 com a linhagem ATCC 25904 foram significantemente protegidos pela vaci-

nação com a composição de proteína derivada de ATCC 25904 isenta de

ferro (p=O,0006, teste log-rank para mortalidade). Ainda, apenas 5Ó°/o dos

camundongos no Grupo 3 (vacinados com polipeptídeos MntC recombinan-

tes, rMntC) morreram dentro de 10 dias pós-provocação, indicando que pro-

25 teinas recombinantes ofereceram proteção contra provocação com a linha-

gem ATCC 25904 (p=O,1OO, teste log-rank para mortalidade).

Provocação lP (Estudo B)

Quatorze dias após a segunda vacinação, os camundongos em

todos os grupos (1-4) foram intravenosamente provocados com 0,5 ml do

30 organismo apropriado. Os três grupos de camundongos foram provocados

identicamente com 1 x 10' CFU de S. aureus linhagem ATCC 25904 por

camundongo. A mortalidade foi registrada diariamente por 10 dias após pro-



"#zmK"sI=~26«-¥m~^wE+.=~¥-z3_.===Le#.4~Ê:4'wz''r~Fµ"7&M~''

164/187

vocação.

Quando comparando os camundongos provocados com o isolato

ATCC 25904, 60°/o dos camundongos do Grupo 1 vacinados com placebo

morreram dentro de 10 dias de provocação (Tabela 14). lsto demonstrou que

5 a linhagem ATCC 25904 causou uma taxa moderada de mortalidade em

camundongos no nivel de dose administrado. Em contraste com os camun-

dongos no Grupo 1, apenas 30% dos camundongos no Grupo 2 (vacinados

com proteínas extraídas da linhagem ATCC 25904 seguindo crescimento em

condições isentas de ferro, Extrato de SIRP) morreram dentro de 10 dias

10 pós-provocação. Esses resultados ilustraram que os camundongos vacina-

dos com a composição de proteína derivada de ATCC 25904 isenta de ferro

morreram na metade da taxa de camundongos vacinados com placebo

quando provocados com a linhagem ATCC 25904 (p=O,143, teste log-rank

- para mortalidade). Camundongos vacinados com a combinação de sete pro-

- 15 teínas recombinantes mostraram um nível maior de proteção com relação a
placebo. Apenas 2O°/j dos camundongos no Grupo 3 (vacinados 2x com po-

" lipeptídeos recombinantes, rSlRP7 2x) morreram dentro de 10 dias de pro-

vocação e apenas 1O°/o dos camundongos no Grupo 4 (vacinados 3x com

polipeptídeos recombinantes, rslRP7 3x) morreram dentro de 10 dias de

20 provocação, indicando que três vacinações com proteínas recombinantes

ofereceram proteção significante contra provocação com linhagem ATCC

25904 (p=O,040, teste log-rank para mortalidade).

Provocação lV (Estudo C)

Quatorze dias após a segunda vacinação, os camundongos em

25 todos os grupos (1-3) foram intravenosamente provocados na veia lateral da

cauda com 0,3 ml do organismo apropriado. Os três grupos de camundongo

foram provocados identicamente com 2 x 108 CFU de S. aureus linhagem

ATCC 25904. A mortalidade foi registrada diariamente por 10 dias após pro-

vocação-

30 Quando comparando os camundongos provocados com o isolato

de ATCC 25904, 90% dos camundongos do Grupo 1 vacinados com placebo

morreram dentro de 10 dias de provocação (Tabela 14). lsto demonstrou que
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a linhagem ATCC 25904 causou uma taxa alta de mortalidade em camun-

dongos no nível de dose administrado. Em contraste com os camundongos

no Grupo 1, apenas 4Ô°/o dos camundongos no Grupo 2 (vacinados com pro-

teínas extraídas da linhagem ATCC 25904 seguindo crescimento em condi-

5 ções isentas de ferro, Extrato de SIRP) morreram dentro de 10 dias pós-

provocação. Esses resultados ilustraram que os camundongos provocados

com a linhagem ATCC 25904 foram significantemente protegidos pela vaci-

nação com a composição de proteína derivada de ATCC 25904 isenta de

ferro (p=O,0164, teste log-rank para mortalidade). Ainda, apenas 40% dos

10 camundongos no Grupo 3 (vacinados com polipeptídeos recombinantes,

rSlRP7) morreram dentro de 10 dias pós-provocação, indicando que proteí-

nas recombinantes ofereceram proteção significante contra provocação com

a linhagem ATCC 25904 (p=O,0255, teste log-rank para mortalidade).

- Os resultados são rnostrados na Tabela 14 e na Figura 161.

- 15 Tabela 14. Mortalidade de Camundonçjos Vacinados e Não-vacinados Se-
guindo Provocação com isolato ATCC 25904 de StaphY/ococcus aureus

Grupos No. de ca- No. de Mortalidade
mundongos mortos percentual (°/0)

Provocação lV (Estudo A)

Grupo 1 (Placebo)

Grupo 2 (Extrato de SIRP)

Grupo 3 (rMntC)

Provocação IP (Estudo B)

Grupo 1 (Placebo)

Grupo 2 (Extrato de SIRP)

Grupo 3 (rSlRP (2x))

Grupo 4 (rSIRP (3x))

Provocação IV (Estudo C)

Grupo 1 (Placebo)

Grupo 2 (Extrato de SIRP)

Grupo 3 (rMntC)

20

10

10

16/20

5/20

5/10

80

25

50

10

10

10

10

6/10

3/10

2/10

1/10

60

30

20

10

10

10

10

9/10

4/10

4/10

90

40

40

Exemplo 20

lmunização passiva usando polipeptldeos recombinantemente preparados

Uma composição de anticorpo policlonal é preparada conforme
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descrito no Exemplo 8, exceto que os camundongos são vacinados com

uma composição de polipeptideos recombinante preparada conforme descri-

to no Exemplo 16.

A composição de anticorpo resultante é usada para imunizar

5 passivamente camundongos conforme descrito no Exemplo 9. Os camun-

dongos imunizados são provocados conforme descrito no Exemplo 9.

Os camundongos imunizados vão mostrar mortalidade menor

comparado com camundongos não-vacinados e vacinados com placebo.

Exemplo 21

10 Fermentação e isolamento em çjrande escala de poiipeptídeos recombinan-

temente produzidos

Um estoque de semente máster da E. co/i recombinante do E-

xemplo 14 pode ser preparado através de cultivo do organismo em 2000 ml
4..

de meio RM estéril (20 casaminoácidos, 60 g de Na,HPO4, 30 g de KH2PO4,

- 15 5 g de NaCl, 10 g de NH4C| por Iitro e 100 ug/ml de ampicilina) por 8 horas a
37° C. As bactérias podem ser coletadas através de centrifugação a 10.000

x g por 30 minutos. A cultura pode ser lavada duas vezes através de centri-

fugação (10.000 x g) e o pélete bacteriano final ressuspenso em 500 ml meio

RM estéril contendo glicerol estéril 2O°/j. Um mililitro da cultura será transfe-

20 rido para um criofrasco de 2 ml e armazenado a -85° C.

Um criofrasco (1 ml) do estoque de semente máster recombinan-

te pode ser usado para inocular um frasco de cultura de 100 ml contendo o

meio descrito acima, com a exceção de ter 2 g de casamino ácidos e glicose

0,5% ("meio RM modificado"). A cultura pode ser incubada a 37° C por sete

25 horas, momento quando ela pode ser inoculada em 2 litros de meio RM mo-

dificado e deixada crescer por mais quatro horas a 37° C. Esta cultura pode

ser usada para inocular um fermentador de bancada BIOFLOW 4 New

Brunswick de 30 litros carregado com 20 Iitros de meio RM modificado exce-

to pelo fato que a concentração de casaminoácidos será de 20 g/litro ("meio

30 RM de fermentação"). O pH do meio de fermentação pode ser mantido entre

6,9 e 7,2 através de titulação automática com NaOH 3O°/j e HCl 1O°/j. A cul-

tura de fermentação pode ser agitada a 350 rev/min e a cultura pode ser ae-
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rada com 11 Iitros/minuto a 37° C. Espumação pode ser controlada automa-

ticamente através da adição de desespumante de silicone 0,4% (Antiespu-

mante-B, J.T. Baker, NJ). A cultura pode ser deixada crescer continuamente

nessas condições por quatro horas (OD600=4,0-6,0), momento quando a cul-

5 tura pode ser bombeada em um fermentador de 150 litros (W.B. Moore, Eas-

ton, PN), carregada com 10 litros de meio RM de fermentação e desespu-

mante 0,2%. Os parâmetros da fermentação podem ser como segue: 650

rpm, DO 60%, ar 50 slpm, pressão contrária 68,94 Kpa (10 psi), 37° C, e pH

mantido a 7,2 com NaOH. Após atingir crescimento de fase exponencial final

10 (aproximadamente seis horas, OD600=15,0), proteínas recombinantes podem

ser induzidas através da adição de 150 ug/ml de IPTG. A fermentação pode

ser deixada crescer por mais três horas, ponto onde a fermentação pode ser

terminada diminuindo a temperatura do fermentador para 18° C (OD600 20-25
W

em uma diluição 1:100).

- 15 Após fermentação, os polipeptldeos recombinantemente produ-
zidos podem ser coletados através de meios convencionais. As células são

~ rompidas (por exemplo, através de homogeneização para liberar os polipep-

tídeos recombinantemente produzidos, alguns dos quais são solúveis e al-

guns dos quais são insolúveis).

20 Polipeptídeos solúveis podem ser concentrados através de filtra-

gem de fluxo tangencial, solubilizados em detergente e coletados através de

cromatografia por afinidade com metal. Os polipeptídeos solúveis coletados

podem ser isolados conforme descrito para o isolamento de polipeptídeos

solúveis no Exemplo 16.

25 Proteinas insolúveis podem ser coletadas através de centrifuga-

ção de alta velocidade. O pélete de polipeptídeos insolúveis pode ser coleta-

do e então isolado conforme descrito para o isolamento de polipeptídeos

insolúveis no Exemplo 16.

Exemplo 22

30 Vacinação de camundonqo

Polipeptídeos SirA, SYN2, FhuD e MntC recombinantemente

produzidos são preparados e isolados conforme descrito no Exemplo 16.
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Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

5 dongos por gaiola). Comida e água são fomecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com 0,1 ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: PIacebo, vacinado com ovalbumina (40 µg/1OO µ1)

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

10 restrição de ferro (70 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes SirA,

SYN2, FhuD e MntC (cada um 10 µg/1OO µ1, proteína total 40 µg/1OO µ1).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-
« plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

- 15 rado com camundongos no Grupo 1.
Exemplo 23

Vacinação de camundonçjo

Polipeptídeo Pfl8 recombinantemente produzido é preparado e

isolado conforme descrito no Exemplo 16.

20 Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuidos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaioias de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

25 mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 ljg/1 00 µi)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

30 Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes Pfl8 (cada

um 1Oµg/1OO µ1).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-
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plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 24

Vacinação de camundonqo

5 Polipeptídeo OppIA recombinantemente produzido é preparado

e isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (Indianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

lO gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

. Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

- 15 Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob
restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes OppIA

(cada um 1Oµg/1OOµl).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

20 plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 25

Vacinação de camundonqo

PoIipeptídeo SirA recombinantemente produzido é preparado e

25 isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

30 dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1m)

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:
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Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes SirA (cada

5 um1Oµg/1OO µ1).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 26

10 Vacinação de camundonqo

Polipeptídeo SYN2 recombinantemente produzido é preparado e

isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

. Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

- 15 mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

20 Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes SYN2 (ca-

daumlO µg/1OOµl).

25 Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 27

Vacinação de camundongo

30 Polipeptídeo FhuD recombinantemente produzido é preparado e

isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan
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Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaiolas de camundongo de poIicarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad Iibitum a todos os ca-

5 rnundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

10 Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes FhuD (ca-

daum 10 µg/1OOµl).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

. 15 Exemplo 28
Vacinação de camundonqo

Polipeptídeo SYNI recombinantemente produzido é preparado e

isolado conforme descrito no Exernplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

20 Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola)- Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

25 da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes SYNI (ca-

30 da um10µg/1OOµl).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-
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rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 29

Vacinação de camundonçjo

Polipeptídeo MntC recombinantemente produzido é preparado e

5 isoiado conforrne descrito no Exempb 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuldos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

lO dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

15 restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes MntC (ca-

daum10µg/10Oµl).

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

20 rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 30

Vacinação de camundonçjo

Polipeptídeo SStD recombinantemente produzido é preparado e

isolado conforme descrito no Exemplo 16.

25 Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (lndianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-

dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

30 mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)
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Grupo 2: Vacinado com proteínas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes SstD (cada

um 1Oµg/1OO µ1).

5 Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 31

Vacinação de camundonçjo

10 Polipeptídeo FhuD2 recombinantemente produzido é preparado

e isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fêmeas (N=30) obtidos do Harlan

Breeding Laboratories (Indianápolis, IN) pesando 16-22 gramas são igual-

mente distribuídos em três grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-

- 15 gos são alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e água são fornecidas ad libitum a todos os ca-

mundongos. Os camundongos são vacinados subcutaneamente com O,1ml

da composição apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 µg/1OO µ1)

20 Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob

restrição de ferro (10 µg/1OO µ1)

Grupo 3: Vacinado com polipeptídeos recombinantes FhuD2

(cada um1Oµg/1OOµ!)-

Os camundongos são provocados conforme descrito no Exem-

25 plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vão exibir mortalidade reduzida compa-

rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 32

Polipeptídeos recombinantes são especificamente ligados por

soros gerados por infecção por S. aureus

30 S. aureus foram preparadas como organismos de provocação

conforme descrito no Exemplo 4 e usadas para provocar camundongos con-

forme descrito no Exemplo 5 ou 19. Soros foram obtidos de camundongos
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ou antes da provocação ou de camundongos que tinham recebido vacina de

pIacebo que tinham sido provocados com S. aureus Newman e se recupera-

ram (convalescentes). Sangue foi coletado de camundongos provocados e

não-provocados e soros foram obtidos através de centrifugação. Os soros

5 foram usados para avaliar a reatividade dos polipeptídeos recombinante-

mente produzidos individuais usando um método de immunob/ot descrito no

Exemplo 15.

Soros coletados de camundongos antes da provocação não rea-

giram com qualquer um dos polipeptideos recombinantes.

10 Anticorpo nos soros produzidos como um resultado de provoca-

ção com S. aureus reagiram com os polipeptídeos recombinantemente pro-

duzidos conforme mostrado na Figura 202. Anticorpo criado contra polipeptí-

deos expressos durante infecção por S. aureus reconhece variantes recom-

binantemente produzidas dos polipeptídeos. Desta maneira, polipeptídeos

. 15 recombinantes são substitutos imunológicos para — por exemplo, fragmentos
imunológicos de - polipeptídeos imunológicos expressos pela S. aureus de

provocação.

Exemplo 33

Anticorpo contra polipeptídeos recombinantemente produzidos e

20 polipeptídeos de membrana regulados por ferro extraídos diretamente de

reação cruzada de células de S. aureus

Polipeptideos regulados por ferro recombinantes são expressos

e purificados conforme descrito no Exemplo 16. Polipeptídeos de membrana

regulados por ferro são extraídos diretamente de céluías de S. aureus culti-

25 vadas em condições com baixo teor de ferro conforme descrito no Exemplo

1. Os polipeptídeos recombinantes são formulados em uma vacina conforme

descrito no Exemplo 16 e usados para vacinar camundongos conforme des-

crito no Exemplo 17. Os polipeptídeos extraídos com S. aureus são formula-

dos em vacinas conforme descrito no Exemplo 2 e usados para vacinar ca-

30 mundongos conforme descrito no Exemplo 3. Para as vacinas de polipeptl-

deo recombinante, um polipeptídeo recombinante único será formulado na

vacina. Antissoros de camundongos vacinados são coletados e usados para



"?y=44'à=mm,+.&«>=^4*- ' :-mS'E~=M=~m: =m4L&:m3"=$mN&ià&

175/187

immunob/ots conforme descrito no Exemplo 15.

Os antissoros de animais vacinados com polipeptídeos regula-

dos por ferro recombinantemente produzidos são usados ainda para avaliar

a reatividade com polipeptldeos regulados por ferro extraídos seguindo a

5 separação dos polipeptldeos regulados por ferro extraídos através de SDS-

PAGE. Antissoros de animais vacinados com poiipeptideos recombinantes

vão se ligar a polipeptídeos extraídos separados por SDS-PAGE apropriados

onde epítopos de anticorpo são conservados entre os polipeptídeos extraí-

dos e os polipeptídeos recombinantemente produzidos.

10 Os antissoros de animais vacinados com polipeptideos regula-

dos por ferro extraídos são usados ainda para avaliar a reatividade com poli-

' peptídeos regulados por ferro recombinantemente produzidos individuais

seguindo a separação dos polipeptídeos recombinantemente regulados atra-

vés de SDS-PAGE. Antissoros de animais vacinados com polipeptídeos ex-

- 15 traídos se ligarão a polipeptídeos recombinantes separados por SDS-PAGE
onde epítopos de anticorpo são conseNados entre os polipeptídeos recom-

binantemente produzidos e os polipeptídeos extraídos.

Exemp io 34

Análise Westem b/ot de proteínas de S. aureus recombinantes

20 Proteínas de S. aureus recombinantes foram preparadas con-

forme descrito no Exemplo 16, então submetidas à eletroforese em gel de

poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 1O°/o e transferidas para mem-

branas de nitrocelulose (81oRad, Hercules, CA) para análise Westem b/ot.

B/OtS individuais foram reagidos com soro de doadores humanos saudáveis

25 (nenhuma infecção por Staphy/ococcus relatada) ou convalescentes (S. au-

reus Resistente à Meticilina).

Como um controle para identificar cada proteína marcada com

Histidina recombinante, cada b/ot foi co-incubado com anticorpos anti-

Histidina (Rockland Immunochemicals, lnc., Gilbertsville, PA e Qlagen Gm-

30 bH, Hilden, AJemanha) para identificar as proteínas recombinantes usando

análise de duas cores. Todos os antissoros primários foram usados em uma

diluição 1:1000 e incubados por 1 hora em um oscilador. Seguindo várias
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lavagens com TBS+Tween 0,05% para remover anticorpo não-iigado, as

membranas foram subsequentemente incubadas com um anticorpo secun-

dário humano conjugado a corante 80OCW (Rockland lmmunochemicals,

lnc., Gilbertsvihe, PA), anticorpo secundário de camundongo conjugado a

5 corante 680 (Li-cor Bioscience, Lincoln, NE) ou um anticorpo secundário de

coelho conjugado a corante 80OCW (Li-Co Bioscience) na diluição recomen-

dada pelo fabricante, por 1 hora, no escuro. As membranas foram lavadas

mais três a cinco vezes adicionais com Tween 0,005% TBS com a última

lavagem em TBS apenas. Sinais fluorescentes (680 e 800) foram detectados

10 usando o Odyssey lnfrared lmaging System (Li-Cor Biosciences). Os resul-

tados são mostrados na Figura 203 (saudáveis) e Figura 204 (convalescen-

tes).

Exemplo 35

Expressão na superfície de S. aureus DU5875 de polipeptideos reçjulados

- 15 por metal
S. aureus linhagem DU5875 (cap-, spa-) foi cultivada em condi-

c
ções com ferro (TSB + cloreto férrico 0,3 mM) ou sem ferro (TSB + dipiridila

1 mM) para uma OD600 de aproximadamente 0,6.

Nos painéis A-C da Figura 205, S. aureus linhagem DU5875 foi

20 cultivada em condições sem fero para uma OD600 de aproximadamente 0,75

e congelada. As bactérias foram descongeladas, lavadas em PBS e ressus-

pensas em PBS + [gG de Porco 1°/, + BSA I°/d como uma etapa de bloqueio.

Antissoro de camundongo criado contra FhuD, OppIA ou Pfl8 foi usado em

uma diluição de 1:100 para tingir aproximadamente 2X1O' bactérias. Soro de

25 camundongo pré-imune foi usado como um controle negativo. As bactérias

foram então lavadas em tampão de bloqueio e incubadas com um anticorpo

secundário anticamundongo de cabra conjugado AF633 e analisadas em um

citômetro de fluxo. As bactérias incubadas com soro de camundongo pré-

imune, a 1:100, foram usadas como um controle negativo.

30 No painel D da Figura 205, S. aureus linhagem DU5875 foi culti-

vada em condições sem ferro para uma OD600 de aproximadamente 2,0 e

congelada. As bactérias foram descongeladas, lavadas em PBS e ressus-
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pensas em PBS+ lgG de Porco 0,2°6 + BSA 0,1% como uma etapa de blo-

queio. Antissoro de camundongo criado contra rSlRP7 foi usado em uma

diluição de 1:50 para tingir aproximadamente 5 x 10' bactérias, com soro de

camundongo pré-imune usado como um controle negativo. As bactérias fo-

5 ram então Iavadas em tampão de bloqueio e incubadas com um anticorpo

secundário anticamundongo de cabra AF633-conjugado e analisadas em um

citômetro de fluxo.

Os resultados deste ensaio indicam que os anticorpos de murino

criados contra as proteínas SIRP se ligam a células de S. aureus. As células

10 cultivadas sob condições sem ferro se ligam a mais anticorpo do que células

cultivadas sob condições com ferro, provendo evidência adicional que FhuD,

" OppIA e Pfl8 são expressas em níveis mais altos sob condições de baixo

teor de ferro e são antígenos que podem induzir atividade imunológica con-

- tra Staphylococcus spp. O aumento em intensidade de fluorescência média

- 15 (MFI) (Median F/uorescence lntensity) demonstra o aumento relativo em flu-
orescência quando anticorpos anti-SlRP se ligam a células de S. aureus

comparado com a MFI de soro de camundongo pré-imune, os resultados são

mostrados na Figura 205.

Exemplo 36

20 Um ensaio Luminex foi usado para avaliar expressão de citocina

por esplenócitos de camundongos imunizados com a combinação (rSIRP7)

de componentes SIRP recombinantes PfIB (SEQ ID NO:353), OppIA (SEQ

ID NO:364), SirA (SEQ ID NO:375), SYN2 (SEQ ID NO:386), Fhulj {SEQ ID

NO:397), SYNI (SEQ ID NO:408 e MntC (SEQ ID NO:419) ou placebo, en-

25 tão reestimulados com Extrato de SIRP (SIRPE) ou rSlRP7. Várias citocinas

foram suprar-reguladas quando da reestimulação e os perfis de citocina in-

duzida por reestimulação de SIRPE e rSlRP7 foram similares. O perfil de

citocina geral em resposta à reestimulação de rSIRP7 ou SIRPE lembrou

aquele esperado de uma resposta imune tipo Th1/Th17 e demonstra que

30 vacinação com os componentes SIRP recombinantes induz uma resposta

imune celular que pode ser medida com base em expressão de citocina.

Métodos. Os camundongos foram vacinados duas vezes, 14 di-
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as de intervalo, com 70 µ1 de proteína total (OVA, Extrato de SIRP ou

rSlRP7) formutada com IFA 50%. Células T CD'" purificadas de suspensões

de esplenócitos por seleção negativa usando um kit de isolamento de célula

T CD4" e colunas LD (Miltenyi Biotec, lnc., Auburn, CA). Em suma, anticor-

5 pos biotinilados foram usados para marcar todas as células exceto células T

CD4", e então contas magnéticas conjugadas com estreptavidina usadas

para remover essas células da mistura com uma coluna magnética, deixan-

do células T CD4" altamente purificadas.

As células T CD4+ resultantes foram verificadas ser mais de

10 95% puras com base em expressão de CD3 e CD4. Esplenócitos puros fo-

ram tratados com Mitomicina C para gerar células apresentando antígeno

mitoticamente inativas. 4 x 105 APC adicionadas a 5 x 105 células T CD4"

mais antígeno de estimulação, seguido por 42 horas de incubação. Os so-
- brenadantes foram analisados através de Luminex usando os parâmetros de

15 ensaio padrão. Os resultados são mostrados na Figura 206.

Exemplo 37

Extratos de S. aureus de várias linhagens (Newman, Reynolds)

foram preparados usando o método descrito no Exemplo 1. Células de S.

aureus foram cultivadas ou em meio restrito em ferro contendo 1000 µm de

20 2,2-dipiridila (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) ou meios com ferro contendo 300

µM de FeC|3 (Sigma-Aldrich St. Louis, MO).

As proteínas dentro dos extratos de membrana de S- aureus de

culturas com ferro e sem ferro foram identificadas e quantificadas usando

espectrometrias de massa ITRAQ e LCQ. Marcação modificada com amina

25 de extratos de membrana de linhagem Newman de Staphy/ococcus aureus

deficiente em ferro e com ferro foi realizada com reagentes ITRAQ-8plex

(Applied Biosystems, lnc., Foster City, CA) usando 40,0 µg de extrato de

membrana (reagentes 113 versus 115) de acordo com o protocolo 8Plex do

fabricante. Cromatografia de troca de cátion foi aplicada usando uma coluna

30 MCX (Waters Corp., Milford, MA) e os peptídeos separados usando um sis-

tema ULTIMATE 3000 NANO LC (Dionex Corp. Bannockburn, IL) acoplado a

modo ESl usando um espectrômetro de massa QSTAR XL (Applied Biosys-
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temss, Inc, Foster City, CA).

A razão de polipeptídeos regulados por metal produzidos por cé-

lulas cultivadas em meios restritos em ferro comparado com meios com ferro

foi medida. A razão é uma medida relativa de expressão de proteína e não

5 provê dados indicando uma quantidade absoluta de proteína presente no

extrato. Os resultados são mostrados na Tabela 15.

Tabela 15
Proteína Identificada em extrato I

MntC

SYNI

FhuD

SYN2

SirA

OppIA

Pfl8

FhuD2

SstD

Sim

Sim

Não

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Aumento em vezes em

teor de ferro baixo

22

Não-determinado

Não-determinado

23

36

Não-determinado

Não-determinado

6

14

Exemplo 38

Um ensaio de queima oxidativa pode ser usado para medir a

10 produção de espécies oxigênio-reativas por neutrófilos, uma indicação de

uma resposta inflaniatória. Para obter neutrófilos a partir de sangue fresco,

as células vermelhas de sangue humano fesco são lisadas através da adi-

ção de tampão de lise (NH4C| 150 mM, KHCO, 10 mM, EDTA dissódico 1

mM, pH 7,4) em uma diluição 1:10, incubadas por 10 minutos em temperatu-

15 ra ambiente e centrifugadas por 10 minutos a 430 x g. O sobrenadante é

removido através de inversão do tubo e os péletes são lavados duas vezes

com PBS, então ressuspensos em 5 ml de RPMI-Hepes FCS 5% + GIutami-

na (RPMI completo) e enumerados usando um MULTISIZER (Beckman

Coulter, lnc., Brea, CA) após uma diluição 1/500 de suspensão celular em

20 ISOTON (20 µ1 de células em 10 ml de ISOTON, Beckman Coulter, lnc.,

Brea, CA).

Para a preparação de bactérias, S. aureus linhagem Lowenstein
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é semeada em meio TSB e cultivada por 20 horas a 37° C em 50 ml de mei-

o. A partir desta cultura, 5 ml são peletizado por 10 minutos a 4000 rpm a 4°

C. O pélete é então lavado com 50 ml de PBS e novamente peletizado atra-

vés de centrifugação por 10 minutos a 4000 rpm a 4° C. A etapa de lavagem

5 é repetida e o pélete de bactéria é ressuspenso em 5 ml de PBS. As bacté-

rias são ajustadas para uma densidade teórica de 1.109 CFU/M e as diiui-

ções celulares são plaqueadas em ágar e incubadas para enumeração exata

no dia seguinte.

Para descomplementar os soros, todos os soros são incubados

10 por 30 minutos a 56° C. Misturas de soros e células são realizadas em pla-

cas DW estéreis de polipropiieno em um volume final de 500 µ1 por cavida-

de. Em cada cavidade, os reagentes que seguem são adicionados (confor-

me mostrado na Tabela 16) na ordem: meio de cultura (RPMI-Hepes, gluta-

mina, FCS 5%), bactérias vivas na concentração apropriada, os soros na

15 diluição apropriada, o complemento, hPMNs na concentração apropriada e,

finalmente, a molécula DHR (Life Technologies, lnc., Carlsbad, CA) como o

marcador da queima oxidativa. As placas são incubadas por 25 minutos a

37° C com agitação. A reação é parada através da incubação das pIacas por

cinco minutos em gelo.

20 Tabela 16

Reagente

Bactérias
vivas

Leucócitos
de sangue

integral

DHR

Vol.l ) Concentraçãol Conc. De I
Identificação I I cavida- I final (em 500

I trabalho l
de i µ1)

TSB, 20h, 37°C I 1.25.10' I
i 200µ1 ) 5.1O'CFU/M

10' CFU/ml ) CFU/M

De 2 doadores
diferentes após a i 2.5.106

) 100 µ1 I 0,5.10'cells/ml
lise de célula san- I cells/ml

guinea

Life Technologies,
Inc. No, Cat. D632 i 100 µg/ml I 50 µ1 I 10 µg/ml

(10 mg/rnl)

Comple-
Produzido em ca-

mento de
coelho bebê sa

1/10 50 µ1 1/100 (1°6)
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Reagente Identificação
VoI.l Concentração

Conc. De .
cavida- final (em 500

trabalho
de µ1)

Soro de camun-
dongo imunizado i 1/10

com adjuvante

sozinho

Controle célula
1/100

anti-integral

Proteína Anti-S. 1/10 and

aureus I 1/100

50µ1 1/100

Soros

50µ1 1/1000

50µ1 l 1/100 e 1/1000

Para análise citométrica de fluxo, as PMNs humanas são primei-

ro identificadas de acordo com seu tamanho e granularidade e então verifi-

- cadas através de expressão de superfície de marcadores específicos (CD35,

CD16, GRl, etc), então marcador de queima oxidativa. Os dados são forne-

5 cidos em termos de porcentagem de hPMNs ativadas capazes de induzir

queima oxidativa em comparação com o grupo controle negativo (Didier,

2003; Ploppa, 2008).

Exemplo 39

Ensaio Opsonofagocítico

10 Um ensaio opsonofagocítico (OPA) foi desenvolvido para esti-

mular a atividade fagocítica funcional de soro para Staphylococcus aureus

através da medição da atividade opsônica dependente de complemento do

soro. O OPA é sumarizado na Tabela 17. Duas linhagens de S. aureus são

usadas neste ensaio. A linhagem DU5875, que não produz cápsula ou prote-

15 Ína A, é usada para controlar melhor o ensaio. A linhagem LST4 Lowenstein,

que expressa cápsula e proteína A, é usada como uma linhagem do tipo sel-

vagem no ensaio. O número de bactérias usadas no ensaio é dependente da

fonte das células sanguíneas brancas efetoras e varia em concentração de a

partir de 1 x 105 cfu/ml a 5 x 107 cfu/ml. Céluias sanguíneas brancas de vo-

20 luntários saudáveis humanos ou de uma linhagem de célula de leucemia

promielocítica humana, HLEJ60, são usadas como células efetoras fagocíti-

cas. Como a Tabela 17 indica, o número de células efetoras usadas no en-

saio é dependente da fonte das células. Soro de coelho bebê é usado como
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uma fonte de complemento e é diluído de 1°/0 a 1O°/o dependendo do lote de

soro a fim de maximizar a atividade de complemento funcional do soro de

coelho enquanto minimizando a toxidez. Soros sofrendo teste quanto à ativi-

dade opsônica, pré- ou pós-imunização, são descomplementados a 56° C

5 por 30 minutos e são testados no ensaio em uma diluição de 1:20 a

1:2.000.000. Fagocitose é determinada através de contagens viáveis (cfu) de

S. aureus. Soro de teste que demonstra uma perda significante de cfu em

combinação com complemento ativo quando comparado com soro pré-

imune é considerado opsônico. Os dados de ensaio são analisados através

10 do Teste t de Student usando distribuição de uma variável com variância

desigual. (Kim 2010; Stranger-jones 2006; Dryla 2005).

Tabela 17

Reagente Concentração final

Bactérias aprox. 1 x 105 cfu/ml quando usando células efetoras HL-60.
vivas I aprox. 5 x 10' cfu/ml quando usando WBCS humanas sau- I

dáveis

Células efe- Linhagem de célula humana HL-60 quimicamente induzida

toras para diferenciar com N,N-dimetilformamida diluída para 10 x I
106/m|

ou
células sanguíneas brancas humanas de volundários sau- i

dáveis diluídas para 1 x lO'/ml

Comple- Soro de coelho bebê diluído de i°/o a 1O°/o de acordo com

mento Lote de soro

Soro de Soro obtido após a última imunização, descomplementado e I

Teste serialmente diluído de 1:20 a 1:2.000.000

Exemplo 40

Estudos de mecanismo imune (in vivo)

15 Em outro exemplo, o mecanismo imune através do qual proteí-

nas de vacina conferem proteção a camundongos será avaliado. Esses ex-

perimentos podem incluir dois tipos: (1) usando camundongos de inativação

de gene em experimentos de provocação de vacina para determinar se

componentes imunoespecíficos são necessários para proteção; e (2) expe-

20 rimentos de transferência adotiva, onde células imunes de camundongos

doadores imunizados são transferidas para recipientes puros para provoca-
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ção bacteriana a fim de testar se os componentes transferidos são suficien-

tes para conferir proteção.

Para exemplos envolvendo experimentos de provocação de va-

cina em camundongos de inativação de gene, os camundongos podem ser

5 comprados de vendedores comerciais e podem incluir várias linhagens bem

caracterizadas tais como, por exemplo, inativações de célula B (µMT), inati-

vações de célula T (TCRa), e uma variedade de inativações de citocina, tais

como |FN-Y, 1L-1a, TNFa, IL-17, etc). Os camundongos podem ser imuniza-

dos conforme descrito no Exemplo 3 e então provocados com S. aureus,

10 conforme descrito no exemplo 5. O uso de camundongos do tipo selvagem

com a mesma base genética (Balb/c) pode prover controles adequados para

medir o efeito da inativação sobre proteção mediada por vacina contra S.

aureus. Por exemplo, se os camundongos inativados em célula B vacinados

morrerem mais rapidamente, ou em números maiores com relação aos ca-

- 15 mundongos controle vacinados em resposta à provocação bacteriana, pode
ser concluído que células B (ou seus produtos) são importantes para a pro-

. teção mediada por vacina contra S. aureus. Essas estratégias são prática

padrão no campo para medição de contribuições de vários componentes

imunes para proteção de vacina (Spellberg, 2008; Lin, 2009).

20 Para exemplos envolvendo transferência adotiva de componen-

tes imunes, camundongos doadores Balb/c do tipo selvagem podem ser i-

munizados conforme descrito no Exemplo 3 a fim de gerar tecido para trans-

ferência adotiva. Esses camundongos podem ser eutanizados 2-4 semanas

após a segunda imunização e o sangue coletado através de punção cardía-

25 ca e tecido linfoide secundário (nós linfáticos e baço) coletado. Os nós linfá-

ticos coIetados podem incluir: axiliar, braquial, mesentérico, inguinal, superfi-

cial, cervical, ceNjca| profundo e lombar. Soro pode ser isolado do sangue

usando metodologia padrão, tais como separadores de soro baseado em

centrifugação, e então transferido de volta para um conjunto separado de

30 camundongos recipientes através de injeção intravenosa ou intraperitoneal.

O uso de 1-3 camundongos doadores por recipiente é uma razão razoável

para transferência de soro e pode ocorrer em voIumes de até 0,5 ml. Ainda,
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células T de tecido linfoide de doador podem ser purificadas usando anticor-

pos e tecnologia de enriquecimento de conta magnética (Miltenyi Biotech)

que é prática padrão no campo- É típico atingir 95-99% de pureza celular

usando esses métodos, conforme avaliado através de tingimento das proteí-

5 nas da superfície celular com anticorpos para marcadores de linhagem es-

pecíficos e exame das células através de citometria de fluxo. As populações

de célula de interesse (por exemplo, células T CD4", células T CD8", etc)

podem ser transferidas de volta para animais recipientes através de injeção

intravenosa (entre 2.000.000 e 5.000.000 células T por recipiente). Camun-

lO dongos recipientes podem receber células T (ou subconjuntos de células T),

soro imune ou ambos.

Como controle negativo, animais imunizados com placebo po-

dem ser também usados para isolamento de soro e célula T seguido por

transferência de volta para recipientes puros. Como para um controle positi-

! 15 vo, um grupo de recipientes que fica imunizado com a vacina de proteção

padrão pode ser incluído a fim de prover uma varredura de linha de base de

. eficácia de proteção quando da provocação bacteriana.

Uma vez os camundongos recipientes tendo recebido várias cé-

lulas ou soros transferidos, eles podem ser provocados com S. aureus con-

20 forme descrito no Exeniplo 5. Corn base na porcentagem de morte e na taxa

de morte, a contribuição relativa de vários componentes imunes para prote-

ção de vacina pode ser avaliada- Por exemplo, se recipientes que foram ad-

ministrados com células T a partir de doadores vacinados são protegidos

contra provocação na mesma taxa que o controle positivo, pode ser concluí-

25 do que células T são suficientes para proteção mediada por vacina. Esta

estratégia experimental é prática padrão no campo para varredura dos me-

canismos imunológicos de vacinas (Spellberg, 2008; Lin 2009).

Exemplo 41

Ensaio de inibição de absorção de ferro

30 Para avaliação de se anticorpos direcionados contra componen-

tes SIRP inibem crescimento celular através do bloqueio da absorção de

ferro, um ensaio de absorção/transporte de ferro pode ser realizado usando
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células bacterianas que são pré-incubadas com antissoro anti-SlRP. Células

de S. aureus de qualquer linhagem são cultivadas da noite para o dia em

meios quelatados ou ricos em ferro. As células são subculturadas nos mes-

mos meios e cultivadas para fase log média até final, peletizadas e incuba-

5 das com antissoro anti-SlRP ou antissoro controle em PBS por até uma ho-

ra. As células foram então coletadas através de filtragem usando filtros de

0,45 µM, então ressuspensas em meio mínimo tratado com Chelex-1OO para

eliminar ferro ambiental. As células são agitadas rapidamente. Nesse Ínte-

rim, uma fonte de ferro (por exeniplo, ferrichrome) é misturada com 55FeCl2

10 radiomarcado (ou outra molécula de ferro radiomarcada) com ácido nitrilotri-

acético e deixada incubar por vários minutos.

Para iniciar a absorção de ferro, uma alíquota pequena (por e-

xemplo 10 µ1) da mistura de ferro radiomarcada foi adicionada às células

(em um volume de 1 ml) em um tubo de cultura livre de Fe. O tubo foi incu-

- 15 bado com vortexação e amostragem periódicas de alíquotas filtradas em
filtros de membrana e lavadas com LiCl. Seguindo secagem, as membranas

são contadas em fluido de cintiiação para quantificar a absorção de ferro. As

células pré-incubadas com antissoro anti-SIRP devem ser mais lentas para

absorver ferro do que células pré-incubadas com antissoro controle (Se-

20 bulsky, 2000; Goel, 2001).

Exemplo 42

Protocolo de purificação de proteína de alto rendimento

Em alguns casos, rSlRPS recombinantes foram purificadas u-

sando um método de alto rendimento. Este método é otimizado para rendi-

25 mentos maiores e pureza maior do poIipeptídeo. O método é realizado atra-

vés de ressuspensão do pélete bacteriano contendo o polipeptídeo produzi-

do recombinante em Tris 20 mM, pH 9; NaCl 300 mM complementado com

lisozima (100 µg/ml final) e MgCl2 (1 mM final)- A amostra é então incubada

com oscilação leve por 15 minutos a 4° C. Após 15 minutos, 1 U/ml de ben-

30 zoato é adicionado e a amostra é incubada por uma hora em temperatura

ambiente. O lisato solúvel obtido após centrifugação (20.000 x g, 20 minutos

a 4° C) deve ser filtrado com um filtro de 0,45 µm e adicionado a uma coluna
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de gravidade de 5 ml equilibrada revestida com resina de ligação de niquel-

His (Novagen 69670-4, EMD Chemicals, lnc., Gibbstown, NJ). A purificação

da proteína N-Hjs6 é realizada seguindo as instruções do fabricante. A purifi-

cação da proteína N-His6 é finalizada usando uma coluna de exclusão de

5 tamanho de grau prep Superdex 75 HiLoad 26/60 (GE Healthcare Bioscien-

ces, Piscataway, NJ). A coluna é equilibrada com Tris 20 mM, pH 9; NaCl

300 mM usando um B1OCAD FPLC (Applied Biosystems lnc., Foster City,

CA) e 15 ml da amostra de proteína são carregados na coluna HiLoad em

uma taxa de fluxo de 1,5 ml/min- A amostra é eluída seguindo 3,5 horas de

10 tempo de atividade em uma taxa de fluxo de 1,8 ml/min usando Tris 20 mM,

pH 9: NaCl 300 mM como a fase móvel.

O polipeptídeo é quantificado usando uma versão modificada do

procedimento BCA (Thermo Fisher Scientific, lnc-, Rockford, IL) onde dodecil
H

sulfato de sódio 15% (SDS), ureia 8M e 3-([3-Colamidopropil]dimetilamonio)-

- 15 2-hidróxi-1-propanossulfonato (CHAPS) 2,5°4 são usados para assegurar
solubilidade completa de toda a proteína dentro da amostra. O ensaio tam-

bém consiste em SDS 5°/0 adicionado ao reagente de trabalho BCA para

manter solubilidade da proteína durante a fase reativa de BCA. A leitura e a

análise de BCA são realizadas de acordo com a literatura do produto.

20 Para análise densitométrica, 3,0 µg de antígeno de produto final

foram quantificados quanto à pureza usando SDS PAGE 10%, tingidos com

coomassie e imagem feita usando um scanner ODYSSEY (LiCor Bioscien-

ces, Lincoln, NE). O gel tingido foi varrido e as áreas dos componentes prin-

cipais foram determinadas com relação à área total. Endotoxina residual foi

25 removida usando úm kit blue one/endosafe Endotrap (Hyglos GmbH, Re-

gendburg, Alemanha). A batelada final é armazenada com uma faixa de

concentração de 1,0 mg/ml a 4,0 mg/ml em tampão de armazenamento de

PBS em menos do que -70° C em alíquotas apropriadas.

O relatório completo de todas as patentes, pedidos de patente, e

30 publicações, e material eletronicamente disponível (incluindo, por exemplo,

submissões de sequência de nucleotídeo em, por exemplo, Gen8ank e Ref-

Seq, e submissões de sequência de aminoácido na, por exemplo, SwissProt,
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PIR, PRF, PDB e traduções de regiões de codificação anotadas em Gen-

Bank e RefSeq) citados aqui são incorporados a título de referência. No caso

de qualquer inconsistência existir entre o reiatório do presente pedido e O(S)

relatório(s) de qualquer documento incorporado aqui a título de referência, o

5 relatório do presente pedido deve prevalecer. A descrição detalhada e os

exemplos acima foram dados para cIareza de compreensão apenas. Quais-

quer limitações desnecessárias devem ser compreendidas a partir deles. A

invenção não deve ser Iimitada aos detalhes exatos mostrados e descritos,

uma vez que variações óbvias a um versado na técnica serão incluídas na

10 invenção definida pelas reivindicações.

A menos que de outro modo indicado, todos os números expres-

sando quantidades de componentes, pesos moleculares e outros usados no

relatório e nas reivindicações devem ser compreendidos como sendo modifi-
. cados em todos os casos pelo termo "cerca de". Desta maneira, a menos

. 15 que de outra maneira indicado o contrário, os parâmetros numéricos mostra-
dos no relatório e nas reivindicações são aproximações que podem variar

dependendo das propriedades desejadas que pretendem ser obtidas pela

presente invenção. No mínimo, e não como uma tentativa de limitar a doutri-

na de equivalentes do escopo das reivindicações, cada parâmetro numérico

20 deve ser pelo menos considerado à luz do número de dígitos significantes

relatados e através da aplicação de técnicas de arredondamento comuns.

Sem importar que as faixas numéricas e parâmetros mostrando

o escopo amplo da invenção sejam aproximações, os valores numéricos

mostrados nos exemplos especificos são relatados o mais precisamente

25 possÍvel. Todos os valores numéricos, no entanto, contêm inerentemente

uma faixa necessariamente resultante do desvio padrão encontrado em suas

respectivas med ições de teste.

Todos os cabeçalhos são para a conveniência do leitor e não

devem ser usados para limitar o significado do texto que segue o cabeçalho,

30 a menos que especificado.



1/13 

REIVINDICAÇÕES 

1. Composição compreendendo: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 92% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:397, contanto 

que se o polipeptídeo isolado incluir um ou mais aminoácidos adicionais no 5 

terminal amino, o um ou mais aminoácidos adicionais incluam pelo menos 

uma deleção de aminoácido ou pelo menos uma substituição de aminoácido 

comparado com os aminoácidos 1-26 da SEQ ID NO:399. 

2. Composição compreendendo: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 98% de similaridade 10 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408, contanto 

que se o polipeptídeo isolado incluir um ou mais aminoácidos adicionais no 

terminal amino, o um ou mais aminoácidos adicionais incluam pelo menos 

uma deleção de aminoácido ou pelo menos uma substituição de aminoácido 

comparado com os aminoácidos 1-5 da SEQ ID NO:415. 15 

3. Composição de acordo com a reivindicação 1 ou 2, onde a 

composição protege um animal contra provocação com uma S. aureus sele-

cionada da ATCC 19636 ou ATCC 25904. 

4. Composição farmacêutica de acordo com a reivindicação 1 ou 

reivindicação 2 compreendendo ainda um carreador farmaceuticamente 20 

aceitável. 

5. Composição de acordo com a reivindicação 1, onde o polipep-

tídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 95% de 

similaridade de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID 

NO:397. 25 

6. Composição de acordo com a reivindicação 1, onde o polipep-

tídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 92% de 

similaridade de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID 

NO:397. 

7. Composição de acordo com a reivindicação 6, onde o polipep-30 

tídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 95% de 

identidade de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID 
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NO:397. 

8. Composição de acordo com a reivindicação 2, onde o polipep-

tídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 98% de 

identidade de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID 

NO:397. 5 

9. Composição de acordo com a reivindicação 2, onde o polipep-

tídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 98% de 

identidade de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID 

NO:408. 

10. Composição de acordo com a reivindicação 1 ou reivindica-10 

ção 2 compreendendo ainda pelo menos um segundo polipeptídeo, onde o 

segundo polipeptídeo é isolável de uma Staphylococcus aureus quando in-

cubado em meios compreendendo um quelante de ferro e não-isolável 

quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro. 

11. Composição de acordo com a reivindicação 10, onde o se-15 

gundo polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo 

menos 85% de similaridade com a sequência de aminoácido de qualquer 

uma da: SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:354, SEQ ID NO:355, SEQ ID 

NO:356, SEQ ID NO:357, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID 

NO:360, SEQ ID NO:361, SEQ ID NO:362, SEQ ID NO:363, SEQ ID 20 

NO:364, SEQ ID NO:365, SEQ ID NO:366, SEQ ID NO:367, SEQ ID 

NO:368, SEQ ID NO:369, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:371, SEQ ID 

NO:372, SEQ ID NO:373, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:375, SEQ ID 

NO:376, SEQ ID NO:377, SEQ ID NO:378, SEQ ID NO:379, SEQ ID 

NO:380, SEQ ID NO:381, SEQ ID NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID 25 

NO:384, SEQ ID NO:385, SEQ ID NO:386, SEQ ID NO:387, SEQ ID 

NO:388, SEQ ID NO:389, SEQ ID NO:390, SEQ ID NO.391, SEQ ID 

NO:392, SEQ ID NO:393, SEQ ID NO:394, SEQ ID NO:395, SEQ ID NO:396 

SEQ ID NO:419, SEQ ID NO:420, SEQ ID NO:421, SEQ ID NO:422, SEQ ID 

NO:423, SEQ ID NO:424, SEQ ID NO:425, SEQ ID NO:426, SEQ ID 30 

NO:427, SEQ ID NO:428 ou SEQ ID NO:429. 

12. Composição de acordo com a reivindicação 1 compreenden-
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do ainda pelo menos um segundo polipeptídeo, onde o segundo polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de metal, não é isolável quando cultivado nos mei-

os sem o quelante de metal e compreende uma sequência de aminoácido 

tendo pelo menos 85% de similaridade com a sequência de aminoácido de 5 

qualquer um de: SEQ ID NO:408, SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID 

NO:411, SEQ ID NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID 

NO:415, SEQ ID NO:416, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID NO:418. 

13. Composição de acordo com a reivindicação 12, onde o se-

gundo polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo 10 

menos 85% de identidade com a sequência de aminoácido de qualquer uma 

da: SEQ ID NO:408, SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID NO:411, 

SEQ ID NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID NO:415, SEQ ID 

NO:416, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID NO:418. 

14. Composição de acordo com a reivindicação 2 compreenden-15 

do ainda pelo menos um segundo polipeptídeo, onde o segundo polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro, não é isolável quando cultivado em meios 

sem o quelante de ferro e compreende uma sequência de aminoácido tendo 

pelo menos 85% de similaridade com a sequência de aminoácido de qual-20 

quer uma das: SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID 

NO:400, SEQ ID NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID 

NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:406 ou SEQ ID NO:407. 

15. Composição de acordo com a reivindicação 14, onde o se-

gundo polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo 25 

menos 85% de identidade com a sequência de aminoácido de qualquer uma 

da: SEQ ID NO:397: SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:400, 

SEQ ID NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID NO:404; SEQ ID 

NO:405, SEQ ID NO:406 ou SEQ ID NO:407. 

16. Composição de acordo com a reivindicação 1 ou reivindica-30 

ção 2 compreendendo ainda: 

um polipeptídeo isolado é isolável de uma S. aureus quando cul-
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tivado em meios sem o quelante de ferro e tem um peso molecular de 150 

kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41, kDa, 

40 kDa; ou  

uma combinação de tais polipeptídeos isolados.  

17. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo, o 5 

método compreendendo: 

administração de uma quantidade eficaz de uma composição a 

um indivíduo tendo ou sob risco de ter uma infecção causada por Staphylo-

coccus spp., onde a composição compreende: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 10 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:397. 

18. Método para tratamento de um sintoma em um indivíduo, o 

método compreendendo: 

administração de uma quantidade eficaz de uma composição a 

um indivíduo tendo uma infecção causada por Staphylococcus spp., onde a 15 

composição compreende: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:397. 

19. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo, o 

método compreendendo: 20 

administração de uma quantidade eficaz de uma composição a 

um indivíduo tendo ou sob risco de ter uma infecção causada por Staphylo-

coccus spp., onde a composição compreende: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de identidade de 

sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:397. 25 

20. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo, o 

método compreendendo: 

administração de uma quantidade eficaz de uma composição a 

um indivíduo tendo ou sob risco de ter uma infecção causada por Staphylo-

coccus spp., onde a composição compreende: 30 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408. 
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21. Método para tratamento de um sintoma em um indivíduo, o 

método compreendendo: 

administrar uma quantidade eficaz de uma composição a um in-

divíduo tendo uma infecção causada por Staphylococcus spp., onde a com-

posição compreende: 5 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408. 

22. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo, o 

método compreendendo: 

administrar uma quantidade eficaz de uma composição a um in-10 

divíduo tendo ou sob risco de ter uma infecção causada por Staphylococcus 

spp., onde a composição compreende: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408. 

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17-15 

22, onde a composição compreende ainda pelo menos um segundo polipep-

tídeo, onde o segundo polipeptídeo é isolável de uma Staphylococcus au-

reus quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro e 

não-isolável quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro. 

24. Método de acordo com a reivindicação 23, onde o segundo 20 

polipeptídeo tem um peso molecular conforme determinado através de ele-

troforese em um gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio de 88 kDa, 55 

kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa.  

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17-

22, onde a composição compreende ainda pelo menos um segundo polipep-25 

tídeo compreendendo uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 85% 

de similaridade com a sequência de aminoácido de qualquer uma de: SEQ 

ID NO:353, SEQ ID NO:354, SEQ ID NO:355, SEQ ID NO:356, SEQ ID 

NO:357, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:360, SEQ ID 

NO:361, SEQ ID NO:362, SEQ ID NO:363, SEQ ID NO:364, SEQ ID 30 

NO:365, SEQ ID NO:366, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:368, SEQ ID 

NO:369, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:372, SEQ ID 
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NO:373, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:376, SEQ ID 

NO:377, SEQ ID NO:378, SEQ ID NO:379, SEQ ID NO:380, SEQ ID 

NO:381, SEQ ID NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID NO:384, SEQ ID 

NO:385, SEQ ID NO:386, SEQ ID NO:387, SEQ ID NO:388, SEQ ID 

NO:389, SEQ ID NO:390, SEQ ID NO:391, SEQ ID NO:392, SEQ ID 5 

NO:393, SEQ ID NO:394, SEQ ID NO:395, SEQ ID NO:396 SEQ ID NO:419, 

SEQ DD NO:420, SEQ ID NO:421, SEQ ID NO:422, SEQ ID NO:423, SEQ 

ID NO:424, SEQ ID NO:425, SEQ ID NO:426, SEQ ID NO:427, SEQ ID 

NO:428 ou SEQ ID NO:429. 

26. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17-10 

19, onde a composição compreende ainda pelo menos um segundo polipep-

tídeo, onde o segundo polipeptídeo é isolável de uma Staphylococcus au-

reus quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro, não 

é isolável quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro e compreen-

de uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 85% de similaridade 15 

com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: SEQ ID NO:408, SEQ 

ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID NO:411, SEQ ID NO:412, SEQ ID 

NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID NO.415, SEQ ID NO:416, SEQ ID NO:417 

ou SEQ ID NO:418. 

27. Método de acordo com a reivindicação 26, onde o segundo 20 

polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 

85% de identidade com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: 

SEQ ID NO:408, SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID N0:411, SEQ ID 

NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID NO:415, SEQ ID 

NO:416, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID NO:418. 25 

28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 20-

22, onde a composição compreende ainda pelo menos um segundo polipep-

tídeo, onde o segundo polipeptídeo é isolável de uma Staphylococcus au-

reus quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro, não 

é isolável quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro e compreen-30 

de uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 85% de similaridade 

com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: SEQ ID NO:397, SEQ 

Petição 870200129425, de 14/10/2020, pág. 10/21



7/13 

ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:400, SEQ ID NO:401, SEQ ID 

NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:406 

ou SEQ ID NO:407. 

29. Método de acordo com a reivindicação 29, onde o segundo 

polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 5 

85% de identidade com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: 

SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:400, SEQ ID 

NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID NO:404, SEQ ID 

NO:405, SEQ ID NO:406 ou SEQ ID NO:407. 

30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17-10 

22, onde a composição compreende ainda: 

um polipeptídeo isolado que é isolável de uma S. aureus quando 

cultivado em meios sem um quelante de ferro e tem um peso molecular con-

forme determinado através de eletroforese em um gel de poliacrilamida-

dodecil sulfato de sódio de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 15 

kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa, 40 kDa, ou  

uma combinação de tais polipeptídeos isolados. 

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17-

22, onde o indivíduo é um mamífero.  

32. Método de acordo com a reivindicação 31, onde o mamífero 20 

é um humano. 

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 17-

22, onde a Staphylococcus spp. é S. aureus. 

34. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo, o 

método compreendendo: 25 

administração de uma quantidade eficaz de uma composição a 

um indivíduo tendo ou sob risco de ter uma infecção causada por Staphylo-

coccus spp., onde a composição compreende: 

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo isolado 

tendo pelo menos 80% de similaridade de sequência com a sequência de 30 

aminoácido da SEQ ID NO:397. 

35. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo 
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compreendendo: 

administração de uma quantidade eficaz de uma composição a 

um indivíduo tendo uma infecção causada por Staphylococcus spp., onde a 

composição compreende: 

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo isolado 5 

tendo pelo menos 80% de similaridade de sequência com a sequência de 

aminoácido da SEQ ID NO:397. 

36. Método para diminuição da colonização em um indivíduo, o 

método compreendendo: 

administrar uma quantidade eficaz de uma composição a um in-10 

divíduo colonizado por uma Staphylococcus spp., onde a composição com-

preende: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:397. 

37. Método para tratamento de uma infecção em um indivíduo, o 15 

método compreendendo: 

administrar uma quantidade eficaz de uma composição a um in-

dividuo tendo ou sob risco de ter uma infecção causada por Staphylococcus 

spp., onde a composição compreende: 

anticorpo que liga especificamente um polipeptídeo isolado ten-20 

do pelo menos 80% de similaridade de sequência com a sequência de ami-

noácido da SEQ ID NO:408. 

38. Método para tratamento de um sintoma em um indivíduo 

compreendendo: 

administrar uma quantidade eficaz de uma composição a um in-25 

divíduo tendo uma infecção causada por Staphylococcus spp., onde a com-

posição compreende: 

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo isolado 

tendo pelo menos 80% de similaridade de sequência com a sequência de 

aminoácido da SEQ ID NO:408. 30 

39. Método para diminuição da colonização em um indivíduo, o 

método compreendendo: 
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administrar uma quantidade eficaz de uma composição a um in-

divíduo colonizado por uma Staphylococcus spp., onde a composição com-

preende: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408. 5 

40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

39, onde a composição compreende ainda anticorpo que se liga especifica-

mente a pelo menos um segundo polipeptídeo, onde o segundo polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado nos meios 10 

sem o quelante de ferro. 

41. Método de acordo com a reivindicação 40, onde o segundo 

polipeptídeo tem um peso molecular conforme determinado através de ele-

troforese em um gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio de 88 kDa, 55 

kDa, 38kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. 15 

42. Método de acordo com a reivindicação 40, onde o segundo 

polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 

85% de similaridade com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: 

SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:354, SEQ ID NO:355, SEQ ID NO:356, SEQ ID 

NO:357, SEQ ID NO:358, SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:360, SEQ ID 20 

NO:361, SEQ ID NO:362, SEQ ID NO:363, SEQ ID NO:364, SEQ ID 

NO:365, SEQ ID NO:366, SEQ ID NO:367, SEQ ID NO:368, SEQ ID 

NO:369, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:371, SEQ ID NO:372, SEQ ID 

NO:373, SEQ ID NO:374, SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:376, SEQ ID 

NO:377, SEQ ID NO:378, SEQ ID NO:379, SEQ ID NO:380, SEQ ID 25 

NO:381, SEQ ID NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID NO:384, SEQ ID 

NO:385, SEQ ID NO:386, SEQ ED NO:387, SEQ ID NO:388, SEQ ID 

NO:389, SEQ ED NO:390, SEQ ID NO:391, SEQ ID NO:392, SEQ ID 

NO:393, SEQ ED NO:394, SEQ ED NO:395, SEQ ID NO:396, SEQ ID 

NO:419, SEQ ID NO:420, SEQ ID NO:421, SEQ ID NO:422, SEQ ID 30 

NO:423, SEQ ED NO:424, SEQ ID NO:425, SEQ ID NO:426, SEQ ID 

NO:427, SEQ ID NO:428 ou SEQ ID NO:429. 
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43. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

36, onde a composição compreende ainda anticorpo que se liga especifica-

mente a pelo menos um segundo polipeptídeo, onde o segundo polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro, não é isolável quando cultivado em meios 5 

sem o quelante de ferro e compreende uma sequência de aminoácido tendo 

pelo menos 85% de similaridade com a sequência de aminoácido de qual-

quer uma da: SEQ ID NO:408, SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID 

NO:411, SEQ ID NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID 

NO:415, SEQ ID NO:416, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID NO:418. 10 

44. Método de acordo com a reivindicação 43, onde o segundo 

polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 

85% de identidade com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: 

SEQ ID NO:408, SEQ ID NO:409, SEQ ID NO:410, SEQ ID NO:411, SEQ ID 

NO:412, SEQ ID NO:413, SEQ ID NO:414, SEQ ID NO:415, SEQ ID 15 

NO:416, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID NO:418. 

45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 37-

39, onde a composição compreende ainda anticorpo que se liga especifica-

mente a pelo menos um segundo polipeptídeo, onde o segundo polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-20 

preendendo um quelante de ferro, não é isolável quando cultivado nos meios 

sem o quelante de ferro e compreende uma sequência de aminoácido tendo 

pelo menos 85% de similaridade com a sequência de aminoácido de qual-

quer uma da: SEQ ID NO:397, SEQ ED NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID 

NO:400, SEQ ID NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID 25 

NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ DD NO:406 ou SEQ ID NO:407. 

46. Método de acordo com a reivindicação 45, onde o segundo 

polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácido tendo pelo menos 

85% de similaridade com a sequência de aminoácido de qualquer uma da: 

SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:398, SEQ ID NO:399, SEQ ID NO:400, SEQ ID 30 

NO:401, SEQ ID NO:402, SEQ ID NO:403, SEQ ID NO:404, SEQ ID 

NO:405, SEQ ID NO:406 ouSEQ ID NO:407. 
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47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

39, onde a composição compreende ainda: 

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo que é 

isolável de uma S. aureus quando cultivado em meios sem um quelante de 

metal e tem um peso molecular conforme determinado através de eletrofore-5 

se em um gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sódio de 150 kDa, 292 

kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa, 40 kDa; ou  

uma combinação de tais polipeptídeos isolados. 

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

39, onde o indivíduo é um mamífero. 10 

49. Método de acordo com a reivindicação 48, onde o mamífero 

é um humano. 

50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

39, onde a Staphylococcus spp. é S. aureus.  

51. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-15 

39, onde o anticorpo é anticorpo policlonal. 

52. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

39, onde o anticorpo é anticorpo policlonal. 

53. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 34-

39, onde o anticorpo é anticorpo monoclonal. 20 

54. Estojo para detecção de anticorpo que se liga especifica-

mente a um polipeptídeo compreendendo em recipientes separados: 

um polipeptídeo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade 

de sequência com a sequência de aminoácido da SEQ ID NO:408 ou SEQ 

ID NO:397; e  25 

um reagente que detecta um anticorpo que se liga especifica-

mente ao polipeptídeo. 

55. Método de acordo com a reivindicação 24 ou 41,  

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 88 kDa 

tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 30 

com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 88 kDa expres-

so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptídeo 
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é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 

sem o quelante de ferro; 

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 55 kDa 

tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 5 

com uma impressão digital de massa de polipeptídeo de 55 kDa expresso 

por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636, e onde o polipeptídeo é 

isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado nos meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 

sem o quelante de ferro; 10 

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 38 kDa 

tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 

com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 38 kDa expres-

so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-15 

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 

sem o quelante de ferro; 

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 37 kDa 

tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 

com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 37 kDa expres-20 

so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 

sem o quelante de ferro; 

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 36 kDa 25 

tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 

com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 36 kDa expres-

so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 30 

sem o quelante de ferro; 

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 35 kDa 
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tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 

com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 35 kDa expres-

so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptídeo 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 5 

sem o quelante de ferro; 

onde o polipeptídeo isolado com um peso molecular de 33 kDa 

tem uma impressão digital de massa de pelo menos 80% de similaridade 

com uma impressão digital de massa de um polipeptídeo de 33 kDa expres-

so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptídeo 10 

é isolável de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-

preendendo um quelante de ferro e não-isolável quando cultivado em meios 

sem o quelante de ferro, 

56. Composição compreendendo: 

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo isolado 15 

tendo pelo menos 92% de similaridade de sequência com a sequência de 

aminoácido de SEQ ID NO:397, contanto que se o polipeptídeo isolado inclu-

ir um ou mais aminoácidos adicionais no terminal amino, os um ou mais 

aminoácidos adicionais incluam pelo menos uma deleção de aminoácido ou 

pelo menos uma substituição de aminoácido comparado com os aminoáci-20 

dos 1-26 da SEQ ID NO:399. 

57. Composição compreendendo: 

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptídeo isolado 

tendo pelo menos 98% de similaridade de sequência com a sequência de 

aminoácido de SEQ ID NO:408, contanto que se o polipeptídeo isolado inclu-25 

ir um ou mais aminoácidos adicionais no terminal amino, os um ou mais 

aminoácidos adicionais incluam pelo menos uma deleção de aminoácido ou 

pelo menos uma substituição de aminoácido comparado com os aminoáci-

dos 1-5 de SEQ ID NO:415. 
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FlG. 3

Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando
sobrevivência percentual após vacinação e

provocação homóloga com S. aureus ATCC19636
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FlG. 5

Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando
sobrevivência percentual após imunização passiva

e provocação homóloga com S- aureus ATCC19636
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Curva de sobrevivência Kaplan-Meier mostrando
sobrevivência percentual após imunização passiva

e provocação homóloga com S. aureus ATCC19636
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FlG. 7
LETNKNHATAwQgFKNgRwNRHvIjvREFIQLNYTLYEgNDsFLAgpTEATsIa

WEQVMQLSKEERERGGMWDMI)TKVASTITSIlDAGYLDKDLETWgVQTEKpW

RsMQpFggIRMAKAAcEAYgYELDEETEKIFTDYRKmNQgvFDAYsREMLNcR

KAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVI)FLMEEICMHDFNTMSTEMSED

REELsEQYRALKELKEI.gQKYgFDLsRpAENFKEAvQwImAYLAAMEQNgAA

MSLGRTSTYLDIYAERDLKAGVITESEVQEIIDHFIMKLRIVKFARTPD=LFSGD

pTwvTvsIggvgn)gRpLvTKNsFRFLHsLDNLgpApEpNLTvLws~pDNFKTY

CAKMSIKTSSIQYENI)DIMRESYGDDYGIACCVSAVTIGKQMQFFGARANWTLL

. YAINGGKIJEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFQWLAGVYINSLM .

HYMHDKYSYERIEMAÍHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIKYAQVKPIG

LVVDFEIEGDFPKYGNNI)DRVDDIAVDLVERFMTKI.RSHKT~SEHTMSVLTIT

SNVVYVKKTGNIPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVYDCCKD

GISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHININVF~TLID=W

EEYpQLTIRvsgYAvNFIKLIREQQLDvIsRTFIns-M

(SEQ ID NO:353)

FlG. 8
MLETNKNHATAwQgFKNgRwNRIlvDvREFIQLNYTLYEgmsFLAgpTEATsK

LwEQvMQI.sKF.ERERggMwIMDTI¢vAsTITsIIlDAgnDKDLEmgvQTEKpF

KRsMQpFggIRMAKAAcFAYgYELDEETEKwTDmTIlNQgvFDAYsREMLNc

RKAgvITgLpDAYgRgRIIgDYRRyALYgvI)FLMEEKMHDFNmsTEMsEDvw

LREELsEQYRALKELKELgQKYgFDLsRpAENFKEAvQwLYLAYLAAnoQNgA

AMsLgRTsTFLDIYAERDLKAgvITEsEvQEIIDHFIMKLRIvKFmTpDYNELFsg

DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLI1ISLDNLGPNEPNLTVLWSVRLPDNFKT

YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLKT

LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYNSLN

VIHYMHDKYSYERlEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIKYAQVKpE

- gLvvI)FE[EgDFpK:YgNNDDRvDDIAvDLvERFMTKLRsHKTYRDsEHTMwLn
TSNVVY"GKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVYDCCK

DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHININVTLWAME

HpEEYpQLTIRysgYAvNFIKLTREQQLDvIsRTFHEsM

(SEQ ID NO:354)
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FlG. 9
MLEmKNHATAwQgFKNgRwNRHvDvREFIQLNYTLYEgmsFLAgpTEATx

LwEQvMQLsKEERERggMwDMDTKvAsnTsmAgYLDmLETIvgvQTEKpF

KRsMQpFggIRMAKAAcEAYgYELDEETEKIFTDYRKnwQgvFDAYsREMLNc

RKAgvITgI::pDAYgRgRIIgDYRRyALYgvDFLMEEKMHDFNTMsTEMsEDm ,

LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYIAYLqNgÀ

AMsLgRTsTFLDIYAERDLKAgvI1"EsEvQEIIDHFIMKLRIvwARTpDm-LFsg

DpTwvrEsIggvgIDgRpLvTKNsFRFLHsLDNLgpApEpNLTvLws=pDNFKT

YcAKM:sIK:TssIQYENI)DIMRFsYgDDYgIAccvsm4TIgKQMQFFgARANLAKT

LLY&ggDEI¢sgAQvgpNEgwsEvLEwEvFm'DQ~mAgvmsLN

VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIKYAQVKPIRNEE

GLVVDFEIEGDFPKYGNNI)DRVDDIAVDLVERFMTKLRSHKTYRDSEEITMSVLTI

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKWYDCCK

DGISNTFSNPKSLGKEPEDQNRNLTSMLI)GYAMQCGHE{LNNVFNRETLW~

mEEYpQLTIRvsgYAvNFIKLTREQQLDvIsRTFHEsM

(SEQ ID NO:355)

FlG. 10
MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK

LwEQvMQLsKEERERggMwIMDTKvAsnTsFwAgYLDKDL.ETIvgvQ=KpF

" ,, KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTFWQGVFDAYSREMLNC

wagvngLpDAYgRgwIgDmv4YgvDFLNEI~IDmTMsTEMsEDv*

LREELsEQYRALKELmgQKYgFDLsRpAENFKEAvQwLYLAnAAIKEQNgA

AMsLgRTsTFI)DIYAERDLKAgvITEsEvQEIIINmMKIRIvKFARTpDYNuÈsg

DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTWWSVRLPDNFKT

YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGT

LLYAINGGKI)EKSGAQVGPNFEGINSEVI:EYDEVFKKFDQMMIN'LAGVYWSLN

VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSNKYAQVW

gLvvDFEIBgDFpKYgNNDDRvDDIAvDLvERFMTKLRsHIaYRDsEHTMsvLTI

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQICGALSSLSSVYDCCK

DgIsNTFsIvpKsLgKEpEDQNRNIAsMLDgYAMQcgmNNvFNRETL[D~

HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:356)



'=-µ"44#~*U^-:"ze^mw==m=H+=&'mm€w&^&R.44-Mâ'47;*4;?^. g;:t-w-,,,z3-rA+7Â·3.rT.u

7/112

FlG. 11
MLETNKNHATAwQgFKNgRwNRHvDvREFIQLNYTLYEgmsFLAgpTEATsK

LwEQvMQLsKEERERggMwDMDTKvAsTITsHDAgYLDKDLEmgvQTEI¢pF

KRsMqpFggIRMAKAAcEAYgYELDEETEwTDYRKTHNQgvFDAYsREMLNc

RKAGVITGLPDAYGRGR1IGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDSTEMSEDVIR

LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEqNga

AMSLGRTSTFLDTYAERDLKAGVITESEVQEIIDWIMKLRIVWARTPDYNELFSG

DPTWVTESIGCfVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWS~PDNFKT

YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGLAKT .

LLYAINggKI)EKsgAQvgpN"FEgINsEvLEYI)EvFKKFDQMMDwLAgvnN,sLN

vIHYMHDKYsYERlEMAI:mTEwRTMATgIAgLsvAADsLsAIK:YAQvKpE

gLv\'DFEIEgDFpKYgNNDDRvI)D1AyDLvERFMTKLRsHKTYRDsEHTMsvLn

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGWSSLSSVAKWYDCCK

DGISNTFSWPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLW

HpEEYpQLTIRvsgYAvNÈ'IKL'rREQQLDvIsRTFwsM

(SEQ ID NO:357)

FlG. 12
' MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLWGNDSFLAGPTEATSK

" LwEQvMQLsKEERERggMwDMI)TKvAsTITsHDAgYLDKDLETIvgvQTEIa?F

ICRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDWKTHNQGVFDAYSREMLNC

RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVAIXGVDFLMEEKMFIDFNTMSTEMSEDVW

LREELSEQYRAIXELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLMIKEQNGA

' AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIIDHFIMKIRIVKFARTPDYNELFSG

DPTWVTESIGGVGlDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLpD=T

YCAKMSIKTSS1QYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTJGKQMQFFG'LAKT

LLYANggIajEKsgAQvgpNFEgINsEvLEYDEvFKKFDQwLAgvYINsLN

VIHYMHDKYSYERIEMALIíDTEIVRTMATGIAGLSVAAI)SLSAlKYAQVWNNEE

GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVI)DIAVDLVERFMTKLRSHKTYRDSSVLTI

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRI)QKGALSSLSSVYDCCK

DgIsNTFswpKsLgKEpEDQNRNLTsMLDgYAM'QcgHHLNINvFNRETLm=

HpEEYpQL"rIRvsgYAvNFIKLTREQQLDwsRTFHEsM

(SEQ ID NO:358)
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FlG. 13
MLETNKNHATAWQG=GRWNRHVDVREFIQLNYT1:XEGNDSFLAGPTEATSK

LwEQvMQLsKEERERggMwDMI)TKvAsTITsHDAgnDKDLETIvgvQTEKpF

- KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTHNQGVFDAYSREMLNC

RKAgvITgLpDAYgRgRlIgDYRRvALYgvDFLMEEKMHDFNTMsTEMsEDvm

LREELsEQYRALKELKELgQKYgFDLsRpAENFK]mvQwLnAYLAAIKEQNgA

, AMsLgRTsTFLDIYAERDIKAgvITFsEvQEnDHFIMKLRIvKFARTpDmLFsg
DpTwvTEsIggvgIDgRpImKNsFRFLHsLDNLgpApEpNLTnwsvRLpDNFKT

YCAKMSIKTSSIQYEN'DDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGAKT

LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGLNSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYWSLN

VIHYMHI)KYSYERIEMALHDTENRTMATGIAGLSV.~SLSAIKYAQVKPE

gL~FmgDFpKYg=DRvDDIArDLv~MTmRsKT~sEI4TMsvLn

" TSNVVYGKKTGP'TPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVYDCCK

DGISNTFS]YPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNWVFNRETLID~

HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFFIESM

(SEQ ID NO:359)

FlG. 14
MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVWFIQLNYTLWGNDSFLAGPTEATSK

LwEQvMQLsKEERERggMwI)MDTKyAsTITsHDAgYLDKDLETIvgvQTEKpF

KRSMQPFGGIR:MAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTHNQGVFDAYSREMLNC

RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMIIDFNTMSTEMSEDVW .

LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLANKEQNGA

AMsLgRTsTFLDIYAERI)LKAgvITEsEvQEIIDHFIMKImvwARTpDYNELFsg

DpTmwsIggvgwgwLvTmsF»LHsLDkgrNEpNLTvLwsvmpDNKT

YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGLAKT

LI:YAINggKDEKsgAQvgpNFEgINsEvLEYDEvFKKFDQMMDwLAgvYmsLN

vIHYMHDKYsYERlEMALHDTEIvRTMATgIAgLsvAAI)sLsAIKYAQvKpmwE

gLvvDFEIEgDFpKYgNNDDRvI)DIAvDLvERFMTKLRsHKTYRDsEHmsvLu

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVYDCCK

DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHIININVFNRETLID

WEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:360)
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FlG. 15
MLETNKNHATAwQgFKNgRwNRHvDvREFIQLNYTLYEgmsFLAgpTEATsK

LwEQvMQLsKEERERggMwDMDTKvAsTITsFlI)AgYLDKDLEnvgvQTEKpF

KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTHNQGVFDAYSREMLNC

RKAgvITgLpDAYgRgRj1gDYRRyALYgvDFLMEEKMHDFNmsTEMsEDvw

LREELSEQYRALKEIIXELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAMEQNGA

AMsLgRTsTFLDIYAERIAKAgvITEsEvQEIIDÉn7MKLRwKFARTpD=LFsg

DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPN'LTVLWSVRLPDNFKT

YcAKMsIKTssIQYENDDIMREsYgDDYgIAccvsAMTIgKQMQFFgARANL-AkT

LLYAINggKDEKsgAQvg"NFEgINsEvLEYIm'FKKFDQMMIjwLAgvYINsLN

VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAKYAQVKPIRNEE:

gLvvDFEIEgDFpKYgNNDDRvDDIAvDLvERFMTKLRsHK'rYRDsEHmsvLTI

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVYDCCK

DgIsNTFsm?KsLgKEpEDQNRNLTsMLDgYAMQcgHI{LN=NRETLID~

HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRT~SM

(SEQ.ID NO:361)

FlG. 16
MLEnaQnlATAwQgFKNgRwNRHvDvREFIQLNYTLYEgNDsFLAgpTEATsK

LWEQVMQLSKEERERGGMWDMI)TKVASTITSHDAGYLDKDLETNGVQTEKPF

KRsMQpFggIRMAKAAcEAYgYELDEETEKmmRKTFNQgvFDAYswMLNc

RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEWEDVW

LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAKEQNGA

AMsLgRTsTFLDIYAERDLKAgvITF.sEvQEIIDIIFIMKLRjyKFARTpD~LFsg

DPTWVTESIGGVGII)GRPLVTICNSFRFLHSLDNLGPÀPEPNLTVLWS~PDNFKT

YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGAKT

LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMI)WLAGVYNSLN

VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIKYAQ~IRNEE

GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVI)LVERFMTKLRSHKTYRDSEHTMSVLTI

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKWYDCCK

DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSM"LDGYAMQCGHHLNINVFNRETLWAME

HPEEYPQLTJRVSGYA\'NFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:362)



10/112

FlG. 17
MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPÈATSK

LWF.QVMQLSKEERERGGMWDMI)TKVAS]JTSHI)AGYLDKDLETNGVQTEWF

. KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTHNQGVFDAYSRMLNC ,
RKAgvITgLpDAYgRgRIIgDYRRvALYgvDFLMEEKMHDFNmsTEMsEDwR

LREELsEQYRALKELKELgQKYgFDLsRpAENFKEAvQwLYLAYIAAnoQNgA

AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIIDHFIMKLRWKFARTPDMLFSG

DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFWLHSLDNLGPAPEPNL1"VLWSVRLPDNFKT

· YCAKMSMTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGLAKT
LLY-wggHEKsgAQvgpNEgNsEvLEwEvFKwDQmDwwgvYmsLN

wIYMHI)KYsYERIEMALImEIvRTMATgIAgLsvAAIjsLsKYAQvKpIRNEE'

gLvvIjFEIEgDFpKYgNNDDRvDDlAvI)LvERFMTKLRsIlKTYRDsEHTMsvLn

TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVYDCCK

DgIsNTFsrvpKsLgKEpEDQNRNLTsMLDgYAMQcgHHLNINvF~TLID

WEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:'363)

FlG. 18
KKENKQLTYTTvKDIgDMNpHvYggsMsAEsMrYEpLvRNmjgmLLAKKwg

VSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPFDAI)AVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLWN

VKVKI)KYTVELNLKEAYQPALAELAMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGWKFDGT

GPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWGEKSKLNKVQAKVMPAGET=,SMKKGETN

FAFTDDGGTDSLDKDSLKQLKIJTGDYQVKRSQPMNTIQ4LVVNSGKKDNAVSDK

TVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQEKPATQLFAKNVTDNFDMPTRKYDLESL

LDEAGWKK1GKDSDVRQKDGKNLEMAMYYDKGSSSQKEQQAEFKKMGIK

LNNgETsDKIAERRTsgDYI)LMFNQTwgLLYI)pQsTIAAFKAKNgmvQHQAL

RM[IcYTTALMTHLKsKTvKsvQTLIKjFNKLMMKvsLsLFHTvvQLLmaKKY

HSHNHSTNYHSMKCSIN

(SEQ ID NO:364)

FlG. 19
MRKLTIo4sAMLLAsgLILTgcggNKgLEEKKENKQLTYTTvDIgDmHvYg

GSMSAESMJYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDD~FIDGTPF

DADAvKKNIDAvQENKKLHswLKIsTLIINvKyKI)KYTvELNLKEAYQpL
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AMpRpYvFvspKDFKNgTTKI)gvIacFDgTgpFKLgEHKKI)EsADmKNDQYwg

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKIJSAVSDKTVRQAJGHMVNRDKIWILDGQE '

KpATQLFAKNvTDINFDMpTRKYDLKKAEsLLDEAgwKKgKDsDvRQKDga

EMAMYYDKgsssQKEQAEYLQAEFKKMgIKI:NINgETsDKIAERRTsgDmLMF

NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGIERSDA

YKNILKQvNDEgIFIpIsHgsMTvvApmLEKvsFTQsQwLpmEMQYK

" (SEQ ID NO:365)

FlG. 20

TKMsAMLLAsgLILTgcggNKgLEEKKENKiQLTYTTvKDIgDMNpIwYg

gsMsAEsMIYEpLvRNTKDgIKpLLAKKwDvsEDgIa"YTFHLRI)DvKFImgTTF

DADAIDAVQQNKKLHSWÍKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL

AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEFIKKDBSADFNKNDQYWG

EICSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDDSLKQLKDTG

· DYQvKRsQpMNTKN[LvvNsgKKDNAvsDKTvRQAIgHMyNRDKIAKEKDgQE

KpATQLFAKNvTI)INFDwTRKYDLKKAEsLLDEAgwKKgKDsDvRQmgmL "

EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGDYDLN

NQTWGLLDPQSGWSATSGSIDDNKQNGRRSDA

YKNILKQII)DEgIFIplsHgsM'IyvApKDLEKvsFTQsQYELp~MQYK

' ' (SEQ ID NO:366)

FlG. 21
MRKI:rKMs=LAsgLILTgcggNKgLEEKKENKQLTYTTvKDIgDMNpmYg '

GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVWHDGTPF

DAIJAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLWAYQPALRL

AMpRpYvFvspKDFKNgTTKImKKFDgTgpFIcLgEHKKDEs@FNKNDQYwg

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGT'DSLDKDSLKQLICDTG

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDHAKEILDGQE

KPATQLFAKNVTI)INFDMPTRKYDLICKAESLLDEAGWKKGDSDVRQKDG~

EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGDWLN

NQTwgLLYDpQsTIAAFKAKNgYEsATsgIENKDlaYNsIDDAFIaQNgwRsDA

YKNILKQII)DBGIFIPISHGSMTVVAPOLEKVAFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:367)
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FlG. 22
MRKLTKMsAMLLÁsgLILTgcggNKgLEEKKENKQLTYTIyDIgD~HvYg

gsMsAEsMIYEpLvRNTKDgIKpLLAKKwDvsEDgKTYTFmRDDvKFHDgTpF

DAI)AVKKNIDAVQQNKKLHSWLKISTLII)NVKVKDKYTVELNL=AYQPALAEL

AMpRpYvFvspKDFKNgTTKDgvKKFDgTgpFIajgEIlKKDEgwFNKNDQmg

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKDGQE

KpATQLFAKNvTDINFDMpTRKYI)LKKAEsLLDEAgwKKgmsD\'RQKDgwL

EMAMYYDICGSSSQKEQAEYLQAEFI¢KMGIKLNINGETSDKIAE&TSGDYDLMF

NQTwgLLYI)pQsTIAAFKAKNgYEsATsgIENKImYNsIDDAFKQNgKERsgA

YKNILKQII)DEGIFIPISHGSMTVVAPKDLF.KVSFTQSQYELPW"EMQYK

(SEQ ID NO:368)

FlG. 23
MRKLTIcMsAMLLAsgLILTgcggNKgLEEKKENKQLTYTTvDIgD=HyYg

GSMSAESMIYEPLVRNTKI)GIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFI4LRDDVKFHDGTPF

DADAvKKNIDAvQENKKLHswIjàsTIjDNvKvKDKYTvELNLKEAYQpALEL

AMpRpYvFvspKIjFKNgTTKDgvKKFDgTgpFKLgEHKKDEsADFNKmQYwg

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNANSDKTVRQAIGHMVNRDKDGQE

KPATQLFAKNVTDINFDMPTRKYDLKKAESLLDEAGGKDSDVRQKDGKNL

EMAMYYDICGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKININGETSDRRTSGDYDLMF

NQTwgLLYI)pQsTIAAFKAKNgYEsATsgIENKImYNsIDDAFwQNgKBRsDA

YKNILKQl"DDEgIFrpIsI4gsMTvvApKDLEKvsFTQsQYELpmMQYK

(SEQ ID NO:369)

FlG. 24
MRKI:ÁKMsAMLLAsgLILTgcggNKgLEEKKENKQLTYTTvKDIgDmHvYg

GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWI)VSEDGKTYTFHLRDD~HDGTTF

DADAvKKNIDAvQQNKKLHswLKIsTLIDNvKvKDKYmLNLKEAYQpALAEL

AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADF~DQYWG

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMI.VVNSGKKI)NAVSDKTVRQAIGHMVNRDILDGQE

KpATQLFA~TDINFDmTRKYI)LKKAEsLLDEAgwKKgKDsDvRQKDg=
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EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNNGETSDKIAERRTSGDYDLN

NQTwgLLYDpQsTIAAFKAKNgYEsATsgIENKDKnNsIDDAFmNgwRsDA

YKNILKQIDDEgIF[pIsHgsMTvvApKI)LEKvsFTQsQYELpmMQYK

(SEQ ID NO:370)

FlG. 25
MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG

gsMsAEsMIYEpLvRNmjgIKpLLAKKwDvsEDgKTYTFHLRDDvKFIlDgTpF

DADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIIJNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL

AMpRpYvFvspKDFKNgTIKDgvKKFDgTgpFKLgEHKKDEsADFNKmQYwg

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGHSLDKDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMINVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEKDGQE

KpATQLFAKNvTDRqFDMpTRKYI)LKKAEsLLDEAgwKKgKDsDvRQDg=

EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDRRTSGDYDLN

NQTWGLLYI)PQST]AAFKAKNGYESATSGIENKI)KIYNSÍDDAFKJQNGKERSDA

YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEKVSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:371)

FlG. 26
MRKLTKMSAMLLTSGLILTGCGGNKGLEEKKENKQL'IYTT~IGDMNPHVYG

gsMsAEsMIYEpINRNTKI)gIKpLLAKKm)vsEDgKTYTFHLRI)DvKFHDgTpF

DAI)AVKKNIDAVQENKKLHSWLK[STLIDNVKVKDKYTVELNL=AYQPALAEL

AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKI0ESADQYWG

EKSKINKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLDTG

DYQvKRsQpMN"IKMLvvNsgKKDNAvsDKTvRQAIgHMyNRDILDgQE

KPATQLFAKNVTDINFDMPTRKYDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDG=

EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDHAERRTSGDYDLN

NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSWDAFKIQNGKERSDA

YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPDLEICVSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:372)

FlG. 27
MRKLTKMsAMLLAsgLILTgcggNKgLEEKKENKQLTYnvKDIgD=HvYg

' gsMsAEsMrYmNmTKDgIKpLLAKKwDvsEDgKTYTFHLRDDvKFHDgTpF
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DADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKIST"LJDNVKVKI)KYT\'ELNLkAYQPALNL

AMpRpYvFvspIa)FKNgTTKDgvKKFDgTgpFKLgEHKKDEsADmaqDQYwg

EKsKLNKvQAKvNmgETAFLsMKKgETNFAFTDDRg'rDsLDKDsLKQLKDTg

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKI)NAVSDKTVRQAIGHMVNRDHAKEKDGQE

KpATQLFAKNvTDINFDMpTRKYI)LKKAEsLLDEAgwKKgKDsDvRQKDgm

EMAMYYDKgsssQKEQAEYLQAEFIacMgIKININgETsDKIAERRTsgDmLN

NQTWGLLYDPQSTIAAFKEKNGYESATSGIENKIJKYNSIDDAFKIQNGKERSDAY

KNILKQIDDEGIFIPJSHGSMTVVAPKDLEKVSFTQSQYELPFNEMQW

(SEQ ID NO:373)

FlG. 28
', MRKLTKMsAMLLAsgLILTgcggNKgLEEKKjENKQLTYTTvKD[gD~HyYg

, GSMSAESMIYEPLVRNTKI)GIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGWF
DAI)AvKKNlI)AvQQNKKLHswLKj:IsTLIDNvKvKI)KYTvELNLuAYQpALAEL

AMpRpYvFvspKDFKNgTTKDgvKKFDgTgpFKLgEI1KKI:)EsADFNKmQYwg

EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFNTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG

ÍjYQvKRsQpMNTKMINvNsgKKDNAvsDKTvRQAIgHMvNRDIüAKEILDgQE

KpATQLFAKNvTDINFDMpTRKxDLKKAEsLLDEAgwKKgosDvRQogm

EMAMYYDKgsssQKEQAEYLQAEFKKMgIKImNgETsDKLAEmTsgDYDLN

NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFHQNGKERSGA

YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVYAPKDLEKVSFTQSQYELPENEMQYK

(SEQ ID NO:374)

FlG. 29
SSDSKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPKRWTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWT

QKpKFEYIKNI)LKDmvgQEpApNIjEEIsKI:KpDLIvAsKvRNEIcvYDQLsKKpT '

VSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKEAEDLIXKYDDKVAAFQKDYKDAW

' SHAGGYAGEENDLGFLQKQWNGDIIQLTSWSJ

pLmADHIFvvKsDpNAKDAALTEsEwTssKEDAvKNNQvsDDLDEI

TWNLAGGYKSSLKLIDDLYEKLNIEKQSK

(SEQ ID NO:375)
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FlG. 30
vIKMI:NvTLAFLLvLAgcsgNsNKQssDNKDKETTsIKHAMgTTEIKgIaK

RvvTLYQgATI)vAvsLgvKpvgAvEswTQKpKFEymqDLKDTmvgQEp»NL

EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGICALGRKE

AEDLLKKYDDKvAAFQIaMKAKYKIjAwpLKAsvvNFRADHTRIYAggYAgEK

NDLgFKRNKDLQKQvDNgKDIIQLTsKEsIpLMNAI)HIFvvKjsDpNAKI)AALT«

TEsEwTssKEwKNLDAvKNNQvsDDLDEITwNLAggYKssLIaIDDLwKLN

KQSK

(SEQ ID NO:376)

MNKvIKMLvvTLAFLLvI)AgcsgNsNKQssDNKI)KETrsIKmMgTTE«gwK

RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL

EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALG=E

AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAKYKI)AWPLKASVVNFRADHTWYAGGYAGEIL

NI)LGFKRNIj)LQKQVDNGKDIlQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALV« '

TESEWTSSIEEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLWDLYEKLN

KQSK

(SEQ ID NO:377)

FlG. 32
mKvIKMLvvTLAFLLvLAgcsgNsNKQssDsKI)KETTsIKHAMgTTEMgwKR

vvTLYQgATDvAvsLgvKpvgAyEswTQKpKFEmKNDLKDTKNgQEpNNLE

EIsKLKpDLIYAsKyRNEKvYI)QLsK:IApTvsTDTvFKFKI)TTKLMg~gKEKE

AEDLLKKYDDKVAAFQKI)AKAKYKDAWPLKASVVNFRADHJWYAGGYAGEIL -

NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHlFVVKSDPNAKD~VKK

TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLKKLN

KQSK

(SEQ ID NO:378)

FIG. 33
VIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGWK

RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTHVGQEPAPNL

EEIsKLKpDLIvAsKvRNEKyYDQLsKlApTvsTDTvFKFKDTTKLMg~gKEKE
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AEDLLIam)DKvAAFQKDAKAKYKDAwpLKAsvvNFRADHTRIYAggYAgEIL

NDLGFKRNKI)LQKQVDNGKI)IIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAAL~

. wsEwTssKEwKNLDAQvsDDLDEITwNIiAggYKssLKLIDDLYEKLN
KQSK

(SEQ ID NO:379)

FlG. 34
mKyIKNn^'vTLAFLLvLAgcsgNsNKQssDNIEDKETTsIKHAMgTÈwgKpK

RvvTLYQgATDvAvsLgvKpvgAvEswTQKpKFEYIKNI)LKDmvgQEpApNL

EEISKLKPDLNASKVRNEIEVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKI)TTKLMG~GKEW

AEDLLKKYDDKvAAFqKDAKAKYKDAwpLKAsvvNFRADFITRIYAggYAgEw

NDLgFKRNKDLQKQvDNgKImQLTsKEsIpLNADHIFvvK:sDpNAKDmLvKK

TESEWTSSKEWIOILDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSIXLWDLYEKLNE

KQSK

(SEQ ID NO:380)

FlG. 35
VVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKI)KETTSIKHAMGTTEIKGI)K "

RvvTLYQgATDvAvsLgvKpvgAvEswTQKpKFEYIKNDLKDmvgQEpApNL

EEISKLKPDLNASKVRNEKVYDQLSKLAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGWKE

AEDLLKKYIm[vAAFQKDAKAKYKI)AwpLKAsvvNFRADHmYAggYAgEIL

NDLGFKRNK1)LQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHlFVVKSDPN~AALVKK

TEsEwTssKEwKNI.DAvKNNQvsDDLDEITwNLAggYKssLKLIDDLwKLNe

KQSK

" (SEQ ID NO:381)

FlG. 36
mKvIKMLvvTLAFLLvLAgcsgNsNKQssDNKDKETTs[KHAMgTTE«gKpK

RvvTLYQgATDvAvsLgvKpvgAvEswTQKpKFEYIKNDLKIyrK1vgQEpApNL

EEIsKLKpDLIyAsKvRNEKvYDQLsKIApTvsTDTvFKFKIyrTKLMg~gKEKE

AEDLLKKYDDKVAAFQKIMKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEW

NI)LGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHlFVVKSDPN~AALVKK

TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLI)EITWNLAGGYKSSLKLWDLYEKLN

KQSK (SEQ ID NO:382)
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FlG. 37
=mKMLvvTLAFLLvLAgcsgNsNKQssDNKDKETTsIKHAMgTTE«gKpK

RVVTIXQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNIJLKDTKNGQEPAPNL

EE]SKLKPDLIVASKVRNEKVYI)QLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMG~GKEKE

AEDIjxKYDDKvAAFQKDAKAKYKDAwpLKAsmFRADHmYÁggYAgEIL

NDLGFKRNKDLQKQVDNGKI)IIQI:.TSKESIPLMNAIAilIFVVKSDPNAKD~VKK

TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLN

KQSK

(SEQ ID NO:383)

FlG. 38
VIKMIJVVTLAFILVLAGCSGNSNK:QSSDNKDICETTSIKHAMGTTEKGKPIC

RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNI)LKDTKNGQEP&NL

EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYIN2LSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMG~GKEKE

AEDLLKKYDDKVAAFQIJJAKAKYKDAWPLKASRADHTRIYAGGYAGEIL

NDLgFKRNKDLQKQvDNgIajIIQLTsKEsIpLMNADHIFvvKsDpNAKD^vKK

TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLWDLWKLN

KQSK

. (SEQ ID NO:384)

FlG. 39
MNIFvIKMLvvTLAFLLvLAgcsgNsNKQssDNIãjKETTsIKHAMgTTEIKgwK

RvvTLYQgATDvAvsLgvKpvgAvEswTQKpKFEYIKNDLKDTIavgQEpApNL

EEIsKLKpDLNAsKvRNEKyYDQLsKL4pTvsTInvFKFKDTTKLMg~gKEKE

AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTWYAGGYAGEIL

NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFWKSDPN~AALVKK

TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLWKLNIE

KQSK

(SEQ ID NO:385)

FlG. 40
KESSTKDTISVKDENGTVKVPKDAKRIVVLEYSFAI)ALAALDVKPVGNDGKKK.

RIIKPVREKIGDYTSVGTRKQPNLEEJSKLKPDLIIADSSRHKGNKELNKJAPTLSLK

SFDGDYKQNINSFKTIAKALNKEKEGEI¢RLAEHI)KLIKKYKDENDRNQKWPA
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VVAKAGLLAHPNYSYVGQFLNELGFKNALSDDVTKGLSKYLKGPYLQLDTEWA

DLNpERMIIMTDNAKKImEFKKLQEDpTwKKLNAvKNNRvDNDRDvwARsR

GLISSEEMAKELVELSKKEQK

(SEQ ID NO:386)

FlG. 41
MKKLLLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPIDPVVA

pTYAggLKKLgANIvAvNQQvDQsKvLKDIEFKgvTKIgDgDvEKvmKpDLII

vYsTDKDIKKYQKvApTvvvIm«HKYLEQQEMI:gKIvg~KvKAwm)wE

ETTAKDgKEIKKAIgQDATvsLFDEFI)KKLYTYgDNwgRggEvLYQRgLmQp

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYIvsTsEgKpTpgYEsTNMwKNLmTKEg

HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:387)

FlG. 42
MKIaLLpLIIMLLvLAAcgNQgEKNNKAETKsYKMI)DgKTvDIpKDpvvA

ÈIYAGGLKKLGANNAVNQQVDQSKVLKI)KFKGVTKIGDGDVEKVDLII

VYSTDKIAKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWE

ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLY'TYGDNWGRWEVLYQAFGLKMQP

EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYNSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKA~G

HNKVDAGTYWYNIJPYTLDFMRKDLKEKLMAAK

(SEQ ID NO:388)

FlG. 43
MKKIJLLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDP^VVA

pTYAggLIEKLgANrvAvNQQvDQsKvLKDKFKgvTKIgDgDIEKv~KpDLIw

YsTDKDIKKYQKvApTvvvDYNIulKYLEQQEMLgKIvgKEDKvKAwKKDwEE

TTAKDgKEIKKAIgQDATvsLFDEFDKKLYTYgDNwgRggEvLYQAFgLmQpE

QQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYNsTsEgKpTpgYEgLKA~g '

HNKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLI

(SEQ ID NO:389)
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FlG. 44
MKKLLI.PLI1MLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYIFMDDGKTVDRKDPVVA

PTYAGGLKKLGANNAVNQQVDQSKVI:KDKFKGVTKIGDGDVEKV~KPDLII

vYsTDKDIKKYQKvApTvvvImqKHKYLEQQEMLgKIvgRDKvKAwE

ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAGQP

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIÉKYAgDYrvsTsEgKpTpgYEsTNMwKNLKA~g

HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKIJLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:390)

FlG. 45
MKKLLLP.LIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPVVA

pTYAggLKKLgANNAvNQQvDQsKvLKDKFKgvTKIgDgDvEKvmKpDLn

vYsTDKDIKKYQKvApTvvvDYN1an¢YLEQQEMIjgKrvgKEDKvKAw

ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEWYQAFGLKMQP

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYlysTsEgKpTpgYEsTNMwKNLmTKEg

HIVKVDAGTYWYNDPYTI:DFMRKI)IXEKLIKAAK

(SEQ ID NO:391)

FlG. 46
MKKLLLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPVVÁ

pmAggLwggIvAmQQvDQsKvLDwKgvmgDgDvEKv~wDLn

vYsTDKIAKKYQI:yApTvvvDYNKHKYLEQQEMLgKIvgKEDKvmuKKD%

ETTAKDgKEíKKAIgQDATvsLFDEFD~YTYgDNwgRggEvLYQAFgLKMQp

EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMKATKEG

HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:392)

FlG. 47
MKKLLLPLIIMLLVLAACGNQGTKSYKhA)DGKTVDIPKDPVVA

pTYAggLKKLgANIvAvNQQvI)QsKvIxDKFKgvTKIgDgDvEKvAKEwbLn

vYsTDKDIKKYQKvApTvvvDYNKHKYIjEQQEMLgKIvgKEDKyKAwE

ETTAKDGIIEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEW-YQAFGLKMQP

ÊQQKLTAKAgwAEvKQBEIEKYAgDYIvsTsEgKpTpgYEsTNMwKNLüTKEg

HNKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLII

(SEQ ID NO:393)
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FlG. 48
MKKLLLpLIIMLLvIAAcgNQgEKNNKAETKsDgKTvDIpKDpKmAvvA

pTYAggL~gNIvAmQQwQs=DwKgvTKgDgDvEKv~wDLII

VYSTDKDIKKYQKYAPTVVVDYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKIJWE

ETTAKDgKEjKKAIgQDATvsLFDEFDKK1xTYgDNwgRggEvLYQAFgLmQp

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYIvsTsEgKpTpcwEsTNMwKNLmTKEg

HrvKyDAgTYwYNDpYTLDFMRKDLKEKL

(SEQ ID NO:394)

FlG. 4ÈJ
MKKLLLPLIIMLINLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPVVA

pTYAggLKKLgANwAvNQQvDQsKvLIam'KgvTKIgDgDvEKvDLn

vYsTDIa)IKKYQKvApTvvvDYNKHKYLEQQEMLgKNgKEDK«AwE .

ETTAKDgKEIKKAIgQDATvsLFDEFDKKLYTYgDN"wgRggEvLYQNgLmQp

EQQKLTAKAgwAEvIçQEEIEKYAgDYIysTsEgKpTpgYEsTNMwKNLuTwg

HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKL

(SEQ ID NO:395)

FlG. 50
MKKLLLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMI)DGKTVDIPKDPKRIAWA

PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKGDGDVEKV~KPDLJI

VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAW

ETTN©gwmmgQDA'wsLFDEFD~YTYgDNwgRggEvLYQNgLmQp

EQQKLTAKAgwAEvK:QEE[EKYAgDYIysTsEgKpTpgYEs7NMwKNLKAnEg

HrvKvDAgTYwYNI)pYTLDFMRKDLKEKLmAAK

(SEQ ID NO:396)

FlG. 51
TEEKTEMTIIKDELgTEKIKKNpKRvvvLEYsFADYLAALDmvgIADDgssKN

ITKSVRDKIGAYESVGSRSQPNMEVISKLKPDLIIAI)VSRHKKIKSELSKIAPT^V

SGTGDYNANIEAFKTVAKAVGREKEGEKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSNALG

ISRAGMFÍNNEDTFMGQFLIKMGIQPEVTKI)KTAHVGERKGGPYIYLNNEEL

pmndILATDgKTDKNRTKFIDpAvwKsLKAvKDNKyYI:mjRNKwLKsRgnAsE

SMAEDLEKIAEKAK

(SEQ ID NO:397)
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FlG. 52
MEv:[sKI:KpDLIIADvNRInmKsELsKIApTIMLvsgTgDYNANIEAFKTvAKAv

gKEKEgEIcRIEKHImLAEiRmEQsTLKsAFAFgIsRAgMFwNEDTFMgQFLK

MGIQPEVTKDKTMHVGERKGGPYIYLNNEELANÍNPKVMILATDGKTDTWI

DpAvwKsLKAvKDNKvi!DvDRNKwLKsRgIIAsEsMAEDLEKIAE~

' (SEQ ID NO:398) "

FlG. 53
MNRNIyKLvvFMIjLvvAvAgcgQKI)TEEKTEMTTIKDELgTE=vvv

LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTKNITKSVRI)KlGAYESVGSRPQPNMEWSK

LICPDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKHVGKEKEG

EKRLEIan)KILAEIRKKIEQsTLKsAFAFgIsRAgMFNNEDTFMgQFLIIHgIQpE

VTKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPKVMILATDGKTDMTKFIDPAVW

KSI.KAVKDNKVYI)VDRNKWLKSRGIIASESMAEDLEKAK

(SEQ ID NO:399)

FlG. 54
MNRNIyKLvvFMLILvvAvAgcgQKI)TEEKTEMTTIKI)ELgTEKKKNpmvvL

EYsFAIm:AALDMKpvgIAI)DgsTKNITKsvRDKIgAYEsvgswQpvIs#

KPDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVVGKEEGE

KRLEKHNKnAEIRKKIEQsTLKsAFAFgIsRAgMFNEDTFMgQFLmgIQpEv

]KDKTAHVGERKGGPY:IYLNNEELANINPKVMILATNGKTDKNRTKFIDPAV«S

LKAVKDNKVYIJVDRNKWLQSRGIMASESMAEDLEKAK

(SEQ ID NO:400)

FlG. 55
MNRNIyKLvvFMLILvvAvAgcgQKDTEEKTEMTIm)ELg~KRvw

L:EYsFAImAALDMKpvgIADDgssKNITKsvRDKIgAYEsvgsRpQpNMEwsm

WDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVVGWKEGE

KRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGNWNEDTFMGQFLLKMGIQPEV

m)KTIHvgERKggpYrmqNmANINpKvMILATDgKTDKNRTKFwpAvwKs

LÜNKVWVD4KSRGIWSESDLE

(SEQ ID NO:401)
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FlG. 56
mRNwKLvvFMLILvvAvAgcgQKDTF.EKTEMnIKDELgTEKIKRvvv

LEYsFAImAALDMKpvgIADDgsTKNITKsvRDwgAYEsvgsRpQpNMEvIsK

LKpDuIADvsRHKKI&sELsKL4pTIMLvsgTgDYNANIEAFKTvAIavgKEKEg

EKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLICSAFAFGISRAGMFNNEDTFMGQFLUGIQPE

vTKI)I¢TTHYgERKggpYIYLNNEELANINpKvMILATDgKTDmTKFrDpAvw

KsLKAvKDNKvYIm:jRNKwLKsRgjIAsEsMAEDLEKAK

(SEQ ID NO:402)

FlG. 57
MNRNIVKLVVFMLILVVAVAGCGQKDTEEKTEMTTIKDELGTEKIKKNPKR~

LEYsFAIm:AALDMKpvgIADDgsTKNITKsvRDAgAYEsvgsRpQpNMBvIsK

LKPDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVAKAVGICEKEG

EKRLEKHImIAEIRKKIEQsTLKsAFAFgIsRAgMFINNEDTFMgQFLmgIQpE

vm)KTTHvgERKggpYIYINNEELANINpKvMILATDgKTD~mFlDpAvw

KSLKAVKI)NKVYDVDRNKMLKSRGI1ASES~DLEKIAEKAK

(SEQ ID NO:403)

FlG. 58 %

MTTIKI)ELgTEKIKKNpKRyvvLEYsFADYLAALDMKpvgIADDgsw[TKsvR

DKIGAYESVGSRPQPNMEVISKIXPDLILADVSRHKKIWELSWA.PTMLVSGTGD

YNANIEAFKTVAKAVGKEKEGEKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFNGISRAG

MFINNEDTFMGQFLIKMGIQPEVTKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINP

LATDgKTDKNRTKFIDpAvwKsLKAvKI)NKyYDvDRNKwLKsRgmsEsMAED

LEKIAEKAK

(SEQ ID NO:404)

FlG. 59
mRNIyKINvFMLILvvAvAgcgQKDTEEKTEMTTIKDELgTEKIKKNpKR~

LEYsFAImAALDMKpvgIAI)DgsTKNrIKsvRDKIgAYEsvgsRpQpNMEwsK

LKpDLIIADvsRHKKrKsELsKIApTIMLvsgTgDYNANIEAFKTvAKAvgg

EKRLEKHDKILAEIRKKlEQsTLKsAFAFgIsRAgMFINNEDTFMgQFLmgIQpE
vTKDKT1HvgERKggpYIYIjNNEELANINpKvMILATDgIçTDmTKF[DpAvw

KsLIayKDNKvYDvDRNKwIKsRgIIAsEsMAEDLEwAE~

(SEQ IDNO:405)
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FIG. 60
MTTw)ELgTEKIKKNpKRvvvLEYsFAImAALDMKpvgNDgsTKNITKsvR

DKIGAYESVGSRPQPNMEVISKLKPDLIIADVSRHKKIKSELSKLAPTMLVSGTGD

YNANIEAFKTvAKAvgKtmEgEKRLEKHDKILAEIRKKIEQsnKsAFAFgIsRAg

MFINNEDTFMGQFLIKMGIQPEVTKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPK~

LATDgKTDKNRTKFIDpAvwKsLKAvKDNKyYDvDR_NKwLKsRgnAsEgMAED

LEKIAEKAK

(SEQ ID NO:406)

FlG. 61
MNRNIVKLVVFMLILVVAVAGCGQKDTEEKTEMTTIKDELGTEKIKKNPKR

LEYsFADYLAALI)MKpvgIADDgssKNITksvRImgAYEsvgsRpQpwsKL .

KPDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVVG=KEGE

KRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLICSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLGIQPEV

mmjHvgERKggpYIYINNEELANINpKvMILATDgKTDKNRTKFIDpAs

LKAvKDNKyYDvDRNKwLKsRgIIAsEsMAEDLEKIAE

(SEQ ID NO:407)

FlG. 62
GSDDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEILYELGLGKYIVGVSTVDDYPDVKKGKKQF

DALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATANKVLSSLEKQGMVVYVKDAQSIDETY

NTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNIDKVIDSIPAHHKKSKVFWVSSWEIYTAG

KHTFFNDMLEKLEAQNvYsDINgwNpvTI[EsIIKKNpDILIsTEAKmsDn«

RggFNKINAvKNmEvvNgDEvsRpcípRnjEgLKELRDAI=

(SEQ ID NO:408)

FIG. 63
MKKSLIAFIIAFMLVLSGCGMKDNDKQGSDDNGSSKSPYHRNSLMPSNTEKYEL
glgkywgvstvi)dypkdvkk:gkkqfdalnlnkeellkakpdLil=sqkata

NKVLSSLEKQGIKVVYIKI)AQSIDETYNTFKQIGKLTHHI)KQAEQLVEETDNIDK

VIDSIPAHHKKSI[VFIEVSSKPEIYTAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDING~VT

KEsIIKKNpDILIsTEAKIRsDYMDIIKKRggFNKINAvKNmEvvNgDEvswgp

RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:409) '
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FlG. 64
SLIAFILIFMLVLSGCGMKINDKQGSDDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEILWL

GLGKYNGVSTVIJDYPKDVKEGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLWAHESQKATA

NKvLssLEIcQgIKvvYvKDAQ8IDETYNTFKQIgKLTFnlDKQAEQLvEETKD~

KVIIJSIPSKVFÍEVSSKPEIYTAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPV

TKBsIIKKNpDILIsTEAKTRsDYMIm[KRggFNKINAvKNTRIEmgDEvsRpgp

RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:410)

FlG. 65
~SLLAFIIJFMLVLSGCGNKDNI)KQGSDDNGSSKSPYHRNSLMPSNTEWYEL

GLGKYIVGVSTVDDYPKIWKKGKKQFDALNLNKEELLDLILAHESQKATA

NKVLSSLEKQGIKVVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHEKQAEQLVEETDNW

KvIDsIpAHHKIcsKyFIEvssKpEIYTAgKHTFFNDMLEKLEAQNvYsDmgmv

TKEsIIKKNpDILIsTEAK:TRsDYMDIIKKRggFNKNAvKNmEvvNgDBvsRpgp

RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:4IL)

FlG. 66
MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKI)NI)KQGSNDNGSSKSPYHRWSLMPSNTEWYEL

GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKEGKKQFDALNLNKEELLKEKPDLKAHESQKATA

NKvLssLEKQgIKvvYvKDAQsIDETYNTFKQIgKLn:níDKQAEQLvEETKD~

KvII)sIpAHHKK:sKvFIEvssKpEIYTAgKHTFFNDMLEIaEAQNvYsDNgwNpv

TKESIIKKNPDWSTEAKTRSDYMDIIKKRGGFNK1NAVKNTWEGDEVSRPGP

RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ IDNO:412)

FlG. 67
SLIAFJLIFMLVLSGCGMKINDKQGSNDNGSSKSPYHRNSLNSNTEILYEL

GLGKYIVGVSTVDDYPKDVICKGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLIL=SQKATA

NKyLssLEKQgIKvvYvKDAQsIDETYNTFKQIgKLTHHDKQNQLvEETKDNw

Kvii)sipahhkkskvfibvsskpeiytagkhtffndmlekleaq=sdwgwnpv

TKESIIKKNPDJLISTEAKTRSDYMDIIKKRGGFNKINAVKNTWEVVNGDEVSRPGP

RA)EGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:413)
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FlG. 68
MKKsLjAFjLrFMIjvLsgcgMKI)NDKQgsDDNgssI¢spYHRNsLMpsNTEILYEL

gLgKYIvgvsTvDDYpKDvKEgKKQFDALNLNKEELuuKpDLILAHEsQuTA

NKvLssLEKQgIKyvYvKIjAQsIDETYNTFKQIgKLTHHDKQAEQLvEETDNw

KvII)srpAHHKKsKvFrwssKpEIYTAgKHTFFNDMLEKLEAQNvYsDwgv

TKEsnIcKNpDILIsTEAKTRsDYMDIíKKRggFNKINAvKNTRIEgDEvsRpgp

RII)EGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:414)

FlG. 69

. MKDNDKQgsNDNgssKspYHRiIvsLMpsNTEILYELgLgKYIvgvsTvDDwKDv
KKGKKQFDALNLLLKAKPDLILWSQKATANKVLSSLEKQGIKWYVD

AQsIDETYNTFKQIgKLTHHDKQAEQLvEETKDNwKvIDsIpAHF«KsKvmvss

KpEIY'rAgKHTFFNIjMLEKLEAQNvYsDwgwNpvTKEsDIL'IsEAKTRs

DYMD]IKKR£K;R«INAVKNTRIEVVNGDEVSRPGPRIDEGL&LRDA

(SEQ ID NO:415)

FlG. 70
MKKSLIAFIIJFMLVLSGCGMKDNI)KQGSNI)NGSSKSPYHRWSLMPSNTEILYEL

gLgKYrvgvsTvDDYpKD"vKKgIagQFDALNLNKEELLKAKpDLlLNÈsQKATA

NKVLSSLE,KQGIKVVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLKQAEQLVEETKDNW

KvIDsIpAHHKKsKvFIEvssKpEIYTAmnFFNDMLEKLEAQNvYsDwgwNpv

TKESIIKKNPDILISTEAKTRSDYMIAIKKRGGFNKNAVKNTRIBVVNGDWSRPGP

RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:416)

FlG. 71
MKDNDKQGSNDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEILYELGLGKYWGVSTVDDYPKDV

KKGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATANKVLSSLEKQGIKVVWKD

AQsIDETYNTFKQIgKLTHIlDKQAEQLvEETKDNIDKvII)swAHIesKvHEvss

Kp:EIYTAgIanFFNDMI)EKLEAQNvYsDINgwNpvTKEsIlKKNpDILIsTEAKm

DYMJIIKKRGGFNKIN"AVKNTRIEVVNGDEVSRPGPRIDEGLKELRD

(SEQ ID NO:417)
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FlG. 72
MKKSLIAFIIJFMLVLSGCGNIKDNDKQGSNDNGSSICSPYHRIVSLMPMTEILWL

glgkywgvstvddypkd\/kegkkRfdalnlnkeellkewdlk=sQkata

NKvLssLEKQgIKvvYvKDAQsIDETYNTFKQIgKLTHmKQAEQLvEETKDNID

. KvjrDsIpAHHKKsKvFIEvssKpEIYTAgKHTFFNDMLEKLEAQNvYsDNgmv
TKESIIKKNPDILISTEAKTRSDYMIJIIKKRGGFNKINAVKNTNVVNGDEVSRPGP

R IDEGLKELRDAJYRK

(SEQ ID NO:418)

FlG. 73
SDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDNVI)IHSIVPVGQDPI+YEVKPKDT

DADvILYNgLNLETgNgwFEKALEQAgKsLIajKKvIAysKDvIeIYLNgEEgNK

DKQDpHAwLsLDNgIKYvKTIQQTFIDNDKKHKADYEKQgNKYuQLEKLNNDs

" KDKFNDIPKEQRAMITSEGAFKYFSKQYGITPGYIWEINTEKQGTPEQNQNEFV

KKHKIKHLLVETSVDSLSEETKKDWGEVYTDSIGEGTKGDS

SNIETVHGSMK .

(SEQ ID NO:4l9)

FlG. 74
MKKLvpLLLALLLLvAAcgTggKQssDKsNgKLKvvTnjsILYDMAKNvggDN

VDIHSIVPVGQDPIIEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEÜLEQAGK

sLKDKKvIAvsKDvKpIYLNgEEgNKDKQDpHAwLsLDNgIKYvKnQQTFIDm

KKHKAIyYEKQgNKYlAQLEKLNNDsKDKFNDIpEQRAMITsEgAFKwsKQYgI

TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKKÁMESLSEE

IFGEVYTDSIGKEGTKGDSYYKMMKSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:420)

FlG. 75
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDN

vDIHsNpvgQDpHEYEvKpKDIKKLTDADvILYNgLNLETgNgwFEuI.EQAgK

sLKI)KKvIAvsKDvKpIYLNgEEgNIa)KQDpHAwLsLDNgIKYvKTIQQmDND

KKHKADYEKQGNKYIAQLEKLNNI)SKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFKWSKQYGI

TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHJ.LVETSVDSLSEET~

IFGEVYTDSIGKEGTKGDSYYKMMKSNETVHGSMK

(SEQ ID NO:42I)
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FlG. 76
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTMSILYDMAKNVGGDN

vDIE[sIvpvgQDpHEYEvKpKDIKKIjDADvILYNgLNLETgNgwFEIaLEQAgK

SLKI)KKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNKDKQDPHAWLSLDNGIICYVKTIQQ~ND

KKHKADYEKQGNKYIAQLEKLNNI)SKI)KFNI)IPKEQRAMITSEGNKWSKQYGI

TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKIIKLICHLLVETSVDSLSEETKKD

. IFgEvY'rDs}gKEgTKgDsYYKMMKsNIBTvHgsMK

(SEQ ID NO:422)

FlG. 77
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKIJKVVTTNSILYDGGDN .

VDIHSNPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEKMEQAGK

sIxDKKyIAvsKIwKpIYINgEEgNKDIcQDpHAwLsIj)NgIK=TIQQTFIDND

KKHKADYEKQGNKYIAQLEKIJNNI)SKDICFNDIPKEQRAMITSEGAFKWSKQYGI

TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQA1EFVICKHKLKHLLVETSVDMESLSEET

IFGEVYTDSJGKEGTKGDSYYKMMKSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:423)

FIG. 78
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDGGDN

VDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEQAGK

SLKDKKVIAVSKI)VKPIYLNGEEGNKDKQDPHAWLSLDNGIK=TIQQTFIDND

' KKHKADYEKQGNKYIAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFKWSKQYGI

IPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKKAMESLSEET~

IFGEVYTDSIGKEGTKGDSYYKMMKSNIEWHGSMK

(SEQ ID NO:424)

FlG. 79
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILWMAKNVGGDN

vDIIiísIvpvgQDpIlEYEvKpKI)IKKLTDADvIIANgINLETgNgmEKALEQAgK

sLKDKKyIÁvsKDvKpIYLNgEEgNKI)KQDpIlAmLsLDNgjKYvKnQQTFwND

KKHKAImKQgNKYIAQLEKLNNDsKDKFNI)IpKEQ~ITsÈgAFKYFsKQYgI

TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKKAMESLSEET©

IFGEVYTDSIGKEGTKGDSYYKMMKSNIETVHGSMK

. (SEQ ID NO:425)
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FlG. 80
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDGGDN

vI)IHsIvpvgQDpHEYEvKpKI)IKKLTDAImLYNgLNLETgNgwFEKALEQAgK

sLKDKKvIAysKIjvKpIYLNgEEgNKI)KQDpIlAwLsLDNg«YvKTIQQmDND

KKHKADYEKQgNKYIAQLEKI:NNDsIEDKFNI)IpKEQRAMI"rsEgAFKYFsKQYgI

TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKKAMESLSEET

IFGEVYTDSIGKEGTKGDSYSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:426)

FlG. 81
MKKLVPLLLAILLLVAÀCGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDGGDN

vDIHsm?VgQDpHEYEvKpKI)IKKLTDADvILYNgLNLETgNgwFE~EQAgK

sLKI)KKyLwsKDvKpIYLNgEEgNKDKQDpHAwLsLDNgIKYvKTIQQTFwND

KKHKADYEI¢QGNKYIAQI::EKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMlTSEGAFICYFSKQYGI

ngYN'EINTEKQgTpEQMRQAIEFvKKHKLKHLLvETsvDKmMEsLs.EET~

IFGEVYTDSIGICEGTKGDSYYICMMKSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:427)

FlG. 82
mKLvpLLLALLLLvAAcgTggKQssDKsNgKLKvvTTNsILmmKmggDN

vDIHsIvpvgQDpIlEYEvKpKI)IKKLTDAImLYNgLNLETgNgwFmLEQAgK

sLKDKKvIAvsKI)vKpIYLNgEEgNKDKQDpHAwLsLDNgIKyvKnQQ~ND

KKHKAI)YEKQgNKYIAQLEKLNNI)sKDsKI)KFNDIpKEQRAMnsEgAFKYTsK

QYGITPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLWTSVDKKAMESLÈE

IKKDIFGBVYTDSIGKEGTKGDSYYKMMICSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:4Z8)

FlG. 83
mKLvpLLLALLLLvAAcgTggKQssDKsNgKLKvvTINsILYDMggDN

VDIHSIVPVGQDPIIEYEVKPKDIKKLTDADWLYNGLNLETGNGWFEKALEQAGK

sLKDKKvIAvsKDvKpIYLNgEEgNKDKQDpHAwLsLDNgIKYvKnQQTFIDND

KKHKADYEKQGNKYIAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQSEGAFKYF8KQYGI

TpgYIwEINTEKQgTpEQMRQAIEFvKKHKLKHLLvETsvDKKAMEsuEET©

IFGEVYTDSIGKEGTKGDSYYKMMKSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:429)
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FlG. 84
TTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTTGGAA

gATggmcAgAcAcgTAgATgTmgAgAgTn.4Tccmn~cTAcAcTcn

TATgAAggTAATgATÍcATTTTTAgcAggAccAAcAgAAgcmcTTcTAAAcT

TrgggAAcAAgTAATccAgTTATcg~gAAgAAcgTgAAcgTggcggcATg

TGGGATATGGACACG~GTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTGGTTA

TTTAgAcAAAgATTTAgAAAcAATTgTAggTgT^cAAAcTgAmAgccATTcA

AACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCG~GCAGCTTGTGAA

gcTTAcggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAAAmTcTTTAcAgATTATcg

TAAAACACATAACCAAGGTGTATTCG-ÁTGCATATTCTAGAGTGTTGAACT

gccgTAAAgcAggTg1"AATcAcTggnTAccTgATgcATAcggAcgTggAcgT

ATTATcggTgAcTATcgTcgTgTAgcTTT.ATATgg·TgTAgATTTcTTAATggm "

gAAAAAATgcAcgAcTTcmcAcgATgTcTAcAgAAATgTcAgAAgATgTm

TTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT

gAAcTTgggcAAAAATATggTTTcgATTTAAgccgTccAgcAgAmAcTTcm

AgAAgcAgTTcAATggTTATAcTTAgcATAccTTgcTgcAATTmAgAAc^

AcggTccAgcAATgAgTTrAggTcgTAcATcAAcATAcTTAgATATcTATgcT

GAACGTGACCTTAAAGCAGGTGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGTTAT

TGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTT«TCGTACACCTGATTA

CAATGAAI'TATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGT4CTGTATCTATCGGTGGTG

TAggTATTgAcggAcgTccAcTTgTTAcgAmAAcTcATTccgTTTcrrAcAcT
' CATTAGATAACTTAGGTCCAGCACCAGAACCCTTAACAGTATTATGGTCA

GTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTATTC

AAgTTcTATccAATATgAAAATgATgAcA1"TA1"gcgTgAmgcTATggcgATg

ACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGGTGACAATTGGTAAACTGCAA

TTcTTcggTgcAcgTgcgAAcATAgcTAAAAcATTAcnTAcgcTATcAA'rgg

TggTAAAgATgAAAAgTcTggTgcAcAAgTTggTccAAAcTTcgmggTATTA

AcAgcgAAgTATTAgAATATgAcgAAgTATTcAAgAAATTTgATcjTgAT

GGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTAWCACTACATGCA

cgATAAATAcAgcTATgAAcgTmTgAAATggcATrAcATgATAcAgAmTTg

TACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACTCATTA

TcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAAAccAATTcgTmcgAAgmggTcTTgT

AGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAAC4TGACGÁCC

GTGTAGATGATATC'GCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTATGACT~TTACGT
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AgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgAAcATAcAATgAgTgTATTmcAATTAc

TTCAAACGTTGTATACGTTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGACGT

gcTggcgAAccATTTgcAccAggTgcAAAcccmTgcATggccgTgAcc

AAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCWACGATTGCTGTA '

AAGATGGTATTTCAAATACAITCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGT~GAA

ccAgAAgATcAAAAccgTAAcTTAAcTAgTATgTTAgATggnAcgcAATgcA

ATgTggTcAccAcTTAAATATTAAcgTATTTAAccgTgAAAcATTmTAgATg

, "cAATggAAcATccAgAAgAATATccAcAgTTAAcmTccgTgTATcTggTTAc
«TgTTmcTTcAn^4TT4cAcgTgmcmmgTTAgATgTmTTTcTcgT

ACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:430)

FlG. 85
ATgTTAgAAAcAAATAAAAATcATgcAAcAgcTTggcAAggATTTAAmATg

gAAgATggAAcAgAcAcgTAgATgTAAgAgAgTTTATccAATTAmcTAcAc

TcTTTATgAAggTAATgATTcATTTTTAgcAggAccAAcAgmgcAAcTTcTA

mcTngmmcAAgT4T®AgnATcgmgAAgmcgTgmcgTggcgg

cATgTgggATATggAcAcgAAAgTAgcTTcmcAATcAcATcTcATgATgcTg

GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA

TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG

TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT

ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTT"G

AACTGCCGTAAAGCAGGTGT4TCACTGGTTTACCTGATGCATACGGÁCGTGG

ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT

GGAAGAAAAAATGCACGACTTCA-4CACGATGTCTACAG^TGTCAGAAGAT

gTAATTcgTTTAcgTgAAgAATTATcAgAAcAATATcgTgcATTAmAgAAn

AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGC

TTcAAAgAAgcAgTTcAATggTTATAcTTAgcATAccTTgcTgcmTTAAAgA

ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT

ATgcTgAAc'gTgAccTTAAAgcAggTgTTATTAcTgAmgcgAAgTTcAAg4

ATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGT-ACACCT

GATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCGG

TGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAA-AAACTCATTCCGTTTCTT

- AcAcTcATTAgATAAcTTAggTccAgcAccAgAAccAAAcTTmcAgTATTAT' '
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GGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCTGAGTATT

AAAACAAGTTCTATCCAATATGTGATGACATTATGCGTGAAAGCTATGG

CGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAAC

TgcAATTcTTcggTgcAcgTgcgAAcTTAgcTAAAAcATTAcnTAcgcTATcA

ATggTggTAAAgATgAAAAATcTggcgcAcAAgTTggTccjcTTcgAAgg

TATTAAcAgcgAAgTATTAgAATATgAcgmgTATTcAAgAAATTTgATcm

TGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAA'TGTTATTCACTACA

TGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTG~TGGCATTACATGATACAGAA

ATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTAT'CAGTAGCAGCTGACTC

ATTATCTG'CAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGT=CGAAGAAGGTC

TTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCT^ATACGGTAACAATGAC
GACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTAÍGACT~TT

AcgTAgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgA-AcATAcAATgAgTgTATTmcAA

TTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGCTGGTAACACACCAGACGGACGT

AAAGCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGACC

AAAAAGGTGCATTA.TCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGAÍCCCTTACGATTGCT'

gTAAAgA'rggTATTTcAAATAcATTcAgTATcgTAccAAAATcATTAggTAm

gAAccAgAAgATcAAAAccgTAAcTTAAcTAgTATgTTAgATggTTAcgcmT

gcAATgTggTcAccAcTTAAATATTAAcgTATTTAAccgTgAmcATTAATAg

ATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTGGT

TAcgcTgTTAAcTTcATTAAATI^AcAcgTgAAcAAcAATTAgATgTAAnTcT

CGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:431)

FIG. 86
ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAA%ATTTAAAAATG

GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTCTACAC

. TCTITATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGC4CTTCTA
AAcTTTgggAAcAAgTAAT'gcAgTTATcgAAAgmgAAcgTgAAcgTggcgg

cATgTgggATATggAcAcg~gTAgcncmc4TcAcATcTcATgATgcTg

GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGGCCA

TTCAAACGTTCAATGCAACCATT'CGGTGGTATTCGTATGGCGGCAGCTTG

TgAAgcTTAcggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAAAAATcTnAcAgATT

ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGMATGWG
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AAcTgccgTAAAgcAggTgTAATcAcTggnTAccTgATgcATAcggAcgTgg

" ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTITATATGGTGTAGATTTCTTAAT

ggAAgAAAAAATgcAcgAcTTcAAcAcgATgTcTAcAgAAATgTcAgmgAT

GTÁATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAAW

AAAAgAAcTTggAcAAAAATATggTTTcgATTTAAgccgTccAgcAgAmAc

TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGC4TTAAAGA

ACAAAACGGTGCAGCAATGAGHTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT

ATgcTgmcgTgAccTTAAAgcAggcgTTATTAcTgAAAgcgAAgTTcAAgA

AA1JATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTTTTGCTCGTACACC

TgATTAcAATgAATTATTcTcTggAgAcccAAcTTgggTmcTgmTcTATcg

gTggTgTAggTATTgAcggAcgTccAcTTgTTAcgAAAAAcTcATTccgnTcT

TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA

- mgTcAgTAcgTTTAccTgAcAAcTTcAAmcATAcTgTgcAAAAATgAgTAT

. TAAAAcAAgTTcTATccAATATgAAAATgATgAcATTATgcgcgAmgcTATg
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCG-ÁTGACAATTGGT~CAA

ATgcAATTcTTcggTgcAcgTgcgAAcTTAgcTAAAAcATTAcnTAcgcAAT

gAATggTggTAAAGATçhLAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCG4

ggTAT1AAcAgcgAAgTATTAgAATATgAcgAAgTATTcAAgAmTTTgATcA

AATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTA

CATGCACGATAAATACAGCTATGA-ACGTATTG^ATGGCATTACATGATACAG

AAATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGAC

TcATTATcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAAAccmTTcgTAAcgAAgAAgg

TCTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCT~TACGGTAACAATG

ACGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGA1'TTAGTAGAACGCTTCATGACT~

nAcgTAgTcAT^ucATATcgTgATTcAgmcATAcmTgAgTgTATTmc

AATTAcTTcAAAcgTTgTATAcggTAAgAmAcTggTAAcAcAccAgAcggA

CGTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCCCCAATGCATGGCCGTGA

CCÀAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTG

CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCTCATTAGGTA

AAgAAccAgAAgATcAAAAccgTmcTTAAcTAgTATgTTAgATggTTAcgc

AATgcAATgTggTcAccAcTTAAATATIAAcgI"ATTTAAccgTgAAAcATTm

TAgATgcAATggAAcATccAgAAgAATATccAcAgTTmcmTccgTgTATcT
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ggTTAcgcTgTTAAcTTcATuAATTAAcAcgTgAAcAAcmTTAgATgTAAT

TTCTCGTACATTCCATGAAAGTÁTGTAA

' (SEQ ID NO:432)

FlG. 87
ATgT1"AgAAAcAAATAAAAATcATgcAAcAgcTTggcmggATTTAAAAATg

gAAgATggAAcAgAcAcgTAgATgTAAgAgAgTTTATccAATTAmcTAcAc

TcTITATgAAggTAATgATTcATTTTTAgcAggAccAAcAgAAgcmcTTcTA

AAcTTTgggAAcAAgTAATgcAgTTATcgAAAgAAgAAc-gTgmcgTggcgg

CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG ,

GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGGCCA

TTcAAAcgTTcAA'rgcAAccATTcggTggTATTcgTATggcgAAAgcAgcTTg

TgAAgcTTAcggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAmAATcTTTAcAgAn

ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGTGT'TG

AAc"rgccgTAAAgcAggTgTAATcAcTggTTTAccTgATgcATAcgggcgTgg

ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTI"ATATGGTGTAGATTTCTTAAT

ggAAgAAAAAATgcAcgAcncAAcAcgATgTcTAcAgAmTgTcAgAAgAT

GTAAT7CGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTGAATT

AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTA-AGCCGTCCAGCAGAAAAC

TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCAT'ACCTTGCTGCAATTAAAGA

ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTT-AGATATCT

ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggTgTTATÍAcTgAAAgcgmg'rTcAAgAA

ATTATTgAccAcTTcATcATgAAATTAcgTATrgTTAAATTTgcTcgTAcAccT

gATTAcAATgAATTATTcTcTggAgAcccAAcTTggg"rAAcTgAATcTATcgg

TggTgTAggTATTgAcggAcgTccAcTTgTTAcgAmAAcTcATTccgTTTcTT

AcAcTcATTAgATAAcTTAggTccAgcAccAgAAccAmcTTmcAgTATTAT

ggTcAgTAcgTTTAccAgAcAAcTTcAAAAc.ATAcTgTgcAAAAATgAgTAn

AAAAcAAgTTcTATccAATATgAAAATgATgAcATTATgcgTgAmgcTATgg

cgATgAcTATggTATcgcATgTTgTgTATcAgcgATgAcAATTggT~cAm

TGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTCATTACTTTACGCTATCA

ATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCG=GG

TATTmcAgcgmgTAnAgmTATgAcgmgTATTcmg~nTgATc~ '

TGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTMATGTTATTCACTACA

TGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTG~TGGCATTACATGATACAGAA
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ATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACTC

ATTATcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAAAccAATTcgTmcgAAgAAggTc

TTgTAgTAgAcTTTgAAATcgAAggcgAcTTcccTAAATAcggTmcAATgAc

GACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAG&4CGCTTTATGACTAAATT

AcgTAgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgmcATAcAATgAgTgTATTAAcm

. TTAcTTcAAAcgTTgTATAcggTAAgAAAAcTggTmcAcAccAgAcggAcgT
AAAGCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGACC

AAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATTCCTTACGATTGCT

GTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGT'

' gAAccAgAAgATcAAAAccgTAAcTTmcTAgTATgTTAgATggTTAcgcAAT

gcaatgtggtcaccacttaaatattaacgtatttaaccgtg~caTtaata-g

ATGCAATGGAACÁTCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAAÍCCGTGTATCTGGT

TAcgcTgTTAAcrrcATTAAATTAAcAcgTgAAcAAcAATTAgATgTmTTTcT

CGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

' (SEQIDNO:433)

FlG. 88
ATGTIAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTTG

GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTA'TCCAATT~CTACAC

TcTrrATgAAggTAATgATTcATTTTTAgcAggAccAAcAgmgcAAcTTcTA

AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCG&AAGAAGAACGTGAACGTGGCGG

cATgTgggATA"rggAcAcgAAAgTAgcTTcmcAATcAcATcTcATgATgcTg

GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGI"AGGTGTACAAACTGAAAAGCCA

TrcAAAcgTTcAATgcAAccATTcggTggTA'ITcgTAT'ggcgAAAgcAgcTTg

TgAAgcTTAcggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAAmATcTTTAcAgATT

ATcgTAAAAcAcATAAccAAggTgTATTc.gATgcATAn"cTAgAgAAATgTTg

AACTGCCGT~GCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG

ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT

GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGTGTCAGAAGAT

gTAATTcgTTTAcgTgAAgAATTATcAgAAcAATATcgTgcATTAmAgAAn

AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGC

TTCAAAGAAGCAGTTC-AATGGTTATACTJ'AGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA

AcAAmcggTgcAgcAATgAgTTTAggTcgTAcATcAAcATTcTTAgATATcT

ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggcgTTATTAcTg~gcgAAgTrcAAgA
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AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC

TgATrAcAATgAATTATTcTcTggAgAcccAAcTTgggTmcTgAATcTAT¢g

gTggTgTAggTATTgAcggAcgTc.cAcTTgTTAcgAAAAAcTcATTccgnTcT

TAcAcTcATTAgATAAcTTAggTccAgcTccAgAAccAAAcTTmcAgTATTA

TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACITCAAAACATACTGTGCATGAGTAT

TAAAAcAAg'rTcTATccAATATgAAmTgATgAcATTATgcgT.gmAgcTATg

gcgATgAcTATggTATcgcATgTTgTgTATcAgcgATgAcAAnggTAAAcm

ATgcAATTcTTcggTgcAcgTgcgAAcTTAgcTAAmcATTAcTTTAcgcTATc

AATggTgca"AAAgATgAAAAATcTggTgcAcAAgTTggTcc~cTTcgAAg

GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGTTTGATCAA

ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATIAACTCATT~TGTTATTCACTAC

. ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA

AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACT

cATTATcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAAAccmTTcgTAAcgAAgAAggT

cTrgTAgTAgAcTTTgAAATcgAAggcgAcTTcccTAAATAcggT^cAATgA

CGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAG4CGCTTTATGACTAAAT

TAcgTAgTcATAAAAcATA1'cgTgATTcAgAAcATAcmTgAgTgTATTAAcA

ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGT4CACACCAGACGG-AC

' GTAAAGCTGGCGAACCATWGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGA

ccAAAmggTgcATTATcTTcATTAAgTTcTgTAgcTmgATcccTTAcgATTg

CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCTCATTAGGTA

AAGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGC

AATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGCATTAA

TAGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTT4CAATCCGTGTATCT

ggTTAcgcTgTTAAcTTcATTAAATTAAcAcgTgAAcAAcAATTAgATgTmT

TTCTCGTACATTCCATGA AAGTATGTAA

(SEQ ID NO:434)

FlG. 89
ATGTIAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTTG

gAAgATggAAcAgAcAcgTAgATgTAAgAgAgnTATccAATTAAAcTAcAc

Tctitatgaaggtaatgattcatttttagcaggacc=cagaagcaacttcta

AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCG~GAAGAACGTGAACGTGGCGG

CATGTGGGATATGGACACG~GTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
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gTTATTTAgAcAAAgATTTAgAAAcAATTgTAggTgTAcAAAcTgAAmgccA

TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCG^GCAGCTTG

TgAAgcTTAcggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAmAATcTTTAcAgATT

ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCG-ATGCATATTCTAGAGAMTGTTG ·
AACTGCCGTGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGÍGG

AcgTATTATcggTgAcTATcgTcgTgTAgcT'ITATATggTgTAgATTTcTTmT
ggAAgAAAAAATgcAcgAcTTcAAcAcgATgTcTAcAgAAATgTcAGmgAT

gTAATTcgTTTAcgTgAAgAATTATcAgAAcAATATcgTgcATTAmAgAAn

AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGC

TTCAAAGAAGCAGTTCÀATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAAT'TAAAGA

ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATI"CT.ÍAGATATCT

ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTAC.TGAAAGCGAAGTTCAAGA

mnATTgAccAcncATcA,Tg~TTAcgTATTgTT^mgcTcgTAcAcc

TgAn.4cmTgmnATTcTcTggAgAcccmcTTgggT=cTg=TcTATcg

GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCQACTTGT'TACGAAAAACTCATTCCGTTTCT

TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA

TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCTGAGTAT

TAAAAcAAgTTcTATccmTATgAAAATgATgAcATTATgcgTgAAAgcTATg

gcgATgAcTATggTATcgcATgTTgTgTATcAgcg.ATgAcAATTggTAmcAA

ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC

AATggTggTAAAgATcTAAAAATcTggTgcAcAAgTTggTccAmcTTcgAAg

gTATTAAcAgcgAAgTATTAgAATATgAcgAAgTATTcAAgAAATrrgA'rcAA

ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTTGTTATTCACTAC

ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA

AATTgTAcgTAcAATggcmcAggTATcgcTggTTTATcAgTAgcAgcTgAcT
cATTATcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAAAccAATTcgTmCgAAgAAggT

cTTgTAgTAgAcTTTgAAATcgAAggcgAcTTcccTAmTAcggTmcAATgA

CGACCGTGTAGATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTT

TAcgTAgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgAAcATAcmTgAgTgTATTAAcA

ATTAcTTcAAAcgTTgTATAcggTAAgAAmcTggTAAcAcAccAgAcggAc

gTAAAgcTggcgAAccATTTgcTccAggTgcAAAcccmTgcATggccgTgAc

cAAAAAggTgcATTATcTTcATTAAgTTcTgTAgcTmgAÍcccTTAcgATTgc

TgTAAAgATggTATTTcAAATAcATTcAgTATcgTAccAAAATcATTAggTm

AgAAccAgAAgATcAAAAccgTAAcTTmcTAgTATgTTAgATggTTAcgcA
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ATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAAT

AGATGCAATGGAACATCCAG4GAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTG

GTTACGCTGTTAACTTCATIAAATTAACACGTGAACAACAAWAGATGTAATT

TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQIDNO:435)

FlG. 90
ATGTTAGAÀACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTTG

GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC

TcTTTATgAAggTAATgA'rTcATTTTTAgc.AggAccmcAgAAgcAAcTTcTA

' AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGGAAGAACGTGAACGTGGCGG

CATG1"GGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCÀCATCTC-ATGATGCTG

gTTATIrrAgAcAAAgATTTAgAAAcAATTgTAggTgTAcAAAcTgAAAAgccA

TTCAAACGTTCAATGCAACCAT1"CGGTGGTATTCGTATGGCG~GCAGCTTG

· TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAA4AAATCTTTACAGATT
ATcgTAAAAcAcATAAccAAggTgTATTcgATgcATATTcTAgAgmATgTTg

AAcTgccgTAAAgcAggTgT4TcAcTggT'TTAccTgATgcATAcggAcg'rgg

ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATITCTTAAT

ggAAgAAAAAATgcAcgAcTTcmcAcgATgTcTAcAgjTgTcAgAAgAT

gTAATTcgTTTAcgTgAAgAATTATcAgAAkAATATcgTgcATTAmAgAAn

AAAAgAAcTTggAcAAAAATATgcnTTcgATTTAAgccgTccAgcAgAAAAc

TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTGA

AcAAAAcggTgcAgcAATgAgnTAggTcgTAcATcAAcATTcTTAgATATcT

ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggcgTTATTAc'rgAAAgcgmgTTcAAgA

AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC

TgATI'AcAATgAATTATTcTcTggAgAcccAAcTTggg"rAAcTgAATcTATcg

gTggTgTAggTATTgAcggAcgTccAcTTgTTAcgAAAAAcTcATTccgrrrcT

TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAA£TT4CAGTATTA .

TggTcAgTAcgTTTAccTgAcAAcTTcAAAAcATAcTgTgcAmAATgAgTAT

TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGCG~GCTATG

GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGT~CAA

ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCAAT

CAATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCCTTCGAA

ggTATTAAcAgcgAAgTATTAgAATATgAcgAAgTATTcAAgAAAnTgATcA
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AATgATggATTggcTAgcAggTgTTTAcATTAAcTcATTAAATgrrATTcAcTA

CATGCACGATAAATACAGCT.4TGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAG

AAATTgTACgTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGAC

TcATTATcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAAAccAATTcgTAAcgAAgmgg

TCTTg'IAgTAgACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATG

AcgAccgTgTAgATgATATcgcAgTTgATTTAgTAgmcgcTrcATgAcTAm

TTAcgTAgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgmcATAcAATgAgTgTATTAAc

AATTACTTCAAACGTT'GTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGA

CgTAAAgCTggCgAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGA

CCAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTG

" CTgTAAAgATggTATTTCAAAÍACATTCAGTATCGTACCTCATTAGGTA
AAgAACCAgAAgATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGWACGC

AATgcAATgTggTcAccAcTTAAATATIAAcgTATnAAccgT"gAAAcArrAA

TAgATgcAATggAAcATccAgAAgmTATccAcAgTTAAcAATccgTgTATcT

' ggTTAcgcTgTTAAcTTcATTAAATTAAcAcgTgAAcAAcmTTAgATgTAAT

TTC'TCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:436)

FlG. 91
' ATgT:rAgAAAcAAATAAAAATcATgcAAcAgcTTggcAAggAI L IAAAAATG

gAAgATggAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCC-AATT~CTACAC

TCTTTATgAAggTAATGAT"I"CATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA

AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGA-4CGTGGCGG

' CATgTgggATATGGAC.ACGAAAGT-AGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG

gTTATTTAgACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGGCCA

TTCAAACGTTCAATGCAACCAT1"CGGTGGTAT'TCGTATGGCGAAAGCAGCTTG

TgAAgcTTA-cggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAAAAATcTTTAcAgAn

ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG

AAcTgccgTAAAgcAggTgTAATcAcTggT"rTAccTgATgcATAcggAcgTgg

· AcgTA'nATcggTgAcI'ATcgTcgTgTAgcTnATATggTgTAgAm=mT

ggAAgAAAAAATgcAcgAcTTcAAcAcgATgTcTAcAgAmTgTcAgAAgAT

gTAATTcgTTTAcgTgAAgAATTATcAgAAcAATATcgTgcATTAmAgAAn

AAAAgAAcTTggAcAAAAATATggTTTcgATTTAAgccgTc-cAgcAgmmc

TTcAAAgAAgcAgTTcAATggTTATAcTTAgcATAccTTgcTgcAATTAmgA
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AcAAAAcggTgcAgcmTgAgTTTAggTcgTAcATcAAcATTcTTAgATATcT

ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggcgTTATTAcTgAAAgcgAAgncAAgA

- AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTTTTGCTCGTACACC

TgATTAcAATgAATTATTcTcTggAgAcccmcTTgggTAAcTgAATcTATcg

GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGCTCATTCCGTTTCT

TAcAcTcATTAgATAAcTTAggTccAgc'r'ccAgAAccAAAcTTmcAgTATTA

TggTcAgTAcgTTTAccTgAcAAcTTcAAAAcATAcT'gTgcAAAmTgAgTAT

TAAAACAAGTTCTATCCAATATGTGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG

gcgATgAcTATggTATcgcATgTTgTgTATcAgcgATgAcAATTggTAmcm

ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTCATTACTTTACGCTATC

AATggTggTAAAgATgAAAAATcTggTgcAcAAgTTggTccmAcTTcgAAg

gTATTAAcAgcgAAgTATTAgAATATgAcgAAgTATTcAAgAAATngATcm

ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC

ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGTGGCATTACATGATACAGA

· AATTgTAcgTAcAATggcmcAggTATcgcTgmTATcAgTAgcAgcTgAcT

" CATIATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAACtAAGGT ,

cngTAgTAgAcTTTgAAATcgAAggcgAcTTcccTAmTAcggTAAcAATgA

CGACCGTGTAGATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTT

TAcgTAgTcATAAAAcATATcgTgA"rTcAgAAcATAcAATgAgTgTATTmcA

AT1^ACTTCAAACGTTGT'ATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACC.AGACGGAC

GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCCCCAATGCATGGCCGTGAC

cAAAAAggTgcATTATcncATTAAgTTcTgTAgcTAAgATcccTTAcgATTgc

TgTAAAg,ATggTATTTcAAATAcATTcAgTATcgTAccAmATcATTAggTAA"

AgAAccAgAAgATcAAAAccgTAAcTTAAcTAgTATgnAgATggTTAcgcA

' ATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTT4CCGTGAA-ÁCATTAAT

AgATgcAATggAAcATccAgAAgmTATccAcAg7"TAAcAATccgTgTATcTg

GTTACGCTGTTAACTTCATIAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAAT

TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:437)

FlG. 92
ATgTTAgAAAcAAATAAAAATcATgcAAcAgcTTggcAAggATTTAmAATg

gAAgATggAAcAgAcAcgTAgATgTAAgAgAgTTTATccAATTmAcTAcAc

TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTITTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
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AAcTTTgggAAcAAgTAATgcAgTTATc'gAAAgAAgAAcgTgmcgTggcgg

CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTC&4CAATCACATCTCATGATGCTG

GTTATTTAGACAAAGA.TTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA

TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCC-TATGGCGAAAGCAGCHG

TgAAgcTTAcggTTAcgAATTAgAcgAAgAAAcTgAAAmATcTTTAcAgATT
, ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGTGTTG

AAcTgccgTmAgcAggTgTAATcAcTggTTTAccTgATgcATAcggAcgTgg

AcgTATTATcggTgAcTATcgTcgTgTAgcTTTATATggTgTAgATncTTAAT

ggAAgAAAAAATgcAcgAcT'TcAAcAcgATcTTcTAcAgAAATgTcAgmgAT

GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACA-ATATCGT®ATTAAAAGAATT

AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGC

TrcAAAgAAgcAgTTcAATggTTATAcTTAgcATAcc"rTgcTgcAATTAAAgA

AcmAAcggTgcAgcAATgAgTTTAggTcgTAcATcAAcATTc7"TAgATATcT

ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggcgTTATTAcTgAAA«gAAgTTcmgA

AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTTTTGCTCGTACACC

TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCC=CTTGGGTAACTGAATCTATCG

GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGCTCATTCCGTTTCT

' TAcAcTcATTAgATAAcTTAggTccAgcTccAgAAccAAAcTTAAcAgTAnA
.

TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCTGAGTAT

TAAAAcAAgTTcTATccAATATgmAATgATgAcATTATgcgTgAAAgcTATg

GCGATGAC.TATGGTATC.GCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTCAA

ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC

AATggTggTAAAgATgAAAAATcTggTgcAcAAgnggTccmAcTTcgAAg

GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAG~TTTGATCAA

ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATT~TGTTATTCACTAC

ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGTGGCATTACATGATACAGA

AATTgTAcgTAcAATggcAAcAggTATcgcTggnTATcAgTAgcAgcTgAcT

CATTATCTGCAATIAAATATGCACAAGTTAAACC4TTCGTAACGAAGAAGGT

cngI'AgTAgAcmg~TcgmggcgAcTTcccT~TAcggTmcmTgA '

cgAccgTgTAgATgATATTgcAgTTgATTTAgTAgAAcgcTTcATgAcTAmT

TAcgTAgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgAAcATAcmTgAgTgTATTAAcA

ATTAcTTcAAAcgTTgTATAcggTAAgAAAAcTgg"rAAcAcAccAgAcggAc

gTAmgcTggcgAAccATTTgcTccAggTgcAAAcccAATgcATggccgTgAc

CAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCT4GATCCCTTACGATTGC
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TgTAAAgATggTAmTcAAATAcATTcAgTATcgTAccAAAA1'cATTAggTm

AGAACCACLAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCA

ATGCAATGTGGTCACCACTTAAÀTATTAACGTATTTAACCGTGCATTAAT

AgATgcÁATggAAcATccAgmgAATATccAcAgTTAAcmTccgTgTATcTg

gnAcgcTgw4c]"TcAn~nmcAcgTgmcmcmTTAgATgTmn

TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:438)

FlG. 93
ATgTTAgAAAcAAATAAAAATcATgcAAcAgcTTggcmggATTTAAmATg

gAAgATggAACAgACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC

TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTITTAGCAGGACCA-ACAGAAGCAACTTCTA

AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACG'TGGCGG

CATGTGGGATATGGACACGMAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG

GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGGCCA

· TTcAAAcgTTcAATgcAAccATTcggTggTA'rrcgTATggcgAAAgcAgcTTg
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTI'ACAGATT

ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG

AAC'TGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG

AcgTATTATcggTgAc'Im'cgTcgTgTAgcTT1'ATATggTgTAgATTTcTTAAT

. ggAAgAAAAAATgcAcgAcTTcAAcAcgATgTcTAcAgAAATgTcAgmgAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTGAAW

AAAAgAAcTTggAcAAAAATATggTTTcgAT'rTAAgccgTccAgcAgAmAc

TrcAAAgAAgcAgTTcAATggTTATAcTTAgcATAccTTgcTgcAATT~gA

ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT

- ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggcgTTA'ITAcTgAAAgcgmgTTcmgA

" AATIATTgAccAcTrcATcATgAAATIAcgTATTgTTAAAnTgcTcgTAcAcc
TgATTAcAATgmTTATTcTcTggAgAcccAAcTTgggTAAcTgmTcTATcg

gTggTgTAggTATTgAcggAcgTccAcTTgTTAcgAAmAcTcATTccgnTcT

TAcAcTcATTAgATAAcTTAggTccAgcTccAgAAccAAAcTTmcAgTATTA

TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCTGAGTAT

TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTG~GCTATG

gcgATgAcTATggTATcgcATgTTgTgTATcAgcgATgAcAATTggTjcAA

ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTT-AGCT4AACATTACTTTACGCTATC
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AATggTggTAAAgATgAAAAATcTggTgcAcAAgTTggTccAAAcncgAAg

gTATTAAcAgcgAAgTATTAgAATATg-AcgAAgTATTcAAgjTTTgATcAA

ATgATggATTggcTAgcAggTgTTTAcATTAAcTcATTmATgTTATTcAcTAc

ATgCACgATAAATACAGCTATGAACGTATTG~TGGCATTACATGATACAGA

=TTgTAcgTAcAATggcAAcAggTATcgcTggTnATcAgTAgcAgcTgAcT

CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT

cTTgTAgTAgAcTTTgAAATcgAAggcgAcTTcccTmATAcggT4cAATgA

CgACCgTgTAgATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTASAT

TAcgTAgTcATAAAAcATATcgTgATTcAgmcATAcAATgAgTgTATTAAcA

ATTAcTTcAAAcgTTgTATAcggTAAgAAmcTggTAAcAcAccAgAcggAc

gTAAAgcTggcgAAccAT'rTgcT'ccAggTgcA-AAcccAATgcATggccgTgAc

cAAAAAggTgcATTATcTTcATTAAgTTcTgTAgc'rAAgATcccTTAcgATTgc

TgTAAAgATggTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAA

AgAAccAgAAgATcAAAAccgTmcTTAAcTAgTATgTTAgATggTTAcgcA

ATgCAATgTgg1"CACCACTTAAATATIAACGTATTTAACCGTGAAACATTAAT

AgATgcAATggAAcATccAgAAgAATATccAcAgTTAAcmTccgTgTATcTg

gTTACgCTgTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAG-ATGTAATT'

TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:439)

FlG. 94
ATgTTAgAAAcAAATAAAAATcA'rgcAAcAgcTTggcAAggATTTAAmATg

gAAgATggAAcAgAcAcgTAgATgTAAgAgAgTTTATccAATTAmcTAcAc

TcTTTATgAAggTAATgATTcATTTTTAgcAggAccAAcAgAAgcAAcncTA

^AcTTTgggAAcAAgTAATgcAgTTATcgAA-AgmgAAcgTgAAcgTggcgg

cATgTgggATATggAcAcgAAAgTAgcTTcmcAATcAcATcTcATgATgcTg

gTTATTTAgACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGGCCA

TTcAAAcgTTcAATgcAAccATTcggTggTATTcgTATggcgAmgcAgcTTg

TgAAgcTTAcggTTAcgAATIAgAcgAAgAAAcTgAAAmATcTTTAcAgATT

ATCGTAAAACACATAACC.AAGGTGT-ATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG

AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG

ACgTATTATCggTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT

ggAAgAAAAAATgCACGACTTCAACACGATGTCTACAG~TGTCAGAAGAT

gTAATTCgTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTGAATT
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AAAAgAAcTTggAcAAAAATATggTTTcgATTTmgccgTccAgcAgAAAAc

TTcAAAgAAgcAgTTcAATggTTATAcTTAgcATAccTTgcTgcAATTAmgA

ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT .

ATgcTgAAcgTgAccTTAAAgcAggcgTTATTAcTgAAAgcgAAgTT'cmgA

AATTATTgAccAcTTcATcATgAAATTAcgTATTgTTmATTTgcTcgTAcAcc

TgATTAcAATgAATTATTcTcTggAgAcccAAcTTgggTmcTgAATcTATcg

gTggTgTAggTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGCTCATTCCGTTTCT

TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCMACTTAACAGTATTA

TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCCATACTGTGCAAAAATGAGTAT

TAAAAcAAgTTcTA.TccmTATgTgATgAcATTATgcgTgAAAgcTATg

GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGT~CAA

ATgcAATTcTTcggTgcAcgTgcgAAcTTAgcTAmAcATTAcTTTAcgcTATc

AATggTggTAAAgATgAAAAATcTggTgcAcAAgTTggTccmAcTTcgAAg

. gTAn4cAgcgmgTATTAg4"rATgAcgmgTATTcmg-mnTgA'rcm
ATgATggATTggCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTT.ATTCAC7"AC

ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACA'TGATACAGA

· AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGC'TGACT
cATTATcTgcAATTAAATATgcAcAAgTTAmccAATTcgTAAcgAAgAAggT

CTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAAT'ACGGTAACAATGA

CGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGC'I I IATGACTAAAT

TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATAC4TGAGTGTATTAACA "

ATTAcTTcAAAcgTTg'IATAcggTAAgAmAcTggTAAcAcAccAgAcggAc

GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCCCCAATGCATGGCCGTGA

çcaaaaaggtgcattatcttcaTtAagtTctgTAgCTaAgAtccctTacGaTTG

CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCTCATTAGGTA

AAGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTA-ACTAGTATGTTAGATGGTTACGC

AATgcAATgTggTcAccAcTTAAATATTAAcgTATTTAAccgT'gAAAcATTm

TAGATGCAATGGAACATCCAG4G4TATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCT

G.GTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGT4T

TTCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SBQ ID NO:440)
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FlG. 95
AAAAAAGAAAACAAGCAATTAACGTATACGACGGTT~GATATCGGGGATA

TgmcccgcATgTrTAcggTggATcgATgTcTgcTg~gTATgATATAcgAg

ccgcTTgTAc'gTAAcAcgAAAgAcgggATTmgccTTTAcTAgcTAAAAAATg '

gggTgTgTcTgAAgATgggAAgAcATAcAcgTTccAnTgAgAgATgAcgTTA

AATTCCATGATGGTACGCCATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGAC

gcAgTTcAAgAAAAcAAAAAATTgcATTcTTggTTAAAgATTTcmcATTAAT

TgAcAATgT'IAAAgTTAAAgATAAgTAcAcggTTgAATTgAATTTgAmgAA

GCATATCAACCTGCATTGGCTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGT-ATTTGTG

TCTCCAAAAGACTTTAAAAACGGCACAACAAAAGATGGCGTTGTTCG

ATggTAcTggTccgTTTAAATTAggTgAAcAcAAmAAgATgAgTcTgcAgAc

TTTAACAAAAATGATCAATACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTT4C4AGTAC

AAGCAAAAGTAATGCCTGCTGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGGG

TgAAAcgAAcTTjrgccTTcAcAgATgATggAggTAcAgATAgcTTAgAcmA

GACTCTTTAAAACAATTG~GATACTGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCA

AccTATgAATAcgAAAATgTTAgTTgTcAATTcTggTAmAAAgATAAcgcTg

TcAgTgAcAAAAcAgTcAgAcAAgcgATTggTcATATggTAmcAgAgATm

AATTGCCAAAGAAATTTTAGATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTG

cgAAAAATgTAAcAgAcATrAATTTcgATATgccAAcAcgTAAgTA'TgAccTT

AAAAAAgcAgAATcATTATTAgATgAAgcTggTTggAAgAAAggTAmgAcA

gCgATgTTCgTCAAAAAGATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGAC

AAAGGTTCTTCAAGTCAAAAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGMTTTA

AGAÃAATGGGTATTAAGTTAAACATCAATGGCGAAACATCAGATTTGC

TGAACG'TCGTACTTCTGGTGATTATGACTTAATGTTCAACCCTTGGGGATT

ATTGTACGATCCACAAAGTACTATTGCAGCATTTAAAGCGTGGTATGA

AAgTgcAAcATcAggcATTgAgAATAAAgATAAAATATAcmcAgcATTgAT

gAcgcATnAAAATccAAAAcggTAAAgAgcgTTcAgAcgcTTATAmAAcA

TTTTgAAAcAAgTTgATgATgAAggTATcTTTATcccTgTncAcAcggTAgTA

TGACAGTTGTTGCGCCGAAAGATTTAGGTATCATTCACACAATCACAG

TAcgAATTAccATTcAATgAAATgcAgTÁTAAA'rAA

(SEQ ID NO:44l)
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FlG. 96
ATgAgAAAAcTAAcTAAAATgAgTgcAATgTTAcTTgcATcAgggcTml l l l

AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGCAAGCAA

TTAACGTATACGACGGTTGATATCGGGGATATGAACCCGCATGTTTACGG

TggATcgATgTcTgcTgAAAgTATgATATAcgAgccAcngTAcgTAAcAcgA

AAGATGGGATTAAGCCTTTATTAGCTAAAA4ATGGGATGTTTCTGAAGATGGG

AAgAc.ATATAcATTccATTTgAgAgATgAcgTTAmTTccATgATggTAcgcc

ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCGGTTCAAGCAAA

AAATTgcATrcTTggTTAAAgATTTcAAcATTA-ATTgAcAATgTTAAAgTrm

AgATAAgTAcAcggTTgAATTgAATTTgAAAgmgcATATcAAccTgcATTgg

CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTT

AcggcAcAAcAAAAgATggcgTTAAmAgTTcgATggTAcTggTccATTTAA

ATTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAA .

TACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGI'ACAAGCGTAATGCCTG

cTggTgAAAcAgcATTccTATcAATgAAAAAAggTgAAAcgAAcnTgccTTc

ACAGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTCAATTGA

AAGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTC.4ACCTATGAATACG4AAT

GTTAGTTGTCAATTCTGGTAMAAAGATAGCGCTGTCAGTGACAAAACAGTCA

GACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGTTTT

AGATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGTGTAACAGAC

ATTAATTTcgATATgccAAcAcgTAAgTATgAccTTAAmAAgcAgmTcAn

ATIAgATgAAgcTggTrggAAgAAAggTAAAgAcAgcgATgTTcgTc

GATGGTAAAAACCTTGTGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCA

AAAAgAAcAAgcAgAATAcTTAcAAgcAgAATrTAAgAAAATgggTATTAAg

TMAAcATcAATggcgAAAcATcAgATAmATTgcTgAAcgTcgTAcTTcTgg

TgATTATgAcTTAATgTTcAAccAAAcTTggggATTATTgTAcgATccAcmA

GTACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGC

ATTGAGAATAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAMATCC

AAAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAGTT4"

TGATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCC

gAAAgATTTAgAAAAAgTATcATTcAcAcAATcAcAgTATgAATrAccAncA

ATGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:442)
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FIG. 97
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCMTGT'TACTTGCATCAGGGCTAATTTT

AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTIAGAGGAGAAAAAAGCAAGCAA

TIAAcgTATAcgAcggTTAAAgATATcggTgATATgmTccgcATgTTTAcgg

TGGATCAATGTCTGCTGGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA

AAgATggTATTAAgccTTTAcTAgc.TAAAmATgggATgTgTcTgAAgATggg

AAgAcTTATAcATTccATTTAAgAgATgA'rgTgAAATTccATgATggAAcAAc

ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGAJ'GCGGTTCAACAAAAT

AATTgcATTcTTggTTAAAgATTTcAAcATTmTTgAcAATgTTAAAgTTj

GATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGGAAGCATATCAACCTGCATTGGC

TGAATIAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTT

ACGGTACAACAAAAGATGG(:GTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA

TTAggTgAAcAcAAAAAAgATgAgTcTgcAgAcTTrAAcAAAA4TgATcAAT

ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCGTAATGCCTGC

TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGCGAACTTTGCCTTCA

cAgATgATAgAggTAcggATAgcTTAgAcAAAgAcTcTTTAAAAcmTTgAA

AgATAcAggTgAcTATcAAgTTAAgcgTAgTcAAccTATgmTAcgAmATgT

TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTCAGTGAC4CAGTCAGA

CAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCGAAATTTTAG

ATggTcAAgAAAAAccAgcAAcTcAAT'TAnTgcgAAAAATgTAAcAgAcAT

TAATTTCGATATGCCAAC-ACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTAT

TAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGTGATGTTCGTCGA

. TggTAAAAAccTTgAAATggcAATgTAcTATgAcAAAggT7"cTTcmgTcAm
AAgAAcAAgcAgAATAcTTAcAAgcAgAATTTAAgAmATgggTATTAAgTT

AAAcATcAATggcgAAAcATcAgATAAAATTgcTgmcgTcgTAcTTcTggTg

. ATTATgAcTTAATgTTcAAccAAAcTTggggATTATTgTAcgATccAcmAgT

.- ACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGC4C.ATCAGGCAT
TGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTTCCAA

AACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGCAAATTGATG

ATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCGA

AAgATTTAgAAAAAgTATcATTcAcAcAATcAcAgTATgAATTAccAT"rcAAT

GAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:443)
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FlG. 98
ATgAgAAAACTAACTAAAaTGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT

AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGCAAGCAA

TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGGGATATG4TCCGCATGTTTACGG

TGGATCGATGTCTGCTG~GTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA

AAgATgggATTAAgccTTTAcTAgcTAAAmATgggATgTgTcAgAAgATgg

gAAgAcATAcAcgTTccAm"gAgAgATgAcgTTAAAn'ccATgATggTAcgc

. cATTjrgATgcTgAcgcAgTTAAgAAAAATATTgAcgcAgTTcAAgcAA
AAAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTT~GTTA

AAgATAAgTAcAcggTTgAATTAAATTTgAAAgmgcATATcAAccTgcATTg

gcTgAATTAgcgATgccTcgTccATATgTATTTgTATcTccAAAAgAcTrTm

AACGGCACAACAAAAGATGGCGTTAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTA

AATTAggTgAAcAcAAAAAAgATgAgTCTgcAgAcTTTAATAmAATgATcA

AIAcTggggcgAAAAgTcTAAAcTIAAcAAAgTAcAAgcAAAAgTmTgccT
.

GCTGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAAC^CTTTGCCTT

CACAGACGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTCAATTG
.

AAAgATAcAggTgAcTATcAAgTTAAgcgTAc¥rcAAccTATgmTAcgAAm

TgTTAgTggTcAATTcTggTAAAAAAgAT.àcgcTgTcAgTgAcAAAAcAgTc

AgAcAAgcgATjrggTcATATggTAAAcAg-AgATAuATTgccAAAgAAATTT
. TAGATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGTGTAACAGA

CATTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTGCAGAATCAT

TATTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTC

AGATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAG'I'C

AAAAAgAAcAAgcAgAATAcTTAcAAgcAgAAnTAAgAmATgggTATTAA

gTTAAAcATcAATggcgAAAcATcAgATAmATTgcTgAAcgTcgTAcTTcTg

gTgATTATgAcTTAATgTTcAAccAAAcTTggggAT"rATTgTAcgATccAcm

AGTACTATTGCAGCATI:IAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAG

gcATTüAgAAcAAAgATAAAATATAcAAcAgcATTgATgAcgcATTTAAmT

ccAAAAcggTAAAgAgcgTTcAgAcgcTTATAAAAAcATTTTgAAAcAmn

GATGATGAAGGTATTTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCG

ccgAAAgATTTAgAAAAAgTAgcATTcAcAcAATcAcAgTATgAATTAccAn

CAATGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:444)
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FlG. 99
ATgAgAAAAcTAAcTAAAATgAgTgcAATgTTAcT"rgcATcAgggcTAATTn

' AAcTggTTgTggcggTAATAAAggTTTAgAggAgAAAAAAgAAAAcmgc^

TTAAcgTATAcgAcggTTAAAgATATcggTgATATgmTccgcATgTTTAcgg

TGGATCGATGTCTGCTG~GTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA

AAgATggAATTAAgccTrrAcTAgcTAAAAAATgggATgTgTcTg^gÀTgg

GAAGACA1"ATACATTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACAC

CATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGATGCGGTTCAAC&AAAT~

AAATTgcATTcTTggTTAAAgATjrTcAAcATTAATTgAcmTgTTAAAgTTAA

AgATmgTAcAcggTTgmTTgAATTTgAmgmgcATATcmccTgcAT'Tgg

CTGAATIAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTT4AA

Acggtacaacaaaagatggcgttaaaaagttcgatggtactggtccattt~

TTAggTgAAcATAAAAAAgATgAgTcTgcAgAcTTTAAcAmAATgATcAAT

AcTggggcgAAAAgTcTAAAcTTAAcjgTAcAAgcAAAAgTAATgccTgc

TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA

cAgATgATAgAggTAcggATAgcTTAgAcAAAgAcTcTTTAmAcAATTgAA

AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGI"

TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACCAGTCAG

ACAAGCGATI:ÜGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAG~TTTTA

GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGT4CAGATA

TIÂATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA

nAgATgAAgcTggTTggAAgAmggTAAAgAcAgcgATgTTcgTcAAAAAg

' ' ATggTAAAAAccTTgAAATggcAATgTAcTATgAcAAAggTTcTTcmgTcm

AAAgAAcAAgcAcíAATAcTTAcAAgcAgAATTrAAgAAmTgggTATTAAgT

TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT

GATTATGACTTAATGTTCAACCCTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAG

TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGMAGTGC4CATCAGGCA

TIUAgAAcAAAgATAAAATATAcAAcAgcAngATgAcgcATTTAAAATccA .

AAAcggTAAAgAgcgTTcAggcgcTIAmAAAAcATITTgAAAcmATTgAT

GATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCG

AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA

TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:445)
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FlG. 100
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT "

AAcTggTTgTggcggTAATAAAggTTTAgAggAgAAAAAAgAmAcAAgcm .

TTAAcgTATAcgAcggTTAAAgATATcggTgATATgmTccgcATgTTTAcgg

TggATcAATgTc.TgcTgmAgTATgATATAcgAgccgcTTgTAcgTAAcAcgA

AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAGTGGGATGTGTCTGAAGATGGG

AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGAT'GGTACGCC

ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGCAAA

AAATTgcATTcTTggTTAAAgATTTcgAcATTAATTgAcAATgTT~gnAA

AgATAAgTAcAcggTTgAATTgAATTTgAAAg4gcATATcmccTgcATTgg

CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTG:["GTCTCCAAAAGACTTT

ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA

TTAggTgAAcAcAAAAAAgATgAgTcTgcAgAcTTTAAcAmAA.TgATcAAT

· ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCGTAATGCCTGC
TggTgAAAcAgcATTccTATcAATgAAAAAAggTgAAAcgAAcTngccTTcA

- CÁGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTCAATTGAA
AgATAcAggTgAcTATcAAgTTAAgcgTAgTcAAccTATgmTAcgAAAATgT

TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATA-ACGCTGTGAGTGACCAGTCAG

' AcAAgcgATTggTcATATggTAAAcAgAcTATAAAATTgccAAAgAAAnTTA

GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTA'L l LGCGAAAAATGTAACAGACA

TTAATTTcgATATgccAAcAcgTAAgTATgAccTTAAAmAgcAgAATcATTA .

TTAgATgAAgcTggTTggAAgAAAggTAAAgACAgcgATgTTcgTcAAmAg

ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTC4GTCAA

AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTT4GAAAATGGGTATT4GT

TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATTTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT

gATTATgAcTTAATgTTcAAccAAAcTTggggATTATTgTAcgATccAcAmg

TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGGTGCAACATCAGGCA

TTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAMATCCA

AAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAAC~TTGAT

gATgAAggTATcTnATcccTATTTcAcAcggTAgTATgAcAgTTgTTgcAccA

AAAgATTTAgAAAAAgTATcATTcAcAcAATcAcAgTATgAATrAccATTcAA

" TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:446)
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FlG. 101
ATgAgAAAAcTAAcTAAAATgAgTgcAATgTTAcTTgcATcAgggcTAATT'n

AAcTggTTgTggcggTAATAAAggTTTAgAggAgAAAAAAgAAAAcmgcM

TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATG^TCCGCATGTTTACGG

TggATcAATgTcTgcTgAAAgTATg-ATATAcgAgccgcTTgTAcgTmcAcgA

AAgATggTATTAAgccTTTAcTAgcTAAAmATgggATgTgTcTgAAgATggg

AAgAcTTATAcATTccAn:I:AAgAgATgATgTgAAATTccATgATggmcAAc

ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGATGCGGTTCAACAAAAT

AATTgcATTcTTggTTAAAK3ATrrcAAcATTAATTgAcmTgTTAAAgTTj

gATAAgTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAG4GCATATCAACCTGCATTGGC

TGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTT

AcggTAcAAcAAAAgATggcgTTAAmAgTTcgATggTAcTggTccATnAm

TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACTGATCAAT

ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCGTAATGCCTGC

TggTgAAAcAgcATTccTATcAATgAAAAAAggTgAmcgAAcTTTgccTTcA

cAgATgATAgAggTAcggATAgcTTAgAcAAAgAcTcTITAAAAcmTTgAA

AgATAcAggTgAcTATcAAgTTAAgcgTAgTcmccTATgAATAcgAAAATgT

TAcmgTcAATTcTggTAAAAAAgATmcgcTgTcAgTgAcAAAAcAgTcAgA

cAAgcgATTggTcATATggTAAAcAgAgATAAAATTgccAAAgAAATnTAg

ATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTAI l IGCGAAAAATGTAACAGACAT

TAATTTCGATATGCCAAC.4CGTAAGT'ATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTAT

TAgATgAAgCTGGTTGCZAAGAAAGGTAAAGACAGTGATGTTCGTCGA

TggTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACGGTTCTTCAAGTC

AAgAACAAgCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATT4GW

AAACATCAATGGCGAAACATCAGATTTGCTGAACGTCGTACTTCTGGTG

ATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACGT

AcTATTgcAgcATTTAAAgcgAAAmTggTTATgAAAgTgcAAcATcAggcAT

" TgAgAACAAAgATAAAATATACAACAGC!ATTGATGACGCATTTTCCAA

AAcggTAAAgAgcgTTcAgAcgcTrATAAAAAcATTTTgAAAcAmTTgATg

ATGAAGGTATCTITATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCGA

AAgATTTAgAAAAAgTATcAncAcAcAATcAcAgTATgAATTAccATTcAAT

GAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:447)
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FlG. 102
ATgAgAAAAcTAAcTAAAATgAgTgcAATgTTAcTTgcATcAgggc"rAATTTT

AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGCAAGCAA

TTAAcgTATAcgAcggTTAAAgATATcggTgATATgA-ATccgcATgTTrAcgg

TGGATCAATGTCTGCTGGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA

AAgATggTAT'rAAgccTTTAcTAgcTAAAAAgTgggATgTgTcTgmgATggg

AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTT~TTCCATGATGGTACGCC

ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGCAAA

AAATTgcATTcTrggTTAAAgATTTcgÁcATTAATTgAcAATgTTAAAgTTm

AgATAAgTAcAcggTTgAATTgAATTTgAAAgAAgcATATcmccTgcATTgg

CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTT

AcggTAcAAcAAAAgATggcgTTAAAAAgT"rcgATggTAcTggTccATTT

TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAA&4ATGATCAAT

AcTggggcgAAAAgTcTAAAcTTAAcAAAgTAcAAgcAmAgTAATgccTgc

TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA

cAgATgATAgAggTAcAgATAgcTTAgAcAAAgAcTcTTTAAAAcAAngm

AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGTGT

TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACCAGTCAG

ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTA

GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGTGTAACAGACA

TTAATTTcgATATgccAAcAcgTAAgTATgAccTTAmmAgcAgAATcATTA

. TIAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCG
ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACGGTTCTTCAAGTCAA

AAAgAAcAAgcAgAATAcTTAcAAgcAgAATTTAAgAmATgggTAITAAgT

TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACNCTGGT

GATTATGACTTAATGTTC'AACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCAC~G

TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATG~GTGCAACATCAGGCA

TTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCA

AAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACTTGAT

gATgAAg-gTATcTTTATcccTATTTcAcAcggTAgTATgAcAgrrgTTgcAccA

AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA

TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:448)
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FlG. 103
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTACATCAG®CTAATTTT

AAcTggTTgTggcggTAATAAAggTTTAgAggAgAAAAAAgAAmcAAgc4

TTAAcgTATAcgAcggTTAmgATATcggTgATATgAATccgcATgTTTAcgg

TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGA1"ATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA

AAgATggTATTAAgccTTTAcTAgcTAAmAgTgggATgTgTcTgAAgATggg

AAgAcATAcAcgTTccATTTgAg.AgATgAcgTTAAATTccATgA"rggTAcgcc

ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGAAAACAAA

AAATTgcATTcTrggTTAAAgATTTcgAcATTAATTgAcmTgTTAAAg'rTAA

AgATAAgTAcAcggTTgAATTgAATTTgAAAgmgcATATcAAccTgcATTgg

CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAU

AcggTAcAAcAAAAgATggcgTTAmmgTTcgATggTAcTggTccATTTAAA

TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAATGATCAAT

AcTggggcgAAAAgTcTAAAcTTAAcAAAgTAcAAgcmAAgTAATgccTgc

TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGMACGAACTTTGCCTTCA

cAgATgATAgAggTAcAgATAgcTTAgAcAAAgAcTcTTTAAmcAATTgm

AgATAcAggTgAcTATcAAg"TTAAgcgTAgTcAAccTATgAATAcgAmATgT

TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACCAGTCAG

ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAA-AGAAATTTTA

gATggTcAAgAAAAAccAgcAAcTcAATTATTTgcgAAmATgTAAcAgAcA

TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATÇÍACCTTGCAGAATCATTA

TTAgATgAAgcTggTTggAAgAAAggTAAAgAcAgcgATgTTcgTcAAmAg

ATGGTAAAAACCTI:GAAATGGCAATGTACTATGACGGTTCTTCAAGTCAA .

AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGTGGGTATTAAGT

TAAAcATcAATggcgAAAcATcAgATAAAATTgcTgAAcgTcgTAcTTcTgg'r

GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACG

TAcTATTgcAgcATTTAAAgcgAAAAATggTTATgigTgcAAcATcAggcA

TTgAgAAcAAAgATAAAATATAcAAcAgcATTgATgAcgcAnTAAAATccA

AAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACTTGAT

GATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGT'TGCACCA

AAAgATTTAgAAAAAgTATcATTc-AcAcmTcAcAgTATgAATTAccATTcAA

TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:449)
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FlG. 104
ATgAgAAAAcTAAcTAAAATgAgTgcAATgTTAcngcATcAgggcTAATTTT

AAcTggTTgTggcggTAATAAAggTnAgAggAgAAAAAAgAAAAcmgcm

TTAAcgTATAcgAcggTTAmgATA'TcggTgATATgAATccgcATgTTTAcgg

TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGT4CACGA

AAgATggTATTAAgccTTTAcTAgcTAAAAAgTgggATgTgTcTgmgATggg

AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGCC

ATITGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGCAAA

AAATTGCATTCTTGGTTAAAGAI í ICGACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA

AgATAAgTAcAcggTTgAATrgAATTTgAAAgAAgcATATcAAccTgcATTgg

cTgAATTAgcgATgcCTcgTc(:ATATgTATTTgTgTcTccAAAAgAcTTr

AcggTAcAAcAAAAgATggcgTTAAmAgTTcgATggTAcTggTccATTT~

TrAggTgAAcAcAAAAAAgATgAgTcTgcAgAcTTTAAcmmATg.4TcAAT

' ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCGTAATGCCTGC
TggTgAAAcAgcATTccTATcAATgAAAmAggTgAAAcgAAcTngccTTcA

cAgATgATAgAggTAcAgATAgcTTAgAcAAAgAcTcTTTAAAAcAATTgm

AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGTGT

TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG

ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGMATTTTA

GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATIATTTGCGTGTAACAGACA

TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAMAGCAGAATCATTA

TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCG

ATggTAAAAAccTTgAAATggcAATgTAcTATgAcAAAggTTcTTcmgTcm

AAAgAAcAAgcAgAATAcTTAcAAgcAgAATTTAAgAAmTgggTATTAAgT

TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTG4CGTCGTACTTCTGGT

gATIjATgAcTTAATgTTcAAccAmcT1'ggggATrATTgTAcgATccAcAAAg

, TACTATTGCAGCATTTAAAGAGAAAAATGGTTATGMAGTGCAACATCAGGC
ATTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTTCC

AAAAcggTAAAgAgcgTTcAgAcgcTTATAAAAAcATTTTgmcAAATTgA

TgATgAAggTATcTTTA'rcccTATTTcAcAcggTAgTATgAcAgTTgTTgcAcc

AAAAgATrTAgAAAAAgTATcATTcAcAcAATcAcAgTATgAATTAccATTcA

ATGAAATGCAGTATAAATAA

(SBQ ID NO:450)
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FlG. 105
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAG"1'GCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT

AAcTgg'rTgTggcggTAATAAAggTTTAgAggAgAAAAAAgAuAcAAgcm

TTAAcgTATAcgAcggTTmgATATcggTgATATgAATccgcATgTTTAcgg

TGGATCGATGTCTGCTGAAAGTATGAT'ATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA

AAGATGGAATTAAGCCTTTACTAGCTTGGGATGTGTCTGAAGATGG

GAAGACATATACATTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGAI'GGTACAC

cATTTgATgc1"gAcgcAgTTAAgAAAAATATTgATgcggTrcAAcAmAT

AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTT~GTTAA

AgATAAgTAcAcggTTgAATTgAATTTgAAAgmgcATATcAAccTgcATTgg

cTgmnAgcgATgccTcgTccATATgTATTTgTgTcTccgAcm

ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTT

TTAGGTGAACATAAAAAAGA'IUAGTCTGCAGACTITAACAAAAATGATCAAT

AcTggggcgAAAAgTcTAAAcTTAAcAAAg'rAcAAgcAAAAgTAATgccTgc'

TggTgAAAcAgcATTccTATcAATgAAAAAAggTgAmcgAAcTTTgccTTcA

CAGATGATAGAGGTACGGÀTAGCTTAGACAAAG-ACTCTTTAAAAC4TTGAA

AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGTGT

TAgTTgTcAATTcTggTAAAAAAgATAAcgcTgTgAgTgAcmÀAcAgTcAg

ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTA

gATggTcAAgAAAAAccAgcAAcTcAATTATTTgcgAAmATgTAAcAgATA

TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA

TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCG

ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACGGTTCTTCAAGTCAA

AAAgAAcAAgcAgAATAcTTAcAAgcAc}AATnAAgAAAATgggTAnAAgT

TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT

GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACJG

· TAcTATTgcAgcATTTAAAgcgAAAA-ATggTTATgAAAgTgcmcATcAggcA
TTgAgAAcAAAgATAAAATATAcmcAgcATTgATgAcgcATTTAAmTccA

AAAcggTAAAgAgcgTTcAggcgcTrATAAAAAcATTTTgAAAc~TTgAT

GATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCG

AAAGAI j LAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA

TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:45l)
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FlG. 106
TcATcTgATAg'cAAAgATAAggAAAcmcTTcAATTAAAcATgcAATgggTA

cAAcTgAAATTAAAgggAAAccAAAgcgTgTTgnAcgcTATATcAAggTgcc

ACTGACGTCGCTGTATC j L IAGGTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATG

' GACACAAAAACCGAAATTCGAATACATAAAAAATGATTTGATACTAAG

ATTGTAGGTCAAGAACCTGCACCT'AACTTAGAGGAAATCTCT~TTAAAACC

GGACTIAATTGTCGCGTCAAAAGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGA1"CAATTAT

CTAAAATCGCACCAACAGTTTCTACTGATACAGTTTTCAAATTC~GATACA

AcTAAgTTAATggggAAAgcTTTAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgAnTAc

TTAAAAAgTAcgATgATAAAgTAgcTgcATTccAAAAAgATgcAAmgcAm

gTATAAAgATgcATggccAngAAAgcTTcAgTTgTTAAcTTccgTgcTgATc .

ATAcAAgAATTTATgc1"ggTggATATgcTggTgAAATcTTmTgATTTAggA

TTCAAACGTAATAAAGACTTACAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTAT

CCAACTTACATCTAAAGAAAGTATTCCATTAATGAACGCTGATCATAITTTTGT

AgTAAAATcAgATccAAATgcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAmAgAcTg4

AGCGAATGGACTTCAAGTAAAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACA.

AccAAgTATcTgATgATTTAgATgAmTcAcTTggAAcTTAgcTggcggATAT

AAATCATCAT'IAAAACTTATTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTG

ACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:452)

FlG. 107
- ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCLI L'CCTACTTGTTTTA

gcAggATgTAgTgggAATTcAAATAAAcAATcATcTgATmcAAAgATAAgg

AAAcAAcTTcAATTAAAcATgcAATgggTAcAAcTgAAATTAAAgggAmcc

AAAgcgTgTTgTTAcgcTATAT'cAAgg'rgccAcTgAcgTcgcTgTATcTTTAg

gTgTTAAAc.cTgTAggTgc'rgTAgAATcATggAcAcAmAAccgAAATTcgA

ATAcATAAAAAATgATTTAAmgATAcTAAgATTgTAggTcAAgAAccTgcg

ccTAAcTTAgAggAAATcTcTAAATTAAAAccggAcTTAAngTcgcgTcAm

. AgTTAgAAATgAAAAAgTTTAcgATcAATTATcTAAmTcgcAccAAcAgm
CTACTGATACAGTL ! 1CAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGGCT

TTAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgAnTAcnmmAgTAcgATgATAAAg

TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTAT~GATGCATGGCCATT

gAAAgcTTcAgTTgTTAAcTTccgTgcTgATcATAcAAgAAnTATgcTggTg
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gATATgcTggTgAAATcTTAAATgATTTAggATTcAAAcgTAATmAgAcTTA

cAAAAAcAAgTTgATAATggTAAAgATATTATccAAcTTAcATcTAmg~

gcATTccATTAATgAAcgcTgATcATATTTTTgTAgTAAAATcAgATccmT

gcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAAAAgAcTgAAAgcgmTggAcTTcAAgTA

AAgAgTggAAAÁATTTAgAcgcAgTTAAAmcAAc.cAAgTATcTgATgATTT

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTCTTA

TTgAcgATTTATATgAAAAgTTAAATATTgAAAAAcAATcTm

(SEQ ID NO:453)

FlG. 108
ATgAATAAAgTAATTAAAATgcTTgTTgTTAcgcTTgcTTTccTAcTTgTT"rTA

GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAAC~gATAAgg

AAAcAAcTTcAATTAAAcATgcAAT"gggTAcAAcTgAAATTAAAgggAmcc

~GCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCI l IAG

gTgTTAAAccTgTAggTgcTgTAgAATcATggAcAcAAmAccgAAATTcgA

ATAcATAAAAAATgATTTAAAAgATAcTAAgATTgTAggTcmgAAccTgcA

ccTAAcTIAgAggAAATcTcTAAATTAAAAccggAcTTAA1"rgTcgcgTcAm

AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTA'TCTAAAATCGCACCAACAGTTT

CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGggCT

TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAMAGTACGATGATAAAg

TAGC.TGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCAT%CCAW

gAAAgcTTcAgTTgTTAAcTTccg'TgcTgATcATAcmgAATTTATgcTggTg

gATATgcTggTgAAATcTrAAATgAl L IAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA

CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTjgAAA

GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTTCAGATCCAAAT

GCGAAAGA'l'GCTGCATTAGTTAAAAAGACTG~GCGAATggACTTCAAgTA

AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAMAACAACCAAGTATCTGATGATTT

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTMAACTTA

TTgAcgATTTATATgAAAAgTTAAATATTgAAAAAcAATcTm

(SEQ ID NO:454)

FlG. 109
ATgAATAAAgTAATTAAAATgcTTgTTgTTAcgcTTgcnTccTAcTTgL IITA

gcAggATgTAgTgggAATTcAAATAAgcAATcATcTgATAgcAmgATAAgg
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AAACAACTTCAATIAAACATGCAATGGGIACAACTGAAAjTAAAgggAAACC '

AAAGCGCGTTGTTACACTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTA1"CTTTAg

GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCG~TTCgA

ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAg4CC'TgCA

ccTAAcTTAgAAgAAATcTcTAAATImAAccggAcTTAATTgTcgcgTc~

AgTTAgAAATgAAAAAgTTTAcgATcmTT'ATcTAAAATcgcAccAAcAgTTT

CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACT-AAGTTAATGGggAAAgCT

TTAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgATTTAcTTAmAAgTAcgATgATAAAg

TAgcTgcATTccAAAAAgATgcAAAAgcAAAgTATAAAgATgcATggccAn

GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATAC4GAATTTATGCTggTg

gATATgcTggTgAAATcTTAAATgATTTAggATTcAAAcgTm.TAAAgAcTTA

cAAAAAcAAgTTgATAATggTAAAgATATTATccAAcTTAcATcT~gAm

GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTTCAGATCCAAAT

gcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAAAAgAcTgAAAgcgAATggAcTTcmgTA

AAgAgTggAAAAATTTAgAcgcAgTTAmAAcmccAAgTATcTgATgAnT

AgATgAAATcAcTTggAAcTTAgcTggcggATATAAATcATcATTAmAcTTA

TrgAcgATTTATATgAAAAgTTAAATATTgAAAAAcAATcAAmTm

(SEQ ID NO:455)

FlG. 110
ATgAATAAAgTAATTAAAATgcTTgTTgTTAcgcT'rgcTTTccTAcTTgTTTTA

GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATC'TGATAACAAAGATAAgg

AAAcAAcTTcAATTAAAcATgcAATgggTAcAAcTgAmTTAAAgggAAAcc

AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTG-CCACTGACGTCGCTGTATCTTTAg

GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCgA

ÁTAcATAAAAAATgATTTAAAAgATAcTAAgATTgTAggTcmgAAccTgcA

CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTgTCgCgTC~

AGTTAGAAATGAAAAAGL í LAcgATcAATTATcTAAAATcgcAccAAcAgm

CTACTGATACAGTLI LCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT

TTAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgATTTAcTTAAAAAgTAcgATgATmAg

TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTAT^GATGCATggCCATT

gAAAgcTTcAgTTgTTAAcTTccgTgcTgATcATAcAAgmTTTATgcTggTg

gATATgcTggTgAAATc"nAAATgATTTAggATTcAAAcgTAAT~gAcTTA

CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCCAAAg~
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GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCC~T

gcgAAAgATgcTgcAITAgTTAAAAAgAcTgAAAgcgAATggAcTrcAAgTA

AAgAATggAAAAATTTAgAcgcAgTTAAAmcAAccmgTATcTgATgATTT

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTTTgA

TTgAcgATTTATATgAAAAgTTAAATATTgAAAAAcmTcAmATAA

(SEQ ID NO:456)

FlG. 111
ATgAATAAAg'IAATTAAAATgcTTgTTgTTAcgcTTgcTTTccTAcTTgnTTA

gcAggATgTAgTgggAATTcAAATAAAcAATcATc'rgATAAcAAAgATAAgg

, AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATT~ggg~CC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAg

GTGTIAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACAC.ACCGAAATTCgA

ATAcATAAAAAATgATTTAAAAgATÀcTmg-ATTgTAggTcAAgAAccTgcA

ccTAAcTTAgAggAAATcTcTAAATTAmAccggAcTTAATTgTcgcgTcm

AgTTAgAAATgAAAAAgTTTAcgATcAATTATcTAmATcgcAccAAcAgTTT

cTAcTgATAcAgnTTcAAATTcAAAgATAcAAcTAAgTTAATggggAAAgcT

TTAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgATTTAcTrAAAAAgTAcgATgATAAAg

TAgcTgcATTccAAAAAgATgcAAAAgcAAAgTATAAAgATgcATg®cAn

'GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATAC4GAATTTATGCTggTg

GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAMGACTTA

CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAgAAA

gcATTccATTAATgAAcgcTgATcATATTTT:rgTAgTAAAATcAgATccAmT

gcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAAmgAcTgAmgcgAATggAcTTcAAgTA

AAgAgTggAAAAATTTAgAcgcAgTTAAAAAcAAccAAgTATcTgATgAm

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTCTTA

TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCT4

(SEQ ID NO:457)

FlG. 112
ATgAATAAAgTAATTAAAATgcTTgTTgTTAcgcTTgcTTTccTAcTTgTTnA

gcAggATgTAgTgggAATTcAAATAAAcAATcATcTgATAAcAAAgATmgg

AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAggg~CC

AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAg
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gTgTTAAAccTgTAggTgcTgTAgAATcATggAcAcAAmAccgAAATTcgA

ATAcATAAAAAATgATTTAAAAgATAc'TAAgATTgTAggTcAAgmccTgcA

.CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTC

AGTIAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTTCGCACCAACAGTTT

CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTT4TGGGGAAAGCT

T1AGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTGTACGATGATAAAG

TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT

-" gAAAgcTTc.AgTTgTTAAcTTccgTgcTgATcATAcAAgmTTTATgcTggTg

GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATGACTTA

cAAAAAcAAgTTgATAATggTAAAgATATTATccAAcTTAcATcT~gAm

gcATTccATTAATgAAcgcTgATcATATTTTTgT'Ag'rAAAATcAgATccAmT

gcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAAAAgAcTgAmgcgAATggAcTTcAAg'rA

AAgAgTggAAAAATTTAgAc.gcAgTTAAAAAcmccAAgTATcTgATgATn

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATTCTTCATTAAAACTTA '

TTgAcgATTTATATgAAAAgrIAAATATTgAAmAcAATcTAA

(SEQ ID NO:458)

FlG. 113
ATgAATAAAgTAATTAAAATgcTTgTTgTTAcgcTTgcTTTccTAcTTgTnTA

GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAAÍCATCTGATAACAAAGAT4GG

AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTMAGGGAAACC

AAAgcgTgTTgTTAcgcTATATcAAggTgccAcTgAcgTcgcTgTATcn"T'Ag

GTGTTAAACC.TGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGTTCGA

ATACATAAAAAA.TGATTTAAAAGATACT4GATTGTAGGTCAAGAACCTGCA

CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTC~

AGTTAGAAATGAAAAAG'I'T1'ACGATCAATTATCTTCGCACCAACAGTTT

cTAcTgATAcAgTTTr'cAAATTcAAAgATAcAAcTAAgTTAATggggAmgcT

TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATG

TAgcTgcATTccAAAAAgATgcAAAAgcAmgTATAAAgATgcATggccATT

GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAG4TTTATGCTGGTG

GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATGACTTA

CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAG

GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTTCAGATCCAAAT

gcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAAAAgAcTgAmgcgAATggAcTTcAAgTA
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AAgAgTggAAAAATTTAgAcgcAgTTAAAAAcmccAAgTATcTgATgATTT

AgATgAAATcAcTTggAAcTTAgcTggcggATATAAÁTcTTcATTAAmcTTA

TTgAcgATTTATATgAAAAgTTAAATATTgAAAAAcAATcAmATm

(SEQ ID NO:459)

FlG. 114
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTI'GCTTTCCTACTTGTTTTA

gcAggATgTAgTgggAATTcAAATAAAcAATcATcTgATmcAAAgATAAgg

AAAcAAcTTcAATTAAAcATgcAATgggTAcAAcTgAAATTmAgggAAAcc

AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG

gTgTTAAAccTgTAggTgcTgTAgAATcATggAcAcAAAAAccgAmTTcgA

ATAcATAAAAAATgATTTAAAAgATAcTmgATTgTAggTcmgAAccTgcA

ccTAAcTTAgAggAAATcTcTAAATTAAAAc.cggAcTr'AATTgTcgcgTcAAA '

AgTTAgAAATgAAAAAgTTTAcgATcAATTATcTAmATcgcAccAAcAgTTT
.

cTAcTgATAcAgTTTTcAAATTcAAAgATAcAAcTAAgTTAATggggAmgcT

TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACgatgat~g

' TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCAI'GGCCATT

gAAAcjcTTcAgTTgTTAAcTTccgTgcTgATcATAcAAgAATnATgcTggTg

gATATgcTggTgAAATcTTAAATgATTTAggATTcAAAcgTAATmAgAcTTA

cAAAAAcAAgTTgATAATggTAAAgATAT1ATccAAcTTAcATc'rAAAg~

GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATITITGTAGTAAAATCAGATCCAAAT

GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACWCAAGTA

AAgAgTggAAAAATTTAgAc'gcAgTTAAmAcAAcc=gTATcTgATgATTT

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTCTTA

TTgAcgATTTATATgAAAAgTTAAATATTgAAAAAcAATcAmATm

(SEQ ID NO:460)

FlG. 115
ATgAATAAAgTAATTAAAATgcTTgT1:'gTmcgcTTgcTTTccTAcTTgTTTTA

gcAggATgTAgTgggAATTcAAATAAAcAATcATcTgATAAcAmgATmgg

AAACAACTTCAATIAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGG~CC

AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG

gTgTTAAAccTgTAggTgcTgTAgAATcATggAcAcAAAAAccgmATTcgA

ATAcATAAAAAATgATTTAAAAgATAcTAAgATTgTAggTcAAgmccTgcA
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CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTT4TTGTCGCGTC

AGTIAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTMAATCGCACCAACAGTTT'

cTAcTgA]jAcAgTTTTcAAATTcAAAgATAcAAcTmgTTAATggggAAAgcT

TTAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgATTTAcTTAAmAgTAcgATgATAmg

TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATGATGCATGGCCATT

gAAAgcTTcAcnÍrgTTAAcTTccgTgcTgATc'ATAcAAgAATTTATgcTggTg

gATATgcTggTgAAATcTTAAATgATTTAggATTcAAAcgTAATAmgAcTTA

cAAAAAcAAgTTgATAATggTAAAgATATTATccAAcTrAcATcTmAgm

gcATTccATTAATgAAcgcTgATcATATTTTTgTAgTAmATcAgATccAAAT

gcgAAAgATgcTgcATTAgTTAAAAAgAcTgAmgcgAATggAcTTcAAgTA" .

AAGAGTGGAAAAÁTTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGAT'GATTT

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTCTTA

TTgAcgATTTATATgAAAAgrIAAATATTgAAAAAcAATcmmTm

(SEQ ID NO:46I)

FlG. 116
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTTTA

gcAggATgTAgTgggAA:rTcAAATAAAcAATcATcTgATmcAAAgATAAgg

AAACAACTTCAATIAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGCC

AAAgcgTgTTgTrAcgcTATATcAAggTgccAcTgAcgTcgcTgTATcTTTAg

GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAAWCGA

ATACATAAAAAATGAI'J IAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA

CCTAACTTAGAGGAAATC1"CTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTC

AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTTCGCACCAACAGTTT

CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGJGCT

TIAgggAAAgAAAAAgAAgcTgAAgATTTAcTTAAAmgTAcgATgATAAAg

TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTAT~GATGCATGGCCATT

gAAAgcTTcAgTTgTTAAcTTccgTgcTgATcATAcAAgAAnTATgcTggTg

GATATGCTGGTGAAATCTI:AAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA

cAAAAAcAAgTTgATAATggTAAAgATATTATccAAcTrAcATccAAAg~

gcATTccATTAATgAAcgcTgATcATATTTrTgTAgTAAmTcAgATccAAAT

GCGAAAGATGCTGCATTAGTIAAAAAGACTGAAAGCG4TGGACTTCAAGTA

AAgAATggAAAAATTTAgAcgcAgTIAAAAAcAAccAAgTATcTgATgATn
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AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTTTGA

TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCTAA

(SEQ ID NO:462)

FlG. 117
AAAGAATCATCAACTAAAGATACTATTTCGGTAAAAGATGTGGTACAG

TAAAAGTACCTAAAGATGCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCA

gATgcATTAgcAgcATTAgAcgTTAAAccAgrrggTATTgcTgATgATggTAA

GAAAAAACGTATCATTAAACCAGTIAGAGAAAAAATTGGGGAITATACTTCTG

TAggTAcAcgTAAAcAgccAAAcTTAgAggAAATTAgTAAAnAAAAccggA

TTTAATTATCGCTGATAGCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATT~CA

AAATTgcAccAAcATTATcATTAAAgAgTTngATggAgAcTAcAAAcAAAAc

' ATTAATTcgTTcAAAAcAATrgcTAAAgcTrTAAATAAAgAmAAgAAggcg

' . AAAAgcgTcTTgcTgAAcATgATAAATTAATcAAAAAgTATAmgATgAAAT

TAAg1:rTgATAgAAATcAAmAgTgcTTccAgcAgTTgngcTAAAgcTggTT

TATTAgcAcATccAAAcTATTcATA1"gTTggAcAATTTTTmAcgAAcTTggAT
h

TTAAAAATgcATTAAgTgATgATgTAAcAAAAggTTTmgTAAATAcTTg~

GGACCTTACTTACAATTAGATACTGAACATTTAGCTGACTTMATCCTGAACG

cATcmTATTATgAcAgATAATgcTAAAAmgATTcTgcTgAATTc'AAgAAgT

TACAAGAAGATCCAACTTGGAAAAAGTTGAACGCAGTTTAATCgCgT

ggATATTgTTgAccgTgATgTTTgggcAAgATcTcgTggcTTAATncTTcTgA

AgAAATggcTAAAgAAcTTgTTgAATTATcAAAmAAgAAcg

(SEQ ID NO:463)

FlG. 118
ATgAAgTTATAcATATTAAggAgTggAAcgATgAgAggTcTAAAAAcTnTAg

TATATTgggATTAATAgTTgccTTATTTTTAgTTgcAgcngTggTAATAcggA

TAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAAAGATACTATTTCGGTGATg

AAAATggcAcAgTAAAAgTAccTAAAgATgcAAmcgTATcgTTgTATTAgA

GTACTCAII lgcAgATgcATTAgcAgcATTAgAcgI'TAAAccAgnggTATTg

CTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTAAACCAGTTAGAGAAMAATTgg

ggAT1ATAcTTcTgTAggTAcAcgTAAAcAgccAAAcTTAgAggmTTAgTA

AATTAAAAccggATTTAATTATcgcTgAI'AgcAgTAgAcATAAAggTATTmT

AAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATTATCATTAAACtAGTTTTgATggAgA
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cTAcAAAcAAAAcATTAATTcgTTcAAAAcAATTgcTAAAgcTTTAmTAAAg

AAAAAgAAggcgAAAAgcgTcTTgcTgAAcÁTgATAAATTAA1'cAmAAgTA

TAAAGATGAAATTAAGTTTGATAGAAATCGTGCTTCCAGCAGTTGTTG

cTAAAgcTggTTTATTAgcAcATccAAAcTATTcATATgTTggAcAATmTAA

... AcgAAcTTggATTTAAAAATgcATTAAgTgATgATgTAAcAmAggTTTAAgT
AAATAcTTgAAAggAccTTAcTTAcAAnAgATAcTgAAcATTTAgcTgAcTT

AAATCCTGAACGCATGATTATTATGACAGATAATGCTAAAAMGATTCTGCTG

AATTcAAgAAgTTAcAAgAAgATccAAcTTggAAmAgTTgmTgcAgTTm ,

AAATmTcgcgTggATATTgTTgAccgTgATgTTTgggcmgATcTcgTggcT

TAATTTcTTcTgAAgAAATggcTAAAgAAcTTgTTgAATTATcAAAAAAAgm

CAAAAGTAA

(SEQ ID NO:464)

. , FlG. 119
ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTTTTA

· gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAATrcAAgTAAAmAgAATcATcAAcTm

AgATAcTATTTcggTAAAAgATgAAAATggTAcAgTAmAgTAccTAAAgAT

GCÁAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT

AgAcgTTAAAccAgTTggTATTgcTgATgATggTAAgAAAAmcgTAI'cATTA

AAccAgTTAgAgAAAmATTggggATTATAcTTcTgTAggTAcAcgTAAAcA

GCCAAACTTAGAGGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA

" GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACTTGCACCAACATT

ATcATTAAAgAgTTTTgATggAgAcTAcAAAcAAAATATTmTTcgTTc

CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGCGTCTTGCTGA

. " GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAAT'T4ATTTGATAGAAATC

AAAAAgTgcTTccAgcAgTAgTTgcTAAAgcTggTTTATTAgcAcATccmc

TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTTGCATTAAG

TGACGATGTAACAAAAGGTTIAAGTAAATATTTGAAAGGACCWACTTACAAT

TAGACACTGAACATITAGCTGATTTTCCAGAGCGTATGATCATTATGACA

gATcATgcTAAAAAAgATTcTgcTgAArrcAAgAAgnAcAAgAAgATgcAA

CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAAT^TCGCGTGGATATTGTTGACCGT

gATgTTTgggcAAgATcTcgTggcTTAATTTcTTcTgAAgAAATggcTAmgA

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:465)
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FlG. 120
ATGAGAGGTCTAAAAAC l rí LAgTATATTgggATTAATAgTTgccTTATTnTA

, gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAATTcAAgTAAAAAAgAATcATcmcTm
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCT~GAT

gcAAAAcgTATcgTTgTATTAgAgTAcTcATTTgcAgATgcATrA®AgcATT

AgAcgTTAAAccAgTTggTATTgcT'gATgATggTAAgAAAmAcgTATcATTA

AACCAGTTAGAGAAAAAATTCGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAAC-AG

ccAAAcTTAgAggAAATrAgTAAATTAAAAccggATnAATTATcgcTgATAg

CAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACC4CATTA

TcATTAAAgAgTTTTgATggTcfAcIAcAAgcAAAATATcgATgcTT'rcAAgAc

AATTgcgAAAgcTTTAgATAAAgAAAAAgAAggcgAmmcgTcTTgcTgAA

CATGATAAATTÀATCAATAAGTATAAAGATGAAATTTTTGATAGAAATCA

AAAAGTGCTTCCAGCAGTTGTTGCGAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAACT

ATrcgTATgTTggAcAATTTTTAAAcgAAcTTggATTTAAmATgcATTmgT

gATgATgTAAcAAAAggTTTAAgTAmTAcTTgAAAggAccTTAcTTAcAATT

AgATAcTgAAcATTTAgcTgAcTTAmTccTgAAcgcATgATTATTATgAcAg

ATAATgcTAAAAAAgATTcTgcTgAA"rTcAAgAAgTTAcAAgAAgATgcmc

ATggAAAAAATTgAATgcAgTTAAAAATAATcg"rgTTgATATTgTTgAccgTg

ATgTTTgggcmgATcTcgTggcTTmTTTcTTc1"gmg~TggcT~gm

CTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:466)

FlG. 121
ATGAGAGGT'CTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTAA

gTTgcAgcTTg1"ggTAATAcggATAATTcAAgTAAAAmgAATcATcAAcTm

AGATACTATTTCGGTGATGTGGTACAGTGTACCTGAT

gcAAAAcgTATcgTTgTATTAgAgTAcTcAnTgcAgATgcATTAgcAgcATr

AGACGTTAATCCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA

AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGT-AGGTACACGTAAACA

GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA

GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACTTGCACCAACATT

ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAACATTAATTCGTTC

CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGCGTCTTGCTGA
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GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGTC

AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTC7CTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC

TATTcATATgTTggAcAATTTTTAAAcgAAcTÁggATTTAmAATgcATTAAg

TgAcgATgTAAcAAAAggTTTAAgTAAATATTTgAAAggAccTTAcTTAcmT

TAGACACTGAACATTTAGCTGATTTAAAI'CCAGAGCGTATGATCATTATGACT

gATcAcgcTAAAAAAgATTcTgcTgAATTcAAgAAATTAcAAgmgATgcAA

cATggAAAAAATTgAATgcAgTTAAmATAATcgcgTggATATTgTTgAccgT

gATgnTgggcmgATcTcgTggcTTmTTTcTTcTgmg~TggcT~gA

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:467)

FlG. 122
ATgAgAggTcTAAAAAcTmAgTATATTgggATTAATAgTTgccTTAcTnTA

GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAA4GAATCATCAACTAA

AgATAcTATrTcggTAAAAgATgAAmTggTAcAgTAmAgTAccTAAAgAT

GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCAW ,

AgAc'g'rTAAAccAgTTggTATTgcTgATgATggTAAgAmAmcgTATcATTA

AÁCCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA

gccAAAcTTAgAAgAAATTAgTAAATrAmAccggATTTAATTATcgcTgATA

gcAgTAgAcATAAAggTATTAATAAAgA-ATTAmcAAAATTgcAccAAcATT

ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTC

cAATTgcTAAAgcTTTAAATAAAgAAAAAgAAggccTAAmAcgTcTTgcTgA

GCATGATAAATIAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAG~TC

, AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCC~C
TATTcATATgTTggAcAATTTTTAAAc.gAAcTAggATTTAAAAATgcAnAAg

TgAcgATgTAAcAAAAggTTTAAgTAAATATT'TgAAAggAccTTAcTTAcmT

TAgAcAcTgAAcATTTAgcTgATTTAmTccAgAgcgTATgATcATTA.TgAcA ,

gATcATgcTAAAAAAgATTcTgcTgAATTcmg-ÁAgTTAcAAgAAgATgcm

cATggAAAAAgTTgAATgcAgTTAAAmTAATcgcgTggATATTgTTgAccgT

GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCT~GA

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

. (SEQ ID NO:468)
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FlG. 123
ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTT.ACTTTTA

gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAATTcAAgTAAAmAg4TcATcAAcTAA

AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTGTACCTAAAGAT

gcAAAAcgTATcgTTgTATTAgAgTAcTcATr"L"gcAgATgcATTAgcAgcATT

AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGCGTATCATTA

AACCAGTTAGAGAAAAAA"ITGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA

gccAAAcTTAgAggAAATrAgTAAATTAmAccggA1'TTAATTATcgcTgATA

GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACTTGCACCAACATT

ATcATTAAAgAgT1TTgATggAgAcTAcAAAcAAAATATTAATTcgTTcm4

CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGCGTCTTGCTGA

gcATgATAAATTAATcAATAAgTATAAAgATgAAATTAml j IGATAGAAATC

AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC

TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTTGCATTAAG '

TgAcgATgTAAcAAAAggTTTAAgTAAATATTTgAAAggAccTTAcTTAcmT

TAGACACTGAACAI I'IAGCTGAI ! IAAATCCAGAGCGTATGATCATTATGACA

gATcATgcTAAAAAAgATI"cTgcTgAATI:cAAgAAgTTAcAAgmgATgcm

CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTTAATCGCGTGGATATI'GTTGACCGT

- GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTGA
ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:469)

FIG. 124
ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTI'L IA "

gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAATTcAAgTAAAmAgAATcATcAAcTm

AgATAcTATTTcggTAAAAgATgAAmTggTAcAgTAAAAgTAccT~gAT ,

- gcAAAAcg1"ATcgTTgTA,TTAgAgTAcTcATTTgcAgA'rgcATTAgcAgcATT
AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAG-AAMAACGTATCATTA

AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTCA '

GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCWTGATA

gcAgTAgAcATAAAggTATrAATAAAgAATTAAAcAmATTgcAccAAcATT

ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTC

CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGCGTCTTGCTGA

GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATITGATAG~TC
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AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCC

TATTcATATgTTggAcAATTTTTAAAcgAAcTAggATTTAAAAÂTgcATTmg

TGACGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATA'I l l GAAAGGACCTTACTTACAAT

TAGACACTGAACATTTAGCTGATTTTCCAGAGCGTATGATCATTATGACA

gATcATgcTAAAAAAgATTcTgcTgAATTcAAgAAgTT'AcAAgAAgATgcm

CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAATAATCGCGTGGATATTgitgaccgT '

GATGTTT'GGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTGA ·

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:470) "

FlG. 125
ATGAGAGGTCTAAAAACT1:TTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTT.4CTTTTA

gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAAT1'cAAgTAAAAAAgmTcATcAAcTm

AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAGTACCTAAAGAT

gcAAAAcgTATcgTTgTATTAgAgTAcTcATngcAgATgcATTAgcAgcATT

"AGACGTTCCAGWGGTAT1"GCTGATGATGGT4GCGTATCATTA '

AAccAgTTAgAgAAAAAATTggggATTATAcTTcTgTAggTAcAcgTAmcA

gccAAAcTTAgAAgAAATTAgTAAATTAAAAccggATTTmTTATcgcTgATA

gcAgTAgAcATAAAggTATTAATAAAgAATTAAAcAAAATTgcAccmcAn

Atcattaaagagttttgatggagactacaaacaaaatattaattcgttc

cAATTgcTAAAgcTTTAAATAAAgAAAAAgAAggcgAAmAcgTcTTgcTgA

gcATgATAAATTAATcAATAAgTATAAAgATgAAATTAAATTTgATAgmATc

AAAAAgTgcTTccAgcAgTAgTTgcTAAAgcTggnTATTAgcAcATccAAAc

TATTcATATgTTggAcAATTTTTAAAcgAAcTAggATTTAAAmTgcATTAAg

TgAcgATgTAAcAAAAggTTTAAgTAAATATTTgmAggAccTTAcTTAcAAT

TAgAcAcTgmcATTTAgcTgATTTAAATccAgAgcgTATgATcAITATgAcA

GATCATGCTAAAAAAGATTCTGCTG&ATTCAAGAAGTTACAAGAAGATGCAA

CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAAT4TCGCGT®ATATTGTTGACCGT

gATgTTTgggcAAgATcTcgTggcTTAATTTcTTcTgmgjTggcTAAAgA
' ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:471)
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FlG. 126 .
ATgAgAggTcTAAAAAcTn"rAgTATATTgggATTAATAgTTgccTTAcTTTTA

gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAATTcAAgTAAAAmgAATcATcAAcTm

AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTGAT

GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGT^CTCAT1"TGCAGATGCATTAGCAGCATT "

AgAcgTTAAAccAgTTggTATTgcTgATgATggIAAgAAAmAcgTATcATTA

AAccAgTTAgAgAAAAAATTggggATTATAcTTcTgTAggTAcAcgTAmcA

gccAAAcTTAgAAgAAATTAgTAAATTAAmccggATTTAATTATcgcTgATA

gcAgTAgAcATAAAggTATTAATAAAgAATTAAAcAAAA'rTgcAccmcATT

ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTC

cAATTgcTAAAgcTTTAAATAAAgAAAmgAAggcgAAAAAcgTcTTgcTgA

GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAAÍTTGATAGTC

AAAAAgTgcTTccAgcAgTAgTTgcTAAAgcTggTT'rATTAgcAcATccAAAc

TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTAAAAATGCATT4G

TgAcgATgTAAcAAAAggTTTAAgTAAATATTTgAmggAccTTAcTTAcAAT'

TAgAcAcTgAAcATTTAgcTgATTTAmTccAgAgcgTATgATcATTATgAcA

gATcATgcTAAAAAAgATTcTgcTgAATTcAAgAAgTTAcAAgmgATgcAA

cATggAAAAAgTTgAATgcAgTTAAAAATmTcgcgTggATATTgTTgAccg"r

gATgTTTgggcAAgATcTcgTggcTTAATTTcTTcTgAAgAmTggcTAAAgA

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:472)

FlG. 127
ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGITGCCTTACTTTTA

gTTgcAgcTTgTggTAATAcggATAATTcAAgTAAAmAgAATcATcmcTAA

AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCT~GAT

gcAAAAcgTATcgTrgTATTAgAgTAcTcATTTgcAgATgcATTAgcAgcATT

AGACGTIAATCCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAMAACGTATCATTA

AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGG'GATTATACTTC'TGTAGGTACACGTAAACA

GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAAC.CGGATTTAATTATCGCTGATA

gcAgTAgAcATÁAAggTATTAATAAAgAATTAAAcAAAATTgcAccmcATT

ATcATTAAAgAgTTrTgATggAgAcTAcAAAcAAAAcATTAATTcgTTc

CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAA&ACGTCTTGCTGA

GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAG~TC
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AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCC.4AAC

TATTCATATGTTGGACAAJ1TTTTAAACGAACTAGGATTTTGCATTAAg

TGACGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATATTTGAAAGGACCTTACTTACAAT

TAgAcAcTgAAcATTTAgcTgATTrAAATccAgAgcgTATgATcATTATgAcT

gATcAcgcTAAAAAAgATTcTgcTgAATTcAAgAmTTAcAAgAAgATgcm

cATggAAAAAATTgAATgcAgTTAmAATAATcgcgTggATATTgTTgAccgT'

gATgnTgggc4gATcTcgTggcTTmTncTTcTgmg.!TggcT~gA

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:473)

FlG. 128
.AcTgAAgAgAAAAcTgAAATgAcgAcAATAAAAgATgAATTAggmcTg~

AAATTAAgAAAAATccTAAAcgTgTTgTTgTATTAg.àTATAgTTTTgcTgAT '

TATTTAgcAgcATTAgATATgAmccTgTTggTATTgcAgATgATggcAgcAg

TAAAAATATAAcAAAgTcAgTAAgAgATmgATTggggcATATgAATcggTT

ggATcTAgATcgcAAccgAATATggAAgTgATAAgTAAATTAmAccggAn

TGATCATTGCAGATGTCAGCAGACATAAGAAAATCTCAGAATTGAgCAA

AATTGCGCCGACAATTATGTTAGTCAGTGGTACGGGAGATTACAATGC~TA

TTGAAGCATTTAAAACAGTCGCTAAAGCAGTTGGCAGAGAGGAAggCgA

AAAGCGTCTGGAAAAGCATGATAAAATATTAGCGGAGATTAGAAAGTT

gAAcAgAgTAcgTTAmATcTgcATTTgcAcn'ggTATcTcAAgAgcAggTAT

GTTTATTAATAATGAAGATACATTTATGGGACAATTTTTAATTTgggTA

TTCAACCTGAAGTCACAAAAGACAAAACTGCGCATGTGGGTGAACGCAAggg

TGGCCCTTATATTTATTTAAATAATGAAGAGCTTGCCAATATCAATCCg

TTATgATTTTAgccAcTgAcggAAAAAcggAcAAAAATAgAAcgAmTTcATT

gATccTgcAgTTrggAAATcATTAAAAgcTgTgAAAgATAAcAmgTTTATgA

cgTTgAccgAAATAAgTggTTgAAATcAAggggTAnATcgc^gTgAAAgT

ATggcAgAAgATTTAgAAAAAATTgcAgAAAAAgcAAmTm

(SEQ ID NO:474)

FlG. 129
ATggAAgTgATAAgTAAATTAAAAccggATTTgATcAngcAgATgTTAAcAg

AcATAAgAAAATcAAATcAgAATTgAgcAmATTgcTccgAcAATcATgTTA

GTTAGCGGTACGGGAGATTATAATGCAAATATTGAAGCATTTCAgTTgC
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TAAAgcAgTAggcAAAgAgAAAgAAggcgAgAAAcgTcTggAmAgcATgA

TAAAATATTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTTTCT

gcATTTgcATTcggTATcTcAAgAgcAggTATgTTTATTmTAATgmgATAc

ATTTATGGGACAATTCTTAATTAAAATGGGTATTCAACCTGAAGTCACg

ACAAAACTATGCATGTTGGTGAACGCAAGGGTGGTCCT1ATATTTATTTT

AATgAAgAAcTTgccAATATcAATccmAAgTTATgATl 1 LAGCCACTGACGG

AAAAAcggAcAAAAATAgAAcgAAATTcATTgATccTgcAgTTTggmATcA

TTAAAAgcTgTgAAAgATAAcAAAgTTTATgAcgTTgAccgAmÍAAgTggTT

GAAATCAAGGGGTATTATCGCAAGTGAAAGTATGGCAGAAGATTTAG

ATTGCAGAAAAAGCAAAATAA

. (SEQ ID NO:475)

FlG. 130
GTGAATAGGAATATCGTTAAATTAGTTGTGTTTATGCTAATCTTAGWgTAgCA

GTAGCGGGTTGTGGTCAAAAAGATACTGAAGAGAAAACTG~TGACGACAA

TAAAAgATgAATTAggAAcTgAAAAAATTAAgAAmATccTAAAcgTgTTgT '-
Tg'rATTAgAATATAgTTTTgcTgATTATTTAgcAgcATTAgATATgAmccTgT

TGGTATTGCAGATGATGGCAGCACTAAAAATATAACAAAGWAGTAAgAgAT

AAGATTGGGGCATATGAATCGGTTGGATCTAGACCGCAACCGAATATGgAAg

TgATAAgTAAATTAAAAccggAnTgATcATTgcAgATgTTAgcAgAcATAAg

AAAATcAAATcAgAATTgAgcAmATTgcTccgAcAATcATgTTAgTTAgcgg

TACCtGGAGATTATAATGCAAATATTGAAGCATTTAAA4CAGTCGCTAAAGCA

GTAGGCAAAGAGAAAGAAGGCGAGAAGCG1'CTGGAAAAGCATGATTA

TTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTTTCTGCATTTgC

ATTcggTATcTcAAgAgcAggTATgTTTATTAATmTgAAgATAcATTTATgg

GACAATTCTTAATTAAAATGGGTATTCAACCTGAAGTCACGACAAAACT '

ACGCATGTTGGTGAACGCAAGGGTGGTCCTTATATATATTTAAATMTGAAgA

ACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGACGGACgg

ACAAAAATAGAACGAAATTCATTGATCCTGCAGTTTGGAAATCATTAMAGCT

G·TGAAAGATAACAAAGTTTATGACGTTGACCGAAATAAGTGGTTG~TCAA

gggggATTATcgcAAgTgAAAgTATggcAgAAgATTTAgAAAmATTgcAgA

AAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:476)
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FlG. 131
gTgAATAggAATATcgTTAAATTAgTTgTgTTTATgcTmTcTTAgTTgTAgcA

GTAGCGGGTTGTGGTCAAAAAGATACTGAAGAGAAAACTG~TGACGACGA

TAAAAgATgAATTAggAAcTgAAAAAATTAAgAAmATccgAAAcgTATTgT

TgTATTAgmTATAgTTTTgcTgATTATTTAgcAgcATTAgATATgAAAccTgT

TggTATTgcAgATgATggTAgTAcTAAAAATATAAcAmgTcAgTAAgAgAT

AAGATTGGGGCATATGAATCGGTTGGATC'TAGACCGCAACCGAATATGGAAG

TGATAAGTAAATTAAAACCGGATTTGATTATTGCAGATGTCAGCAGACATAAG

AAAAT'CAAATCAGAATTGAGCTTGCGCCGACAATCATGTTAGTTAGCG

GTACGGGAGATTACAATGCAAATATTGAAGCATTTAAAACAGTCGCTGC

AGTTGGCAAA.GAGAAAGAAGGCGAAAAGCGTCTGGAAAAGCATAATT

ATTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTTTCTGCATI'T

GCATTTGGTATCTCAAGAGCAGGTATGTTTATTAATAATGAAGATACATTTAT

gggAcAATTcTTAATTAAAATgggTATTcAAccTgAAgTcAcAmAgAc~

ACTGCGCATGTTGGTGAACGCAAGGGTGGCCCTTATATTTATTT~TAATgA

AGAGCTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCTACGAATGGA

CAGATAAAAATAGAACGAAATTCATTGATCCTGCAGTTTGGAAATCATT

GCTGTGAAAGATAATAAAGTATATGATGTTGATCG~TAAGTGGTTGCAATC

AAGAGGTATTATGGCAAGTGAAAGTATGGCAGAAGATTTAGTTGCA

GAAAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:477)

FlG. 132
gTgAATAggAATATcgTIAAAcTAgTTgTgTnATgcTAATcTTAgTTgTAgcA

GTAGCGGGTTGTGGTCAAAAAGATACTGAAGAGCTGAAATGACGACAA

TAAAAgATgAATTAggAAcTgAAAAAATTAAgAAAAATccTAAAcgTgngT

TgTATTAgAATATAgTTTTgcTgAnATTTAgcAgcATTAgATATgAAAccTg7"

TGGTATTGCAGATGATGGCAGCAGTAAAAATATAACGTCAGTAAGAGAT

AAGATTGGGGCATATGAA1"CGGTTGGATCTAGACCGCAACCGAATATGGAAG

TGATAAGTAaattaMaccggatttgatcattgcagatgttagcagacataag '

AAAATcAAATcAgAATIUAgcAAAATTgcgccgAcAAnATgTTAgTcAgTgg

TACGGGAGATTACAATGCAAATATTGAAGCATTTAAAACAGTCGCTGCA

GTTGGCAAAGAGAAAGAAGGCGAGAAGCGTCTGGAAAAGCATGATTAT

TAgcggAgATTAgAAAgAAAATTgAAcAgAgTAcgTTAAÁATcTgcAnTgc
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ATTcggTATcTcAAgAgcAggTATgTTTATTAATAATgAAgATAcAnTATgg

GACAATTCTTACTIAAAATGGGTATTCAACCTGAAGTCACGACAAAACT

AcgcATgnNgTgAAcgcAAgggTggTccTTATATATATTTmATAATgmgA

ACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGACGGGCGG

acaaaaataGaacgaaattcattgatcctgcagtttggaaatcattgct

gTgAAAgATAAcAAAgTTTATgAcgTTgAccgAAAT=gTggTTgAAATcm

gggggATTATcgcAAgTgAAAgTATggcAgAAgATTTAgAAmAATTgcAgA

AAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:478)

FIG. 133
GTGAATAGGAATATCGTTAA4CTAGTTGTGTTCATGCTAATTTTAGTTGTAGCA

gTAgcgggTTgTggTcAAAAAgATAcTgAAgAgAAAAcT'gAmTgAcgAcm

TAAAAGATGAATTAGGAACTGAAAAAATTAAGAAAAATCCTCGTGTTGT

TGTATTAGAATATAGTTTTGCTGATTATTTAGCAGCATTAGATATGCCTGT

TggTATTgcAgATgATggcAgcAcTAAAAATATmcAAAgTcAgTAAgAgAT

AAGATTGGGGCATATGAATCGGTTGGATCTAGACCGCAACCGAAT-ATGGAAG

TgATAAgTAAATTAAAAccggATTTgATcAn"gcAgATgTTAgcAgAcATAAg

AAAATCAAATCAGAATTGA.GCA4AATTGCTCCGACAATCATGTTAGTTAGCGG

TACGGGAGATTATAATGCAAATATTGAAGCATTTAAAACAGTCGCTMAGCA

GTAGGCAAAGAGAAAGAAGGCGAGAAGCGTCTGGAAAAGCATGATTA

TTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTTTCTGCATTTGC

ATTcggTATcTcAAgAgcAggTATgTTTATTAATAATgAAgATAcAnTATgg

GACAATTCTTAATIAAAATGGGTATTCAACCTGAAGTCACAA&AGACAAAACT

AcgcATg'wggTgmcgcmgggTggTccTTATATATATTTmATmTg4gA

ACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGACGGAAAAACGG

ACAAAAATAGAACGAAATTCATTGATCCTGCAGTTTGGAAATCATTGCT

gTgAAAgATAAcAAAgTTTATgAcgTTgAccgAAATAAgTggTTgjTcAA

GGGGGATTATCGCAAGTGAAAGTATGGCAGAAGATTTAGAAAAAATTGCAGA

AAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:479)
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FlG. 134
GTGAATAGGAATATCGTTAAATTAGTTGTGTTTATGCTAATCTTAGTTGTAGCA

gTAgcgggTTgTggTcAAAAAgATAcTgAAgAgAAAAcTgmTgAcgAcAA

TAAAAGATGAATTAGGAACTGAAAAAÁTTAAGAAAAATCCTCGTGTTGT

. TgTATTAgAATATAgTTTTgcTgATImTTAgcAgcATTAgATATgAAAccTg1"
' TggTATTgc.AgATgATggcAgcAcTAAAAATATAAcmAgTcAgTAAgAgAT

mgATTggggcATATgmTcggTTggATcTAgAccgcAAccgAATATggAAg

TgATAAgTAAATTAmAccggATTTgATcATTgcAgATgTTAgcAgAcATAAg

AAAATcAAATcAgAATTgAgcAmATTgcTccgAcAATcATgTTAgTTAgcgg

TÁCGGGAGATTATAATGCAAATATTGAAGCATTTCAGTCGCTAAAGCA

gTAggcAAAgAgAAAgAAggcgAgAAgcgTcTggAAmgcATgATAmATA

TTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTTAAAATCTGCATTTGC

ATTcggTATcTcAAgAgcAggTATgTTTATTAATAATgAAgATAcAnTATgg

. gAcAATTcTTAATTAAAATgggTATTcAAccTgAAgTcAcAmAgAcAAAAcT

ACGCATGTTGGTGAACGCAAGGGTGGTCCTTATATATATTTAAATAATGMGA

ACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGACGGCGG

AcAAAAATAgAAcgAAAn"cAT:rgATccTgcAgTTTggAAATcATTAmAgcT

gTgAAAgATAAcAAAgTTjrATgAcgTTgAccgAAATAAgTggTTgAmTcAA

gggggATTATcgcAAgTgAAAgTAT'ggcAgAAgATTTAgAAAmATTgcAg-A

AAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:480)

FlG. 135
ATgAcgAcAATAAAAgATgAATTAggAAcTgAAAAAATTmgAAAAATccTA

AACGTGTTGTTGTATTAGAATATAGTTTTGCTGATTATTTAGCAGCATTAGATA

· TgAAAccTgTTggTATTgcAgATgATggcAgcAcTAAmATATAAcAAAgTcA
gTmgAgATAAgATTggggcATATgAATcggTTggATcTAgAccgcAAccgA

ATATGGAAGTGATAAGTAAATTAAAACCGGATTTGATCATTGCAGATGTTAGC

AGACATAAGAAAATCAAATCAGAATTGAGCTTGCTCCGACAATCATGT

TAgTTAgcggTAcgggAgATrATAATgcAAATATTgAAgcATTTAmAcAgTc

GCTAAAGCAGTAGGCAAAGAGAAAGAAGGCGAG4GCGTCTGGAAAAGCAT

gATAAAATATTAgcggAgATImAAAgAAAATTgAAcAgAgTAcgTTT

cTmAnTgcAwcggTATcTcmgAgcAggTATgmATT4T4TgmgAT

AcATTTATgggAcAATrcTTAATTAAAATgggTATTcAAccTgAAgTcAc
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AgAcAAAAcTAcgcATgTI'ggTgAAcgcAAgggTggTccTTATATATATTTm

ATAATGAAGAACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGAI'L ITAGCCACTGAC

GGAAAAACGGACAAAAATAGAACGAAATTCATTGATCCTGCAGTTTGGT

CATIAAAAGCTGTGAAAGATAACAAAGTTTATGACGTTGACCG~TAÁGTG

GTTGAAATCAAGGGGGATTATCGCAAGTGAAAGTATGGCAGAAGATTTAGAA

AAAATTGCAGAAAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NÒ:481)

FlG. 136
GTGAATAGGAATATCGTTAAACTAGTTGTGTTCATGCTAATTTTAGTTGTAGCA

gTAgcgggTTgTggTcAAAAAgATAcTgAAgAgAmAcTgAAATgAcgAcm

TAAAAGATGAATTAGGAACTGAAAAAATTAAGAAAAATCCT~CGTGTTGT
tgtattagaatatagttttgctgattatttagcagcattagatatgUacctgt

' TggTATTgcAgATgATggcAgcAcTAAAAATATAAcAmgTcAgTAAgAgAT

AAgATTggggcATATgAATcggTTggATcTAgAccgcAAccgmTATgg^g

TgATAAgTAAATTAAAAccggATTTgATcATTgcAgATgTTAgcAgAcATm.g

AAAATcAAATcAgAATTgAgcAAAATTgcTccgAcmTcATgTTAgTTAgcgg

TAcgggAgATTATAATgcAAATATTgAAgcATTTAAm&cAgTcgcT'AAAgcA

GTAGGCAAAGAGAAAGAAGGCGAGAAGCGTCTGGAAAAGCATGATTA

TTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTT4AATCTGCATTTGC

ATTCGGTATCTCAAGAGCAGGTATGTTTATT4T4TGAAGATACATTTATGG

gAcAATTcTTAATIAAAATgggTATTcAAccTgAAgTcAcAAAAgAcAmAcT

AcgcATgTTggTgAAcgcAAgggTggTccTTATATATATTTAAATmTgAAgA

ACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGACGGAAAAACGG

ACAAAAATAGAACGAAATTCATTGATCCTGCAGTTTGGAAATCATTGCT

GTGAAAGATAACAAAGTTTATGACGTTGACCGAAATAAGTGGTTGTCAA

gggggATTATcgcAAgTgAAAg'rATggcAgAAgATTTAgAAmAATTgcAgA

AAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:482)

FIG. 137
ATGACGACAATAAAAGATGAATTAGGAACTGAAAAAATTAAGAMAATCCTA

AAcgTgTmTgTATTAgAATATAgTTTTgcTgATTATTTAgcAgcATTAgATA

TGAAACCTGTTGGTATTGCAGATGATGGCÁGCACIAAAAATATAAC~GTCA
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GTAAGAGATAAGATTGGGGCATATGA4TCGGTTGGATCTAGACCGCAACCGA

ATATggAAgTgATAAgTAAATTAmAccggATTTgATcATTgcAgATgTTAgc

AGACATAAGAAAATCAAATCAGAATTGAGCTTGCTCCGACAATCATGT

TAgTTAgcggTAcgggAgATTATAATgcAAATATTgAAgcATTTAAmcAgTc

gcTAAAgcAgTAggcAAAgAgAAAgAAggcgAgAAgcgTcTggAAmgcAT

GATAAAATATTAGCGGAGATTAGAAAGAAAATTGAACAGAGTACGTTT

CTGCATTTGCATTCGGTATCT'CAAGAGCAGGTATGTTTATTAAT4TGAAGAT

ACATTTATGGGACAATTCTTAAT"TAAAATGGGTATTCAACCTGAAGTCAC^

AgAcAAAAcTAcgcATgTTggTgAAcgcAAgggTggTccTTATATATAnTAA

ATAATGAAGAACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGAC

GGAAAAACGGACAAAAATAG.AACGAAATTCATTGATCCTGCAGTTTGGAAAT

cATTAAAAgcTgTgAAAgATAAcAmcTTTTATgAcgTTgAccgAAATAAgTg

GTTGAAATCAAGGGGGATTATCGCAAGTGAAAGTATGGCAGAAGATTTAGAA

AAAATTGCAGAAAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:483)

FlG. 138
GTGAATAGGAATATCGTTAAACTAGTTGTGTTTATGCTAATCTTAGTTGTAGCA

GTAGCGGGTTGTGGTCAAAAAGATACTGAAGAGAAAACTGTGACGACAA

TAAAAgATgAATTAggAAcTgAAAAAATTAAgAAAmTccTAAAcgTgTTgT

TGTATTAGAATATAGTTTTGCTGATTATTTAGCAGCATTAGATATG~CCTGT

TGGTATTGCAGATGATGGCAGCAGTAAAAATATAACAAAGTCAGTA4GAGAT

AAgATTggggcATATgAATcggT'rggATcTAgAc.cgcAAccgAATATggAAg-

TGATAAGTAAATTAAAACCGGATTTGATCATTGCAGATGTTAGCAG-ACATAAG

. AAAATCAAATC.AGAATTGAGCAAAATTGCGCCGACAAWATGTTAGTCAGTGG
TACGGGAGATTACAATGCAAATATTGAAGCATTTAAAACAGTCGCTGCA

GTTGGCAAAGAGAAAGAAGGCGAGAAGCGTCTGGAAAAGCATGATTAT

TAgcggAgATTAgAAAgAAAATTgAAcAgAgTAcgTTAAAATcTgcATngc

ATTcggTATcTcAAgAgcAggTATgTTTATTAATmTgAAgATAcATTTATgg

GACAATTCTTACTIAAAATGGGTATTCAACCTGAAGTCACAAAAGACCT

ACGCATGTTGGTGAACGCAAGGGTGGTCCTTATATATATTTAAATAATGAAGA

ACTTGCCAATATCAATCCAAAAGTTATGATTTTAGCCACTGACGGGCGG

AcAAAAATAgAAcgAAATTcATTgATccTgcAgTTTggAAATcATTAAmgcT

gTgAAAgATAAcAAAgTTrATgAcgTTgAccgmTAAgTggTTgAAATcm
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gggggATTATcgcAAgTgAAAgmTggcAgAAgATTTAgmAmATTgcAgA

AAAAGCAAAATAA

(SEQ ID NO:484)

FlG. 139
, GGTAGCGA'CGATAATGGCTCGTCTAAATCGCCGTACCATAG4TTGTTTCGTT

AATGCCTAGTAA'TACTGAAATTTTATATGAATTAGGATTAGGTAAATACATAG '

TTGGTGTTTCAACGGTTGATGATTATCCAAAAGATGTGAAAAAGGGTAAG

caatitgatgctttgaatctaaataaagaggaacttttaaaggcmagccaGa

TCTAATTCTTGCGCATGAGTCGCAAAAGGCAAC'TGCAAATAAAGTATTGTCAT

CATTAGAGAAACAAGGCATCAAAGTAGTGTATGTTAAAGAI'GCAC.AATCAAT

TgATgAAAcTTAcAAcAcATTTAAgcAAAngggAAATTAAcgCATcATgATA

AgcAggcTgAAcAAcTTgTTgAggAAAcTAAAgATAATATcgATAmgTcAT

AgATTcAATTccTgcTcATcATAAAAAATcAAmgTATTTATTgAggTTTcATc

AAAGCCTGAAATATATACAGCAGGGAAGCATACATTTTTCAATGATATGTTAG

AAAAATTAGAAGCCCAAAATGTTTATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAP

ACGAAGGAAAGTATTATTAAAAAGAACCCAGATATATTAATTTCGACGG4G

cTAAgAcAAgATcAgATTATATggATATcATcAAAmAAgAggTggATTcm

TAAAATTAATgcTgTcAAgAATAcAcgTATTgAAgTTgTAmTggTgATgAAg

- TgTcAAgAccAggTccAcgTATTgATgAAggATTAAAAgmTTmgAgATgc

AATTTATAGAAAATAA

(SEQ ID NO:485)

FIG. 140

GTGAAGAAATCGTTAATTGCTTTTATTTTGATTTTTATGCTTGTTCTGAGTGGC

TgTggTATgAAAgATAATgATAmcAAggTAgcgATgATAATggcTcgTcTÁ

AATcgccgTAccATAgAATTgTTjrcgTTAATgccTAgTAATAcTgAAAmTAT

ATgAATTAggATTAggTAAATAcATAgTTggTgTTTcmcggTTgATgATTAT

ccAAAAgATgTgAAAAAgggTAAgAAAcAATTTgATgcTTTgAATcTAmTA

AAGAGGAACI l l IAAAGGCAAAGCCAGATCTAATTCTTGCGCATGAGTCGCAA

AAGGCAACTGCTAATAAAGTATTGTCATCATTAGAGCAAGGCATCAAAG

TAgTgTATATTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcTTAcAAcAcAnTAAg

cAAATTgggAAATTAAcgcATcATgATAAgcAggcTgmcAAcTI'gTTgAgg .

AAACTAAAGATAATATCGATAAAGTCATAGATTCAATTCCTGCTCATCAT
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AAATCAAAAGTATTTATTGAGGTTTCATCGCCTGAAATATATACAGCAGG

GAAGCATACATTTTTCAATGATATGTTAGAAAAATTAGAAGCCCTGTTT

ATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAACGAAGGAAAGTATTATT

GAACCCAGATATATTAATTTCGACGGAAGCT4GACAAGATCAGATTATATGG

ATATcATcAAAAAAAgAggTggATTcAATAAAATTmTgcTgTcAAgAATAc

AcgTATTgAAgTAgTAAATggTgATgmgTATcAAgAccAggTccAcgTATTg

ATgAAggATTAAAAgAATTAAgAgATgcAATrIATAgAmATm

(SEQ ID NO:486)

FlG. 141
GTGAAGAAATCGTTAATTGCTTTTATTITGATTTTTATGCTTGTCCTGAGTGGC

tgtggtatgaaagataatgatmacaaggtagcGatgataatggctcgtcta

. mTcgccgTAccATAg4ngnTcgTTmTgccTAgTmTAcTg-~mTAT

- . ATGAATTAGGATTAGGTAAATACATAG'TTGGTGTTTCAACGGTTGATGATTAT
ccAAAAgATgTgAAAgAgggTAAgAAAcAAnTgATgcTTTgAATcTAAATA

AAGAGGAACTTTTAAAGGCAAAGCCAGATCTAATTCTTGCGCATGAGTCGCAA

AAGGCAACTGCTAATAAAGTATTGTCATCATTAGAGAAACAAGGCATC~G '

TAgTgTATgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcATAcAAcAcATnAAg

· CAAATTGGGAAATTAACGCATCATGATAAGCAGGC'TGAACAACTTGTTGAGG

AAACTAAAGATAATATCGATAAAGTCATAGATTCAATTCCTGCTCATCAT

AAATCAAAAGTATTTATTGAGGTTTCATCAAAGCCTG~TATATACAGCAGG '

GAAGCATACATTTTTTAATGATATGTTAGAAAAATTAGAAGCCCTGTTT

ATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAACGAAGGAAAGTATTATT

GAACCCAGATATATTA-ATTTCGACGGAAGCTAAG.ACAAGATCAGATTATATGG

ATATCATCAAAAAAAGGGGTGGATTCAATAAAATTAATGCTGTC4GAATAC

ACGTATTGAAGTTGTAAATGGTGATG-AAGTA-TCAAGACCAGGTCCACGTATTG

" ATCAAGGATTAAAAGAATTAAGAGATGCAATTTATAGTAA

(SEQ ID NO:487)

FlG. 142
gTgAAgAAATcgTTAATTgcTTTTATTTTgATTTTTATgcTTgT'rcTgAgTggc

TgTggTATgAAAgATAATgATAAAcAAggTAgcgAcgATmTggcTcgTcTA

AATCGCCGTACCATAGAATTGTTTCGTTAATGCCTAGTAATACTGAAATTTTAT

ATgmTTAggAnAggTmTAcATAgT'rggTgnTcmcggTTgATgATTAT'
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CCAAAAGATGTGAAAAAGGGTAAGAAACAATTTGATGCTTTGAATCTTA

AAgAggAAcTmAAAggcAAAgccAgATcTAATTc.TTgcgcATgAgTcgcAA

AAGGCAACTGCTAATAAAGTATTGTCATCATTAGAG~CAAGGCATCAAAG

TAgTgTATgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcTTAcAAcAcATnAAg

. cAAATTgggAAATTAAcgcATcATgAAmgcAggcTgAAcAAc'TTgTTgAgg
AAAcTAAggATAATATcgATAAAgTcATAgATTc.gTTccTgcTcATcAT~

AAATCAAAAGTATTTATTGÁGGTTTCATCAAAGCCTGTATATACAGCAGG

gAAgcATAcATTTTTcAA'rgATATgTTAgAAAAATTAgAAgcccAmATgTw

ATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAACGAAGGAAAGTATTATT

gAAcccAgATATATTAATTTcgAcggmgcTAAgAcAAgATcAgATTATATgg

ATATcATcAAAAAAAgAggTggATTcAATAAAATTmTgcTgTcAAgAATAc

ACGTATTG·AAGTTGTAAATGGTGATGAAGTATCAAGACCGGGTCCACGTATTG

ATgAAggATTAAAAgAATmÁgAgATgcAATTTATAgAmATAA

(SEQ ID NO:488)

FlG. 143
GTGAAGAAATCGTTAATTGCTITTATITTGATTTTTATGCTTGTCCTGAGTGGC

TGTGGTATCAAAGATAATGATAAAC^GGTAGCAATGATAATGGC7'CGTCTA

AATCGCCGTACCATAGAATTGTTTCGTTAATGCCTAGTAATACTGTTTTAT

ATGAATTAGGATTAGGTAAATACATAGTTGGTGTTTCAACGGTTGATGATTAT

ccAAAAgATgTgAAAgAgggTAAgAmcAATTTgATgcTTTgAATcTmATA

AAGAGGAACTTTTAAAGGA4AAGCCAGATCTAA'TTCTTGCGCA.TGAGTCGCA

AAAggcAAcTgcTAATAAAgTATTgTcATcATTAgAgmAcAAggcATc

gTAgTgTATgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcATAcAAcAcATTT'm

gcAAATTgggAAATTAAcgcATcATgATAAgcAggcTgmcAAcTTgTTgAg

gAAAcTAAAgA1AATATcgAjAAAgTcATAgATTcAATTccTgcTcATcATm

" AAAATCAAAAGTATTTATTGAGGTTTCATCAAAGCCTGAAATATATACAG'CAG

gAAAgcATAcATTTrrcAATgATATgrTAgAAAAATTAgA-AgcccAAAATgTT

TATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAACGAAGGAAAGTATTATTA

GAACCCAGATATATTAAÍTTCGACGGAAGCTAAGACAAGATCAGATTATATGG

ATATcATcAAAAAAAgAggTggATTcAATAAAATTAATgcTgTcAAgmTAc

ACGTATTGAAGTTGTAAATGGTGATGAAGTATCAAGACCCGGTCCACGTATTG

ATgAAggATTAAAAgAATI:AAgAgATgcAATTTATAgAAmTm

(SEQ ID NO:489)
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FlG. 144
gTgAAgAAATcgTTAATrgcTTTTATTTTgATTTTTATgcTTgTccTgAgTggc

TgTggTATgAAAgATAATgATAAAcAAggTAgcAATgATmTggcTcgTcTA

AATcgccgTAccATAgAATrgTTTcgTTAATgccTAgTAATAcTgAAATTnAT

ATGAATTAGGATTAGGTAAATACATAGTTGGTGTTTC4CGGTTGATGATTAT

CCAAAAGATGTGAAAAAGGGTAAGAAACAATTTGATGCTTTGAATCTTA

AAgAggAAcTTTTAAAggcAmgccAgATcTAATTcTTgcgcATgAgTcgcm

AAggcAAcTgcTAATAAAgTÁTTgTcATcATTAgAgjcAAggcATcAAAg

TAgTgTATgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcTTAcmcAcATTTAAg

. ' cAAAj:T'gggAAATTAAcgcATcATgATmgcAggcTgAAcAAcTTgTTgAgg
AAACTAAAGATAATATCG,ATAAAGTCATAGATTCAATTCCTGCTCATCAT~

AAATCAAAAGTATTTATTGAGGTTTCATCAAAGCCTGTATATACAGCAGG

gAAgcATAcATTTTTTAATgATATgTTAgAmAATTAgAAgcccAmATgTgT

ATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAACGAAGGAAAGTATTATT

GAACCCAGATATATTAATTTCGACGGAAGCTAAGACAAGATCAGATTATATGG

ATATcATcAAAAAAAgAgg'jx3gAT'rcAATAAAATTAATgcTgTcAAgAATAc

ACGTATTGAAGTTGT~TGGTGATGAAGTATCAAGACCAGGTCCACGTATTG

ATGAAGGATTAAAAGAATTAAGAGATGCAATTTATAGTAA

(SEQ ID NO:490)

FlG. 145
GTGAAGAAATCGTTAAT'TGCTTTTAL I ITGATTTTTATGCTTGTCCTGAGTGGC

TgTggTATgAAAgATAATgATAAAcAAggTAgcgATgATmTggcTcgTcTA

AATcgccgTAccATAgAATTgTTTcgTTAATgccTAgTAATAcTgAAATTT'rAT

ATgAATTAggATTAggTAmTAcATAgTTggTgTTTcAAcggTTgATgATTAT '

CCAAAAGATGTGAAÁGAGGGTAAGAAACAATTTGATGCTTTGAATCT&AATA

AAgAggAAcTTTTAAAggcAAAgccAgATcTAATTcngcgcATgAgTcgcm
AAGGCÁACTGCTAATAAAGTATTGTCATCATTAGAGAAACAAGGCATCG

TAgTgTATgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcATAcmcAcATTTAAg

' cAAATTgggAAATTAAcgcATcATgATAAgcAggcTgAAcAAcTTgngAgg

AAACTAAAGATAATATCGATAAAGTCATAGATTCAATTCCTGCTCATCAT

AAATcAAAAgTATTTATTgAggTTTcATcAAAgccTgAmTATATAcAgcAgg

gAAgcATAcATTTTTTAATgATATgTTAgÁAAAATTAgAAgcccAmATgm
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ATAGTGACATTAATGGTTGGAACCCTGTAACGAAGGAAAGTATTATT

GAACCCAGATATATTAATTTCGACGGAAGCTAAGACAAGATCAGATTATATGG

ATATcATcAAAAAAAggggTggATTcAATAAAATImTgcTgT'cAAgAATAc

ACGTATTGAAGTTGTAAATGGTGATGAAGTATCAAGACCAGGTCCACGTATTG

ATGAAGGATTAAAAGAATTAAGAGATGCAATTTATAGTAA

(SEQ ID NO:491

FlG. 146
' ATGAAAGATAATGÁTAAACAAGGTAGCAATGATA4TGGCTCGTCTAAATCGC

CGTACCATAGAATTGTTTCGTTAATGCCTAGTAATACTGAAATTTTATATGAAT

TAGGATTAGG'IAAATACATAGTTGGTGTTTCAACGGTTGATGATTATCC

gATgTgAAAAAgggTAAgAAAcAATTTgATgcTrrgAATcTAAATAAAgAgg

AACTITTAAAGGCAAAGCCAGATCTAATTCTTGCGCATGAGTCGCMAAGGCA

AcTgcTAATAAAgTATTgTcATcATTAgAgAAAcAAggcATcAAAgTAg'rgTA

TgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcTTAcAAcAcATTTAAgcAmTTg

GGAAATTAA"CGCATCATGATAAGCAGGCTGAACAACTTGTTGAGG^CTAA

AgATAATATcgATAAAgTcATAgATTcAATTccTgcTcATcATAAAmATcm

AAGTATTTATTGAGGTTTCATCGCCTGAAATATATACAGCAGGGAAGCAT

AcATTTTTTAATgATATgTTAgAAAAATTAgmgcccAAAATgTgTATAgTgA

cATIAATggTTggAAcccTgTAAcgAAggAAAgTATTATTAAmAgAAcccA

gATATATTAATTTcgAcggAAgcTAAgAcmgATcAgATTATATggATATcAT

cAAAAAAAgAggTggATTcAATAAAATTAATgcTgTcAAgmTAcAcgTATT

GAAGTTGTAAATGGTGATGAAGTATCAAG'ACCAGGTCCACGTATTGATGAAG

GATTAAAAGAATTAAGAGATGCAATTTATAGTAA

(SEQ ID NO:492)

FlG. 147
gTgAAgAAATcgTTAATTgcm'TAnTTgATTTTTATgcTTgTccTgAgTggc

TGTGGTATGAAAGATAATGATAAACAAGGTAGCAATGAT4T®CTCGTCTA

AATCGCCGTACCATAGAATTGTTTCGTTAATGCCTAGTAATACTGAAATI"1 LAT

ATgAATTAggATjrAggTAAATAcATAgTTggTgTTTcAAcggTTgATgATTAT

CCAAAAGATGTGAAAAAGGGTAAGAAACAATITGATGCTTTGAATCT~TA

^gAgg4cnn~ggc~gccAgATcTmncTTgcgcATgAgTcgcm

AAggcAAcTgcTAATAAAgTATTgTcATcATTAgAgAAAcmggcATcAAAg
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TAgTgTATgTTAAAgATgcAcAATcAATTgATgAAAcTTAcAAcAcATTTmg

cAAATTgggAAATTAAcgcATcATgATAAgcAggcTgAAcmc1"TgTTgAgg

AAACTAAAGATAATATCGATAAAGTCATAGATTCAATTCCTGCTCATCAT

AAATCAAAAGTAT7TATTGAGGTTTCAT'CAAAGCCTGTATATACAGCAGG

GAAGCATA.CA'I l l'l'l TAATGATATGTTAGAAAAATTAGAAGCCCTGTGT

ATAgTgAcATIAATggTTggAAcccTgTAAcgAAggAAAgTAnATTAAAAA

GAACCCAGATATATTAATTTCGACGGAAGCTAAGACAAGATCAGATTATATGG

ATATcATcAAAAAAAgAggTggATTcAATAAAATTAATgcTgTcAAgmTAc

ACGTATTGAAGTTGTAAATGGTGATGAAGTATC4GACCAGGTCCACGTATTG

ATGAAGGATTAAAAGAATIAAGAGATGCAATTTATAGTAA

(SEQ ID NO:493)

FlG. 148
ATgAA^gATAATgATAAAcAAggTAgcAATgATAATggcTcgTcTAmTcgc

cgTAccATAgAATTgTTTcgTrAATgccTAgTAATAcTgAAATTTTATATgmT

TAGGATTAGGTAAATACATAGTTGGTGTTTCAACGGTTGATGATTATCC

GATGTGAAAAAGGGTAAGAAACAATTTGATGCTTTGAATCTAA-ATMAGAGG

AACTTTTAAAGGCAAAGCCAGATCTAATTCTTGCGCATGAGTCGCGGCA

ACTGCTAATAAAGTATTGTCATCATTAGAGAAACAAGGCATC4AAGTAGTGTA

TGTTAAAGATGCACAATCAATTGATGAAACTTACAACACATTTAAGCAAATTG

GGAAATTAACGCATCATGATAAGCAGGCTGAACAACTTGTTGAGGCTAA

AgATAATATcgATAAAgTcATAgATTcAATTccTgcTcATcATAmAAATcm

AAGTATTTATTGAGGTTTCATCAAAGCCTGTATATACAGCAGGGAAGCAT

ACATTTTTTAATGATATGTTAGAAAAATTAGAAGCCCTGTGTATAGTGA

cATTAATggTTggAAcccTgTAAcgAAggAAAgTATTATTAmAAgAAcccA

gATATATTAAT'rTcgAcggAAgcTmgAcAAgATcAgATTATATggATATcAT

cAAAAAAAgAggTggATTcAATAAAATIAATgcTgTcAAguTAcAcgTATT

gAAgTTgTAAATggrgATgAAgTATcmgAccAggTccAcgTATTgATgAAg

GATTAAAAGAATTAAGAGATGCAATTTATAGAAAATAA

(SEQ ID NO:494)

FlG. 149
GTGAAGAAATCGTTAATTGCTTTTATTTTGA'J n rTATgcTTgTccTgAgTggc

TGTGGTATGAAAGATAATGATAAACAAGGTAGCAATGAT4TGGCTCGTCTA
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AATCGCCGTACCATAGAATTGTTTCGTTAATGCCTAGTAATACTGTTTTAT

ATg4nAgg.AnAggT~TAcAT-AgTTggTgT'TrcmcggngATgAnAT

CCAAAAGATGTGAAAGAGGGTAAGAAACAATTTGATGCTTTGAATCT^TA

AAgAggAAcTTTTAAAggAAmgccAgATcTAATTcTTgcgcATgAgTcgcA

AAAggcAAcTgcTAATAAAgTATTgTcATcATTAgAgAmcAAggcATc

GTAGTGTATGTTAAAGATGCACAATCAATTGATGAAACATAC&ACACATTTAA

GCAAATTGGGAAATTAACGCATCATGA'TAAGC.AGGCTGAACAACTTGTTGAG

GAAACTAAAGATAATATCGATA4GTCATAGATTCAATTCCTGCTCATCATAA

AÁAATCAAAAGTATTTATTGAGGTTTCATCAAAGCCTG~TATATACAGCAG

gAAAgcATAcATTTTTcAATgATATgTTAgAAAAATTAgAAgcccAmATgTT

TATAgTgAcATTAATggTrggAAcccTgTAAcgAAggAAAcnATTATTAmm

gAAcccAgATATATTAAITTcgAcggAAgcTmgAcAAgATcAgATTATATgg-

ATATCATCAAAAAAAGAGGT'GGATTCAATAAAATTAATGCTGTCAAG=TAC

. AcgTATTgAAgTTgTAAATggTgATgAAgTATcmgAcccggTccAcgTATTg

ATGAAGGATTAAAAGAATTAAGAGATGCAATTTATAGTAA

(SEQ ID NO:495)

FlG. 150
AgTgATAAgTcAAA"rggcAAAcTAAAAgTAgTAAcgAcgAATTcA-ATTTTATA

TGATATGGCTAAAAATGTTGGTGGAGACAACGTCGATATTCATAGTATTGTAC

CTGTTGGTCi§AGATCCTCATGAATATGAAGTTAAACCTAAAGATATTG

TTAAcTgAcgcTgAcgTTATTITATAcAAcggATTAAAnTAgAgAcTggTAA

CGGTTGGII lgAAAAAgccTTAgAAcAggcTggTAAATcATTAAmgAT

AAAgTTATcgcAgTATcAAAAgATgTTAAAccTATcTATTTAAAcggTg.üg'A

AGGCAACAAAGATAAACAAGATCCACACGCATGGTT=GTTTAGATAACGGT

ATTAAATAcgTAAAAAcAATTcAAcAAAcATTrATcgATAAcgAcmAAAAc

ATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAACAAATACATTGCTCAATTGG

ATImATAATgAcAgTAAAgAcAAATTTAATgAcATTccAmAgAAcAAcgT

, gccATgATTAcAAgTgAAggTgccT:rcAAgTAcTTcTcAmAcAATAcggTAT
TAcAccAggTrATATTTgggAAATTAAcAcTgAmAAcAAggTAcAccAgm

cAAATgAgAcAAgcTATTgAgTTTgTTAAAAAgcAcAAATTAmAcAcTTATT

, AGTAGAAACAAGTGTTGATAAGAAAGCAATGGAAAGTTTATCTGAAGCG
AAGAAAGATATCTTTGGTGAAGTGTACACAGATTCAATCGGT~GAAGGCA



'%. K'±:X=4"-""k.*^d¥++t~µ_^i'±R-«_m*"~«e"~="=" " - '"" &~T4

83/112

CTAAAGGTGACTCTTACTACAAAATGATGAAATCAAATATTGAAACTGTACAC

GGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:496)

FlG. 151
ATgAAAAAATIAgTAccTT1mTATTAgccTTATTAcTTcTAgTTgcTgcATgT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTGTAG

TAACGACGAATTCAATTIJATATGATATGGCTAAAAATGTTGGTGGAGACAAC

gTcgATATTcATAgTATTgTAccTgTTggTcmgATccTcATgAATATgAAgTT

AAAccTAAAgATATTAmAAgTTAAcTgAcgcTgAcgTTATTTTATAcAAcgg

ATTAAATTTAgAgAcTggTAAcggrrggTTTgAAAAAgccTTAgA_AcAggcTg

gTAAATcATTAAAAgATAAAAAAgTTATcgcAgTATcAAAAgATgTTAmccT

ATCTATTIAAACGGTGAAGAAGGCAACAAAGATCAAGATCCACACGCAT

ggTTAAgTTrAgATAAcggTATTAAATAcgTAAAAAcAATTcAAcmAcATTT

ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAAC~T

AcATTgcTcAATTggAAÁAATTAAATAATgAcAgTAAAgAcmATTTAATgAc

ATTCCAAAAGAACAACGTGCCATGATTACAÁG'L'GAAGGTGCCTTCAAGTACTT

CTCAAAACAATACGGTATTACACCAGGTTATATTTGGGAAATT.AACACTG

AAcAAggTAcAccAgAAcAAATgAgAcAAgcTATTgAgTTTgTTAmAAgcA

CAAATTAAAACACTTATTAGTAGAAACAAGTGTTGATAAGGCAATGGAA

AGTTTATCTGAAGAAACGAAGGATATCTTTGGTGAAGTGTACACAGATTC

AATCGGTAAAGAAGGCACTAAAGGTGACTCTIACTACAAAATGATG^TCA

AATATTGAAACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:497)

FlG. 152
ATGAAAAAATTAGTACCTTTATTATTAGCCTTATTACTTCTAGTTGCTGCATGT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTAA&AGTAG

TAAcgAcgAATTcAATTTTATATgATATggcTAmAATgTTggTggAgAcAAc
GTCGATÁTTCATAGTATTGTACCTGTTGGTCAAGATCCTCATGAATATG4GTT

AAAccTAAAgATATTAAAAAgTTAAcTgAcgcTgAcgTTAnTTATAcAAcgg

ATTAAATTTAgAgAcTggTAAcggTTggTTTgAAAAAgccTTAgmcAggcTg

gTAAATcATTAAAAgATAAAAAAgTTATcgcAgTA'rcAAAAgATgTTAmccT

ATcTATTTAAAcggTgAAgAAggcAAcAAAgATAAAcmgATccAcAcgcAT
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GGITAAGTTTAGATAATGGTATTAAATACGTAAAAACAATTC4CAAACATW

ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAAC~T

AcATTgcTcAATTggAAAAATTAAATAATgAcAgTAAAgAcmATTTAATgAc

ATTCCAAAAGAACAACGTGCCATGATTAC4GTGAAGGTGCCTTCAAGTACTT

cTcAAAAcAATAcggTATTAcAccAggTTATATTTgggAmTTAAcAcTg

AACAAGGTACACCTGAACAAATGAGACAAGCTATTGAGTTTGTTAAAAAGCA

caaattaaaacacttattagtagaaacaaGtgttgataag~gcaatggaa

AgTnATcTgAAgAAAcgAAgAmgATATcTTTggTgAAgTgTAcAcAgATTc

AATCGGTAAAGAAG'GCACTAAAGGTGACTCTTACTAC~TGATGAAATCA

AATATTGAAACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SBÇ2 ID NO:498)

FlG. 153
ATGAAAAAATTAGTACCTTTATTATTAGCCTTATTACTTTTAGTTGCTGCATGT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTC~TGGCAAACTAAAAGTAG

TAAcgAcgAATTcAATTTTATATgATATggcTAAAAATgTTggTggAgAcmc

gTcgATATTcATAgTATTgTAccTgTTggTcmgAT'ccTcATgAATATgAAgTT

AAAccTAAAgATATTAAAAAgTTAAcTgAcgcTgAcgTTATTTTATAcmcgg

ATIAAAjmjAgAgAcTggTAAcggTTggTTTgAmAAgccTTAgAAcAggcTg

GTAAATCATTAAAAGATAAAAAAGTTATCGCAGTATCAAAAGATGTTJCCT

ATCTATTTAAACGGTGAAGAAGGCAACAAAGAT~CAAGATCCACACGCAT

GGTTAAGTTTAGATAACGGTATTAAATACGTAAAAACAATTCAACCATTT

ATcgATAAcgAcAAAAAAcATAAAgcAgATTATgAAmgcmggTAAcAAAT

ACATTGCTCAATTGGAAAAATTAAATAACGACAGTAAAGACTTTAATGA

CATTCCAAAAGAACAACGTGCCATGATTACAAGTGAAGGTGCCWCAAGTACT

TCTCAAAACAATACGGTATTACACCAGGTTATAL i IGGGAAATTAACACTGAA

AAACAAGGTACACCAGAACAAATGAGACAAGCTATTGAGTTTGTTGC

AcAAATTAAAAcAcTTATTAgTAgAAAcAAgTgTTgATAAgmAgcAATggA

mgTnATcTgmg~cgmg~gATATcTnggTgmgTgTAcAcAgAn

cAATcggTAAAgAAggcAcTAAAggTgAcTcTTAcTAcAmATgATgAAATc

AAATATTGAAACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:499)
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FlG. 154
ATgAAAAAKrTAgTAccTTTATTATTAgccTTATTAc]TcTAgTTgcTgcATgT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTGTAG

TAAcgAcgAATTcAATTTTATATgATATggcTAAmATgTTggTggAgAcAAc

gTcgATATTcATAgTATTgTAccTgTTggTcAAgATccTcATgmTATgAAgTT

AAAC.CTAAAGATATIAAAAAGTT4CTGACGCTGACGTTATTTTATACAACGG

ATTAAATTTAGAGACTGGTAACGGTTGGTTTGGCCTTAGAACAGGCTG

gTAAATcATTAAAAgATAAAAAAgTTATcgcAgTATcAAAAgATgTTAmccT

ATCTATTTAAACGGTGAAGAAGGCAACAAAGAT~CAAGATCCACACGCAT

GGTTAAGTTJAGATAACGGTATTAAATACGTAAAAACAATTCAACAAACATTT

ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAG^TTATGAAAAGCAAGGTAAC^T

ACATTGCTCAATTGGAAAAATTAAATAATGACAGTAAAGACAAATTTAATGAC

ATTccAAAAgAAcAAcgTgccATgATTAcAAgTgAAggTgccTTcmgTAcn

cTcAAAAcAATAcggTATrAcAccAggTTATATTTgggAAATrAAcAcTg

AAcAAggTAcAccTgAAcAAATgAgAcAAgcTATTgAgnTgTTAAAAAgcA

cAAATTAAAAcAcTTATTAgTAgAAAcAAgTgTTgATAAggcAATggm

AGTTTATCTGAAGAAACGAAGAAAGATATCTTTGGTGA4GTGTACACAGATTC

AATCGGTAAAGAAGGCACTAAAGGTGACTCTTACTACTGATGAAATCA

AATAT:rgAAAcTgTAcAcggAAgcATgAAATAA

(SEQ ID NO:500)

FlG. 155
ATGAAAAAATTAGTACCI l IATTATTAGCCTTATTACTTCTAGTTGCTGCATGT ,

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTAAAAGI'AG

TAACGACGAATTCAATTTTATATGATATGGCTAAMATGTTGGTGGAGACAAC

GTCGATATTCATAGTATTGTACCTGTTGGTCAAGATCCTCATGAAT-ATGAAGTT

AAAccTAAAgATATTAAAAAgTTmcTgAcgc"rgAcgTTATTTTATAcAAcgg

ATTAAATTTAGAGACTGGTAACGGTTGGTTTGAAAAAGCCTTAGAACAGGCTG

gTAAATcATTAAAAgATAAAAAAgITATcgcAgTATcAAAAgATgTTAmccT

ATCTATTTAAACGGTGAAGAAGGCAACAAAGAT~CAAGATCCACACGCAT

ggTTAAgTTTAgATAAcggTATTAAATAcgTAAAAAcAATTcAAcAmcAm

ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAACT

ACATTGCTCAATTGGAAAAATTAAATAATGACAGTAAAGACAAATTTAATGAC

ATTCCAAAAGAACA4CGTGCCATGATTACAAGTGAAGGTGCCTTCAAGTACTT
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cTcAAAAcAATAcggTATTAcAccAggTTATATTTgggAAATTmcAcTg~

AACAAGGTACACCTGAACAAATGAGACAAGCTATTGAGTTTGTTGCA

CAAATI:AAAACACTTATTAGTAGAAACAAGTGTTGATAAGAAAGCAATGGAA

AgT1TATcTgAAgAAAcgAAgAAAgATA'rcTTI'ggTgAAgTgTAc-AcAgATTc

AATCGGTAAAGAAGGCACTAAAGGTGACTCTTACTACTGATGAAATCA

AATATTgAAAc"rgTAcAcggAAgcATgAAATAA

(SEQ ID NO:501)

FlG. 156
ATgAAAAAATTAgTAccTTTATTATTAgccTTATTAcTTcTAgTTgcTeATgT

. GGTACTGGTGGTAAACAÁAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTGTAG

TAAcgAcgAATTcAATTTTATATgATATggcTAAAAATgnggTggAgAcAAc ,

gTcgATATTcATAgTATTgTAccTg7TggTcAAgA"rccTcATgAATATgmgTT

- AAAccTAAAgATATIjAAAAAgTTAAcT"gAcgcTgAcgTTATnTATAcAAcgg
ATTAAATTTAGAGACTGGTAACGGTTGGTTTGGCCTTAGAACAGGCTG

GTAAATCATTAAAAGATAAAAAAGTTATCGCAGTATCAAAAGATGTTJCCT

ATcTATTTAAAcggTgAAgAAggcAAcAAAgATmcAAgATccAcAcgcAT

g(nTAAgTTTAgATAATggTATTAAATAcgTAAAAAcAATTcAAcAAAcAm

. ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAACT
ACATTGCTCAATTGGAAAAATTAAATAATGACAGTAAAGAC~TTTAATGAC

ATTCCAAAAGAACAACGTGCCATG.ATTACAAGTGAAGGTGCCTTCAAGTACTT

CTCAAAACAATACGGTATTACACCAGGTTATATTTGGGAAATTAACACTG

AACAAGGTACACCTGAACAAATGAGACAAGCTATTGAGTTTGT'TAAAAAGCA

CAAATTAAAACACTTATTAGTAGAAACAAGTGTTGATAAGAAAGCAATGGAA

' AgTn:ATcTgAAgAAAcgAAgAmgATATcTTTggTgAAgTgTAcAcAgATTc

AATCGGTAAAGAAGGCACTAAAGGTGACTCTTACTACAAAATGATGTCA

AATATTGAA-ACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:502)

FlG. 157
\ ATGAAAAAATTAGTACCTTTATTATTAGCCTTATTACTTCTAGTTGCTGCATGT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCTTAAAAGTAG

TAACGACGAATTCAATTTTATATGATATGGCTAAAAATGWGGTGGAGACAAC

gTcgATATTcATAgTATTgTAccTgTTggTcAAgATccTcATgAATATgmgn
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AAAccTAAAgATATTAAAAAgTTAAcTgAcgcTgÁcgTTATTn'ATAcAÀcgg

ATTAAATTTAgAgAcTggTAAcggTTggTTTgAAAAAgcc'rrAgAAcAggcTg

gTAAATcATTAAAAgATAAAAAAgTTATcgcAgTATcAmAgATgTTAAAccT

ATCTATTTAAACGGTGAAGAAGGCAACA4AGATAAACAAGATCCACACGCAT
ggTTAAgTTTAgATAAcggTATTAAATAcgTÁAmAcAATTcAAcAAAcATTT

ATcgATAAcgAcAAAAAAcATAAAgcAgATTATgAAmgcAAggTAAcAAAT

AcATTgcTcAATTggAAAAATTAAATAATg-AcAgTAAAgAcAmTTTAATgAc

AT:rccAAAAgAAcAAcgTgccATgATTAcmgTgAAggTgccTTcAAgTAcTT

cTcAAAAcAATAcggTATTAcAccAgg'rTATATI"TgggAAATTAAcAcTg~

AAcAAggTAcAccTgAAcAAATgAgAcAAgcTATTgAgTTTgTTAmAAgcA

cAAATTAAAAcAcTTATTAgTAgAAAcAAgTgTTgATmgAAAgcAATggm

AGTTTATCTGAAGAAACGAAGAAAGATAJ'CTTTGGTGAAGTGTACACAGATTC

AATCGGTAAAGAAGGCACTAAAGGTGACTCTTACTACTGATGAAATCA

AATATTGAAACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:503)

FlG. 158
ATGAAAAAATTAGTACCTTTATTATTAGCCTTATTACTTCTAGTTGCTGCATGT

ggTAcTggTggTAAAcAAAgcAgTgATAAgTcAAATggcAAATTAAmgTAg

TAAcgAcgAATTcAATTTTATATgATATggcTAAmATgTTggTggAgAcAAc

GTCGATATTCATAG'TATTGTACCTGTTGGTCAAGATC.CTCATGAATATGAAGTT

AAACCTAAAGATAT1IAAAAAGTTAACTGACGCTG.ACGTTATl l IATACAACGG

ATTAÀATTTAGAGACTGGTAACGGTTGGTTTGGCCTTAGAACAGGCTG

GTAAATCATTAAAAGATAAAAAAGTTATCGCAGTATCAAAAGATGTTCCT

ATcTATTTAAAcggTgAAgAAggcAAcAAAgATAmcAAgATccAcAcgcAT

ggTTAAgTTTAgATAAcggTATTAAATAcgTAAmAcAATTcAAcAAAcATTT

ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAAC~T

AcATTgcTcAATrggAAAAATTAAATAATgAcAgTAAAgATTTAATgAc

ATTccAAAAgAAcAAcgTgccATgATTAcAAgTgmggTgccTTcmgTAcTT

CTCAAAACAATACGGTATTACACCAGGTTATATTTGGGTTAACACTG

AAcAAgg·TAcAccTgAAcAAATgAgAcAAgcTATTgAgTTTgTTAmAAgcA

CAAATTAAAACACTTATTAGTAGAAACAAGTGTTGATAAGGCAATGGAA

AGTTTATCTGAAGAAACGAAGAAAGATATCTTI'GGTGAAGTGTACACAGATTC
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AATCGGTAAAGAAGGCACTAAAGGTGACTCTTACTACTGATGAAATCA

AATATTGAAACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:504)

FlG. 159
ATGAAAAAATTAGTACCTTTATTATIAGCCTTATTACTTCTAGTTGCTGCATGT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTGTAG

TAACGACGAATTCAATTTTATATGATATGGCTAAAAATGTTGGTGGAGACAAC

gTcgATATTcATAgTATTgTAccTgTTggTcAAgATccTcATgAATATgAAgn

AAAccTAAAgATATTAAAAAgTTAAcTgAcgcTgAcgTTAnTTATAcAAcgg

ATTAAATTTAgAgAcTggTAAcggnggTTTgAAAAAgccTTAgAAcAggcTg

GTAAATCATTAAAAGATAAAAAAGTTATCGCAGTATCAAAAGATGTTCCT

ATcTATTTAAAcggTgAAgAAggcAAcAAAgATAmcAAgATccAcAcgcAT

ggTTAAgTTTAgATAAcggTATTAAATAcgTAAAAAcAATTcAAcAmcAm

ATCGATAACGACAAAAAACATAAAGCAGATTATGAAAAGCAAGGTAAC~T

AcATTgcTcAAT:rggAAAAATTAAATAATgAcAgTAAAgAcAgTAAAgAcm

ATTTAATGACATTCCAAAAGAACAACGTGCCATGATTAC4GTGAAGGTGCCT

TcAAgTAcTTcTcAAAAcA-ATAcggTATTAcAccAggnATATTTgggAAATT

AAcAcTgAAAAAcAAggTAcAccTgAAcmATgAgAcAAgcTATTgAgTTTg

TTAAAAAcKAcAAATIAAAAcAcTTATTAgTAgAAAcmgTgTTgATAAgm

AGCAATGGAAAGTTTATCTGAAGAAACGAAGAAAGATATCWTGGTGAAGTG

TAcAcAgATTcAATcgg"rAAAgAAggcAcTAAAggTgAcTcTTAcTAcAAmT

gATgAAATcAAATATTgAmcTgTAcAcggmgcATgAAATAA

(SEQ ID NO:505)

FlG. 160
ATGAAAAAATTAGTACC L ] IATTATTAGCCTTATTACTTCTAGTTGCTGCATGT

GGTACTGGTGGTAAACAAAGCAGTGATAAGTCAAATGGCAAATTAAAAGTAG

TAAcgAcgAATTcAATTTTATA'rgATATggcTAAmATgTTggTggAgAcAAc

gTcgATATTcATAgTATrgTAcc"rgTTggTcAAgATccTcATgAATATgAAgTT

AAAccTAAAgATATTAAAAAgTTAAcTgAcgcTgAcgTTATTTTATAcmcgg

ATTAAATTTAGAGACTGGTAACGGTTGGTTTGGCCTTAGAACAGGCTG

GTAAATCATTAAAAGATAAAAAAGTTATCGCAGTATCAAAAGATGTT~CCT

ATCTATTTAAACGGTGAAGAAGGCAACGATAAACAAGATCCACACGCAT
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GGTTAAGTTTAGATAACGGTATTAAATACGTAAAAACAATTCAACCATW

ATcgATAAcgAcAAAAAAcATAAAgcAgATTATgAAmgcAAggTAAcAAAT

ACATTGCTCAATTGGAAAAATTAAATAATGACAGTGACAAATTTAATGAC

ATTccAAAAgAAcAAcgTgccATgATTAcAAgTgmggTgccTTcAAgTAcTT

cTcAAAAcAATAcggTATTAcAccAggTTATATTTgggAmTTAAcAcTg~

AACAAGGTACACCTGAACAAATGAGACAAGCTATTGAGTTTGT'TAAAAÁGCA

cAAATTAAAAcAcTTATTAgTAgAAAcAAgTgTTgATAAgAAAgcmTgg^

AgTTTATcTgAAgAAAcgAAgAAAgATATcTTTggTgmgTgTAcAcAgATTc

AATcggTAAAgAAggcAcTAAAggTgAcTcTTAcTAcAAAATgATgmATcA

AATATTGAAACTGTACACGGAAGCATGAAATAA

(SEQ ID NO:506)

.
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FlG. 162
MKKTVLYLVLAVMFLLAACGNNSDKEQSKSETKGSKETVKIENNYKMRGE~

GSDAKKVKETVEVPKNPKNAVVLDYGALDVMKEMGLSDKVKALPNFLESFKDD

KYTNIGNLKEVNFDKIAATKPEVIFISGRTANQKNLDEFKKAAPKAKNYVGADE

KNLIGSMKQNTENIGKIYI)KEYKAKELNKDLDNKIASMKDKTKNFNKTLV

NEgELsTFgpKgRFggLvYIjTLgFNAvDKKy3NsNHgQNvsNEYvNKENpDvw

AMDRGQAVSGKSTAKQALNNPVLKNVKAIKEDKVYNLDPKLWYFAAGSI

KQIEELDKVVK

(SEQ ID NO:543)

FlG. 163
MKKTVLYLVLAVMFLL4ACGNNSDKEQSKSETKGSKDTVK1ENNYKMRGE~

gsDAKKyKETvEvpKNpKNAvvLDYgALDvMgLsDKvKALpKgEggKsLp

NFLEsFKDDKYTNvgNIKEvNFDIaAATKpEvIFIsgRTANQKNLDF.FKKmpm

KIvYvgADERqIAgsMKQNTENIgKIYDKEDKAKELNKDLDNK1AsMmKTKNF

NKTVMYLLVNEGELSTFGPKGRFGGLVYDTLGHAVDKKVSNSNHGQNVSNY
.

· vNKENpDvrLAMDRgQAÍsgKsTAKQAINNpvLKNvKAIKEDKvYNLDpKL

AAGSTTTTIKQIEELDKVVK

(SEQ ID NO:544)

FlG. 164
MKKTvLYLvvAvNLLAAcgNNsDKF-QsKsETKgsKInvKIENNYgE~

GSDAKKVKETVEVPKNPKNAVVLDYGALDVMKEMGLSDKVULPKGEGGKSLP

NFLESFKDDKYTNVGNLKEVNFDKIAATKPEVIFISGRTANQKNLDEFKICAAPIQ

KIvYvgADEKNLIssMKQNTENIgKIYDKEDKAKELNIcDLDNKIAsKTm

NKSVMYLLVNEGELSTFGPKGRFGGLVYDTLGFNAVDKNVSNSNHGQNVSNEW

NKENPDVIIAMDRGQAVSGKSTAKQALNNPVLKNVKAIKEDKVYNLDPKL

AAGSTTTTIKQIDELEKVVK

(SEQ ID NO:545)

FlG. 165
MKKTVLYLVLAVMFLLAACGNNSDKEQSKSETKGSKDTVKIENNGEKKD

' gsDAKKvKETvEvpKNpKNAvvLDYg4DvmMgLsDKvKALpKgEggKsLp

NFIJESFKDDKYTNVGNLKEVNFDKIAATKPEVIFISGRTANQKNLDEFIKA
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KIVYVGADEKNLIGSMKRNTENIGKIYI)KEDKAKELNKI)LDSMKDKT~

NKTVMYLINNEGELSTFGPKGRFGGLVYDTLGFNAVDKKVSb'SNHGQNVSNEY

vNKENpDvILANmRgQAIsgKsTAKQALNNpvLKNvKAm3DKyYNLDpKL

AAGSTÍTTIKQIEELDKVVK

(SEQ ID NO:546)

FlG. 166
MKKTVLYLVLAVMFLLAACGNNSDKEQSKSETKGSK1)TVKIENNYK-MRGE~

gsDAKKyKETvEvpKNpKNAvvLDYgALDvMKEMgLsDKpKgEggKsLp

NFLESFKDDICYTNVGNLKEVNFDKIAATKPEVIFISGRTANQKNLDEFKA

KwYygADEKNL[gsMKQNTENIgKrYDKEDKAKELNKDLDNKIAsMKDKT~

NKTVMYLLVNEGELSTFGPKGRFGGLVYDTLGFNAVDKKVSN"SNHGQNVSNY

vNKENpDvILAMDRgQAIsgKsTAKiQALNNpvLKNvDKvYNLDpKLwYF

AAGSTTTTIKQIEELDKVVK

(SEQ ID NO:547)

FlG. 167
MKKTvLYINLAvMFLLAAcgNNsDKEQsKisETKgsKDTvKIENNYKMRg

GSDAKKNKETVEVPKNPKNAVVLDYGALD~OMGLSDKVKALPKGEGGKSLP

NFLESFKDDKYTNVGNLKEVNFDKL4ATKPEVIFISGRT&QKNLDEFKA

KIvYvgADEKNLÍgsMK:QNTENIgKIYDKEDKAKELNKDLDNKIAsKTu

NKTvMYLLvNEg:ELsTFgpKgRFggLvYDngFNAvDKKvsNsNHgQNvsNEY

VNKENPDVJLAMDRGQAISGKSTAKQALNNPVLKNVKAIKEDKVMDPKL

AAGSTTTTIKQIEELDKVVK

(SEQ ID NO:548)

FlG. 168
MKKTvLYLvLAvMFLLAAcgNNsDKEQsKsETKgsKDTvKIENNYKmgE

' GSDAKKVI1ETVEVPKNPKNAVVLDYGALDMGLSDPKGEGGKSLP

NFLEsFKDDKYTNvgNLKEvNFDKIAATKpEvIFIsgRTANQKNLDEFKKAApü

KIVYVGAI)EKNLIGSMKQNTENIGKlYDKEDKAKEt~LDNKIASMKDKT~

NKTvMYLLvNEgELsTFgpKgRFggLvYDTLgmAvD«vsNsNHgQNvsNEY

' VNKENPDVILAMDRGQAISGKSTAKQALNNPVLKNVKAIKEDKDPKLWYF

AAgsTTmKQIEELDKvvK

(SEQ ID NO:549)
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FlG. 169
MKKTvLYLvIjAvMFLLAAcgNNsDI¢EQsKsETKgsKDTvmgE~

GSDAKKVKETVEVPKNPKNAVVLDYGALDMGLSDKVKALPKGEGGKSLP

NFLEsFKDDKYrNvgNLKEvNFDKIAATKpEvIFIsgRTANQKNLDEFKA

KIVYVGADEKNIJGSMICQNTENIGKIYIJKEDKAKELNKDLDNKIASMI©K

NKTvMYLLvNEgELsTFgpKgRFggLvYDTLgFNAvD«vsNsmgQNvsNEY

" ' VNKI3NPDVILAMDRGQAISGKSTAKQALNNPVLKNVKAIKEDKVMDPKL

AAGSTTTTIKQIEELDKVVK

(SEQ ID NO:550)

FlG. 170
MKKTVLYINLAVMFLLAACGNNSDKEQSKSETKGSKDTVKIENNGEKKD

GSDAKKVKETVEVPKNPKNAVVLDYGALDVMKEMGLSDICVKALPKGEGGKSLP

NFLESFKDDKYTNVGNLICEVNFDKIAATKPEVIFISGRTANQKNLDEFKA

. KIvYvgAI)EKNLIgsMKQNTRagKrYDKEDKAKEI>lKI)LDNKIAsK
NKTvMYLLvNEgELsTFgpKgRFggLvYDTLgFNAvDKI¢vsNsmgQNvsNEY

VNKENPDVILAMDRGQAISGKSTAK1QALNNPVIXNVKAIKEDKVYNLDPKL

AAGSTTTTIKQIEELDKVVK

(SEQJD NO:551)

FlG. 171
MKKTVLYLVLAVMFLLÁACGNNSDKEQSKSETKGSKIJTVKIENNYKMRGE

GSDAKKVKETVEVPKNPKNAVVLDYGALDVMWMGLSDKVKALPKGEGGKSLP

NFLESFKI)DKYTNVGNLKEVNFDKIAATKPEVMSGRTANQKNLDEFKA

KIvYvgADEKNI.IgsN[KQNTENIgKm)KEDKAKELNKDLDN4sMKDKTm

NKTVMYLLVNEGELSTFGPKGRFGGLVYDTLGFNAVD«VSNSNHGQNVSNEY

vNKENpDvnAMI)RgQAlsgKsTAKQALNNpvLKNvKA1KEDKvYNLDpIa

.AAGSTTTTIKQIEELDKVVK

(SEQ IDNO:552)

FlG. 172
MKKLLLpL[IMLLvLAAcgNQgEKNNKAETKsYKMI)DgIayDIpKDpvvA

pTYAggI.KKLgANIvAvNQQvDQsKvLKDKFKgvmgDgDvEKvAKEKpDLII

vYsTDKDIKKYQKvApTvvvIm«HK:YLEQQEMLgKIvgKEDK~wKKDwE
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ETTAKI)gKEIKKAIgQDATvsLFDEFDKKLYTYgDNwgRggEvLYQAFgLmQp

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYrvsTsEgKpTpgYEsTNMwKNLKATÊg

HIVKVDAGTYWYNIJPYTLDFMRKDIXEKLIKAAK

(SEQ ID NO:553)

FlG. 173
MKKLLLpLIIMI.LVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMI)DGKTVDlPKDPVVA

· pTyAggLKKLgANIVAVNQQVI)QSKVLKDKFKGVTK[GDGDVEI¢VAKEWDLII
vYsTDKDIKKYQKvApTvvvImqKHKYLEQQFMLcKIvgKEDKvKAwE

ETTAKDgKEIKKAIgQDATvsLFDEFDnaYTYgDNwgRggEvLYQAFgLKMQp

EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLÜTKEG

HNKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLI

(SEQ ID NO:554)

FlG. 174
LLpLIIMIjLVLAACgN"QGEKNNKAETKSYKNÍDDGKTVDWKDPKRIAVVA

pTyAggLKKLgANWAVNQQVDQSKVLKDKFKGV"IKIGDGDEKVAKEKPDLIN

YSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIYGKEDKVKAWEE

TTAKDgkeIKKAIgqdatvslfdEFDkkiAtygdnWGRGGWLyQaFGLKMQPe

QQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYwsTsEgKpTpgYEsTNMmaqLKATKEg

HIVKVDAGTYWYNI)PYTLDFMRKI)LKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:555)

FlG. 175
MKKLLLpLIIMLLvLAAcgNQgEKNNKAETKsYKMDDgKTvDlpKDpvyA

pTyAggLKKLgANIVAVNQ-QVI)QSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEKV~KPDLII

VySTDKDIKKyqKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKWGKEDKVKAWE

eTiaKdgkeIKkAIgqDatvSlfdefdKklYtygdnWgrggEVlYQafgQP

EQQKLTAKAgWAEVKQBElEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKA~G

HNKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKL

(SEQ ID NO:556)
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FIG. 176
©aLLpLIIMILvLAAcgNQgEKNNKAEIKsYKMDDgKTvDIpKDpKRIAvvA

pTYAggLKKLgANIvAvNQQvDQsKvLKDKFKgvmgDgDvEKvAKEwDLn

VYSTDKIAKKYQKVAPTVVVIJYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWE

ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFD~YTYGDNWGRGGEVLYQAFG[.KMQP

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYIvsTsEgKpTpgYEsTNMm<NLKATKEg

HIvKvDAgTYwYNDpYTu)FMRKDLKEKLMAAK

(SEQ ID NO:557)

FlG. 177
MKKLLLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMIJDGKTVDIPKDPVVA

pTYAggLKKIjgANIvAvNQQvDQsKvLKI)KFKgvTIagDgDvEKvAKEwDLn

vYsTDKDIKKYQKvApTvvvDYNKHKYLEQQEMLgKIvgwDKvüwKKDwE

ETTAKI)gKEIKKAIgQDATvsLFDEFDKIaYTYgDNwgRggEwYQAFgLKMQp

EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLI«TKEG

HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKI)IXEKL1I

(SEQ ID NO:558)

FlG. 178
LLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDWKDPVVA '

pTYAggLKKLgANrvAvNQQvDQsKvLKDKFKgvTKjgDgDvEKyAKEKpDw

VYSTDICDIKKYQKYAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWE

ETTAKI)gKEIKKAIgQDATvsLFDEFDKKLYTYgDNwgRggEvLYQAFgLmQp

EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLÜTIOG

HNKVI)AGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLI

(SEQ ID NO:559)

F'lG. 179
.LLPLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMI)DGKTVDIPKDPVVA

PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVBKVNKPDLII

VYSTDKDIKK:YQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWE

ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNGRGGEVLYQAFGLKMQP

" EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMKATKEG

HIvKvDAgTYwYNI)pYnDFMRKDLKEKL

(SEQ ID NO:560)
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FlG. 180
MKKLLLpLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMI)DGKTVDIPKDPVVA

pTyAggLKKLGANIVAVNQQVDQSICVLKDKFKGVTKIGDGDVEKV~KPDLII "

vYsTDKI)IKKYQKvApTvvvDYNKHKYLEQQEMLgKIvgwDKvmwE

ETTAKI)gKEIKKA1gqDATVSLFDF.FD~YTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYIysTsEgKpTpgYEsmMwKNLKA~g

HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

. (SEQ ID NO:561)

FlG. 181
MKKLLLpLIIMLLVLAACGNQGEKNNKAETIESYKMDDGKTVDIPKDPVVA

pTYAggL~gNNAmQQvDQsm'LmwKgvTHgDgDvEKv~wDLn ,

VySTDKIAKKyqKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGNVGKEDKVKAWE

ETTAKIjgKEIKKAIgQDATvsLFDEFDKKLYTYgDNwgRggEvLYQAFgLmQp

EQQKLTAKAgwAEvKQEEIEKYAgDYIvsTsEgKpngYEsTNMwKNLmTKEg

,HNKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKL

(SEQ ID NO:562)

FlG. 182
ATgAAgAAAACAGTCTTATATTIAGTATTAGCAGTAATGTTTTTATTAGCGGC

ATgCggTAACAATTCTGATAAAGAACAATCAAAATCAGjCTAAAGGTTCA

AAAgAAAcggTLLAAATTgAAAATAAcTATAAmTgcgTggcgAgAAAAAAg

ATggTAgTgAcgcTAAAAAAgTTAAAgAAAcTgTTgAAgTAccmAgAATcc

TAAAAATgcAgTTgTgTTAgAcTATggcgcAT:rAgATgTmTgAAAgAAATgg

gcTTATcAgAcAAAgTAAAAgcATTAccgmTTTcTTAgAATcATTTAAAgAT

gATAAATATAcAAAcATTggTAATTTAAAAgAAgTgAATT'I'TgATAmATTgc

TgCgACgAAACCCGAAGTAATCTTTATCTCTGGACGTACAGCTAATCGA

ATTTAGATGAATTCAAAAAAGCTGCACCTAAAGCGAAAATTGTTTATGWGGT

gcAgATgAAAAgAAcTTAATTggTTcAATgAAAccAcTgAmATATcg

gTAAAATcTAcgAcAAAgAAgTcAAAgcTAAAgAgTTjTAAAgATTTAgA

TAATAAAATTGCTTCAATGAAAGATAAAACGAAAAACTTCAATCTGTTA

TgTATTTAcTAgTIAAcgAAggTgAATTATcAAcATTTggAcc'rAAAggTcgT

TTTggTggATTAgTTTACGATACATTAGGATTCAATGCAGTTGATGT

AAgTAATAgTAATcATggAcAAAATgTTTcTAAcgAATATgTAAATjgm
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AATccAgATgTTATTTTAgcgATggATAgAggTcAAgcggTAAgTggTmATc

AAcTgcgAAAcAAgcATTAAATAATccTgTATTAAAmATgTTAAAgcAATTA

AAGAAGACAAAGTTTATAATTTAGATCCTAAATTATGGTACI'I IGCAGCTGGA

TCAACTACAACTACAATTAAACAAATTGAGGAACTTGATGTTGTAAAATA

A

(SEQ ID NO:563)

FlG. 183
ATgAAgAAAAcAgTcTTATATTTAgTATrAgcAgTAATgTTTTTATTAgcggc

ATGCGGTAACAÁTTCTGATAAAGAACAATCAAAATCAGCTAAAGGTTCT

AAAGATACAGTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAGG

ATGGTAGTGACGCTGTTJGCTGTTG4GTACCTCC

TAAAAATGCAGTTGTGTTAGACTATGGCGCATTAGATGTAATGAAAGMATGG

GCTTATCAGATAAAGTAAAAGCATTACCTAAAGGGGAAGGCGGTA4GTCATT

ACCGAATTTCTTAGAATCATTTAAAGATGATAAATATAC~CGTT'GGTAATT

TAAAAgAAgTgAATITTgATAAAATTgcTgcgAcgAAAcccgAAgTmTcTw

ATCTCTGGACGTACAGCTAATCAAAAGAATTTAGATGAATTCAAAA-AAGCT®

AccTAAAgcgAAAATTgTTTATgTTggTgcAgATgAAAAgmcTTAATTwTT

CAATGAAACAAAACACTGAAAATATCGGTAAAATTTACGATAAAGAAGATAA-

AgcTAAAgAATTAAATAAAgATTTAgATAAcAAmTTgcTTcAATgAAAgAT

AAAAcgAAAAAcTTcAATAAucTgTTATgTATTTAcTAgTTAAcgmggTgA

AnATcmcAwTggAccT~ggTcgnTTgg'TggATTAgmAcg.4TAcAn

, AGGATTCAATGCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGCAATCATGGACT

GTTTCTAACGAATATGTTAATAAAGAAAATCCAGATGTTATTTTAGCGATGGA

' TAgAggTcAAgcgATAAgTggTAAATcAAcTgcgAAAcAAgcATTAAATmT

CCTGTATTAAAAAATGTTAAAGCAATTAAAGAAGACAAAGTATATAATWAGA

TccTAAATTATggTAcTrLgcAgcTggATcAAcTAcAAcTAcAATTcAAA

TTGAGGAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:564)

FlG. 184
ATGAAGAAAACAGTCTTATATTTAGTAGTAGCAGTAATGTTTTTATTAGCGGC

ATGCGGTAACAATTCTGATAAAGAACAATCAAAATCAGAAACT^GGTTCT

AAAGATACAGTAÀAAATTGAAAACAACTATAAAATGCGTGGCGAGAAMAAG
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ATggTAgCgATgCTAAAAAAGTTAAAGAAACTGTTGAAGTACC~GAACCC

TAAAAATGCAGTTGTATTAGATTATGGCGCATT'AGATGTAATGGAAATGG

' gcTTATcAgAcAAAg"rAAAAgcATTAccTAAAggTgAAggcggcmgTcATT

AccgAATTTcTTAgAgTcATnAAAgATgAcAAgTATAcAmTgTTggTAAcT

TgAAAgAAgTTAATTTcgATAAAATTgcAgcAAcAAAAccgg4gTmTcTTT

ATcTcTggccgTAcAgcAAATcAAAAgAATTTAgATgAATTTAAAmAgcTgc

AccAA^AgcAAAAATTgTTTAcgTTggTgcAgATgAAAAgAATTTmTTAgTT

CAATgAAACAAAACACTGAAAATATTGGTTTTACGATAAAGAAGATAA

AgCTAAAgAATTAAATAAAGATTTAGATAACAAAATTGCTTCAATGGAT

AAAACTAAGAAGTTCAACAAATCAGTTATGTATTTATTAGTT4TGAAGGTGA

ATTATCAACATTTGGACCTAAAGGTCGTITCGGTGGATTAGTITACGATACATT

AggTTTCAACgCGGTTGATAAAAACGTAAGCAATAGTAACCACGGACT

gTcTcTAAcgAATAcATTAATAAAgAAmTccAgATgTTATTTTAgcAATggA

TAgAggACAggCTgTAAGTGGTAAATCAACTGCGAAACAAGCATTTAAT

ccTgTATTAAAAAATgTTAAAgcAA'rTAAAgAAGAcmAgTTTATAATTTAgA

cccTAAATTATggTAcTTTgcAgcTggATcAAcTAcAAcTAcAATTjcAAA

TTGATGAACTTGAAAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:565)

FlG. 185
ATgAAgAAAACAGT'CTTATATTTAGTATTAGC.4GTAATGTTTTTATTAGCGGC

ATgCggTAACAATTCTGATAAAGAACAATCAAAATCAGAA4CTAAAGGTTCT

AAAGATACAGTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAG.G

' ATggTAgTgACGCTAAAAAAGTTAAAGAAACTGTTGAAGTACC.TCC

TAAAAATgcAgTTgTgTTAgAcTATggcgcATTAgATgTAATgAAAgAmTgg

gcTTATcAgATAAAgTAAAAgcATTAccTAAAggggAAggcggTmgTcATT

ACCgAATTTCTTAgAATCATTTAAAGATGAT~TATACAAACGTTGGTAATT

TAAAAgAAgTgAATTTTGATAAAATTGCTGCGACGAAACCCG4GTAATCTTT

ATCTCTGGACGTACAGCTAATCAAAAGAATTTAGATGAATTCGCTGC

AccTAAAgcgAAAATTgTTrATgTTggTgcAgATgAmAgAAcTTAATTggn

CAAIGAAACAAAACACTGAAAATATCGGTAAAAI nAcgATAAAgAAgATAA

AgcTAAAgAATTAAATAAAgATTIAgATAAcAmATTgcTTcAATg~gAT

AAAAcgAAAAAcTTcAATAAAAcTgTrATgTATT'rAcTAgTTAAcgAAggTgA

ATTATCAACATTTGGACCTAAAGGTCGTTTTGGTGGATIAGWTACGATACATT
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AGGATTCAATGCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGCAATCATGGACT

gTTTcTAAcgAATATgTImTAAAgAAAATccAgATgTTA1"rrTAgcgATggA

TAGAGGTCAAGCGATAAGTGGTAAATCAACTGCGAAACAAGCATT+TAAT

CCTGTATTAAAAAATGTTAAAGCAATTAAAGAAGACAAAGTATATAATTTAGA

TccTAAATTATggTAcTTTgcAgcTggATcAAcTAcAAcTAcmTTAAAc~ "

TTGAGGAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:566)

FlG. 186
ATgAAgAAAAcAgTcTTATATTTAgTATTAgcAgTAATgTnTTATTAgcggc

ATGCGGTAACAATTCTGATAAAGAACAATCAAAATCAGMACTAAAGGTTCT

A4GATACAGTATTGAT4CTATTGCGTGGCGAGG .

ATGGTAGTGACGCTAAAAAAGTTAAAGAAACTGTTGAAGTACCTCC
taaaaatgcagttgtgttagactatggcgcattagatgtaatgaaagtGG

gcttatcagataaagtaaaagcattacctaaaggggaaggcggtAgtcatt

AccgAATTTcTTAgAATcATrTAAAgATgATAmTATAcAAAcgTTggTAATT

TAAAAgAAgTgAATITrgATAAAATTgcTgcgAcgAmcccgAAgTAATcTTT

ATCTCTGGACGTACAGCTAATCAAAAGAATTTAGATGAATTCGCTGC

· .ACCTAAAGCGAAAATTGTTTATGTTGGTGCAGATGAAAAGAACTTAATTGGW
cAATgAAAcAAAAcAcTgAAAATATcggAAAAATTTAcgATjgAAgATm

AGCTAAAGAATTAAATAAAGATTTAGATAACAAAATTGCTTCAATG~GAT

AAAACGAAAAACTTCAATAAAACTGTTATGTATTTACTAGT'TAACGAAGGTGA

ATTATcAAcATTTggAccTmggTcgTTTTggTggATTAgTTTAcgATAcATT

AGGATTCAATGCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGCAATCATGGACT

GTTTCTAACGAATATGTTAATAAAGAAAATCCAGATGTTATTTTAGCGATGGA

TAgAggTcAAgcgATAAgTggTAAATcAAcTgcgAAAcAAgcATTAAATmT

CCTGTATTAAAAAATGTTAAAGCAATTAAAGAAGACAAAGTATAT-AATTTAGA

TCCTAAATTATggTACTTTGCAGCTGGATCAACTACAACTAC4TTAAACf

TTGAGGAACTTGATAAAGTIGTAAAATAA

(SEQ ID NO:567)

FlG. 187
ATgAAgAAAAcAgTcTTATATTTAgTATTAgcAgTAATgTTTTTAnAgcggc

ATgcggTAAcAATTcTgATAAAgAAcAATcAAAATcAgAAAcTmAggTTcT
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AAAGATACAGTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAGG

ATGGTAGTGACGCTAAAAAAGTTAAAGAAACTGTTGAAGTACCTCC

TAAAAATgcAgTTgTgTTAgAcTATggcgcATTAgATgTAATgAmgAA-ATgg

gcTIATcAgATAAAgTAAmgcATTAccTAAAggggAAggcggTAAgTcATT

AccgAATTTcTTAgAATcATTTAAAgATgATAAATATAcmAcgTTggTAATT

TAAAAGAAGTGAATTTTGATAAAAJTGCTGCGACGAAACCCGAAGTAATCTI'T

ATCTCTGGACGTACAGCTAATCAAAAGAATTTAGATGAATTCGCTGC

ACCTAAAGCGAAAATTGTTTATGTTGGTGCAGATGAAAAG=CTTAATTGGTT

CAATGAAACAAAACACTGAAAATATCGGTAAAATTTACGAT^4GAAGATAA

AGCTAAAGAATIAAATAAAGATTTAGATAACTTGCTTCAATGAAAGAT '

' AAAAcgAAAAAcTTcAATAAAAcTgTTATgTATTTAcTAgTTAAcgmggTgA

ATTATCAACATTTGGACCTAAAGGTCGTTTTGGTGGATTAGTTTACGATACATT

,. - AggATTCAATgCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGCAATCATGGACT

. gTTTCTAACgAATATGTTAATGAAAATCCAGATGTTATTTTAGCGATGGA .TÁgAggTCAAgCgATAAGTGGTAAATCAACTGCGAAACAAGCATTAAAT4T

· ccTgTATTAAAAAATgTTAAAgcAATL4AAgAAgAcAAAgTATATAAnTAgA
TccTAAATTATggTAcTITgcAgcTggATcAAcTAcAAcTAcAATTAmc~

TTGAGGAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:568)

FlG. 188
ATgAAgAALACAgTCTTATATTTAGTATTAGCAGTAATGTTTTTATTAGCGGC

ATgc.ggTAAcAATTcTgATAAAgAAcAATcAAA-ATcAgAmcTAAAggTTcT

AAAGATACAGTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAGG

ATggTAgTgAcgcTAAAAAAgTTAAAgAAAcTgTTgAAgTAccAAmAATcc

TAAAAATGCAGTTGTGT1AGACTATGGCGCATTAGATGTAATGGAAATGG

gCTTATCAgATAAAGTAAAAGCATTACCTA4AGGGGAAGGCGGTAAGTCATT

ACCGAATITCTTAGAATCATTTAAAGATGATAAATATÁCCGTTGGTAATT

TAAAAgAAgTgAATTTTgATAAAATTgcTgcgAcgAAAcccgmgTAATcTTT

ATcTcTggAcgTAcAgcTAA];cAAAAgAATTTAgATgAATTcAAAmAgcTgc

ACCTAAAGCGAAAATTGTTTATGTTGGTGCAGATGAAAAGAACTTAATTGGW

CAATGAAACAAAACACTGAAAATATCGGAAAAATTTACGAT~GAAGATAA

AgcTAAAgAATI^AATAAAgATTImATAAcAAAATTgcTTcmTgAAAgAT

AAAACGAAAAACTTCAATAAAACTGTTATGTATTTACTAGTTAACGAAGGTGA
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ATTATcAAcATTTggAccTAAAggTcgTTTTggTggATTAgTTTAcgATAcAn

AggATTcAATgcAgTTgA.TAAAAAAgTAAgTAATAgcmTcATggAcAmAT

gTTTcTAAcgAATATgT1AATAAAgAAAATccAgAÍgTTAmTAgcgATggA

TAgAggTCAAGCGATAAGTGGTAAATCAACTGCGAAACAAGCATTTAAT

ccTgTAT:rAAAAAATgTTAAAgcAATTAAAgAAgAcAAAgTATATAAnTAgA

TccTAAATTATggTAcTTTgcAgcTggATcAAcTAcAAcTAcAATTAmc~

TTGAGGAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:569)

FlG. 189
AiTgAAgAAAACAGTCTTATATTTAGTATTAGCAGTAATGl ll L IATTAGCGGC

ATgCggTAACAATTCTGATAAAGAACAATCÁA4ATCAGAAACTAAAGGTTCT

AAAGATACAGTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAGG

ATggTAgTgACgCTAAAAAAGTTAAAGAAÀCTGTTGAAGTACCTCC

TAAAAATgCAgTTgTgTTAGACTATGGCGCATTAGATGTAATGAAAGA4ATGG

gcTTATcAgATAAAgTAAAAgcATTAccTAmggggAAggcggTAAgTcATT

AccgAAT:rTcTTAgAATcATTTAAAgATgATAAATATAcmAcgTTggTAATT

TAAAAGAAGTGAATTT'TGATAAAATTGCTGCG-ACGAAACCCG-AAGTAATC I'L L

ATCTCTggACgTACAGCTAATCAAAAGAATTTAGATGAATTCGCTGC

AccTAAAgcgAAAATTgTITATgTTggTgcAgATgAmAgAAcTTAATTggTT

cAATgAAAcAAAAcAcTgAAAATATcggAAAAATnAcgATAAAgAAgATAA

AgCTAAAGAATTAAATAAAGATTTAGATAACTTGCTTCAATGAAAGAT

AAAACGAAAAACTTCAATAAAACTGTTATGTAL IIACTAGTTAACGAAGGTGA

AnATcmcATnggAccT~ggTcgTTwggTggATTAgmAcgATAcAn

AggATTCAATGCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGCAATCATGGACAAAAT

gTTTcTAAcgAATATgTTAATAAAgAAAATccAgATgTTATTnAgcgATggA

TAgAggTCAAgCgATAAGTGGTAAATCAÁCTGCGAAACAAGCATT~TAAT

CCTgTATTAAAAAATGTTAAAGCAATTAAAGAAGACAAAGTATATAATTTAGA

TCCTAAATTATGGTACTTTGCAGCTGGATCAACTACAACTACAATT~CAAA

TTGAGGAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:570)
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FlG. 190
ATgAAgAAAACAGTCTTATATTTAGTATTAGCAGTAATGTTTTT-ATTAGCGGC )

ATgCggTAACAATTCTGATAAAGAACAATCAAAATCAGAAACT~GGTTCT

AAAgATACAGTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAGG

ATggTAgTgACgCTAAAAAAGTTAAAGAAACTGTTGAAGTACCTCC

TAAAAATgCAgTI"GTGTTAGACTATGGCGCATTAGATGTAA'TGAAAGAAATGG

gcTTATcAgATAAAgTAAAAgcATTAccTAAAggggAAggcggTAAgTcAn

ACCgAATTTCTTAGAATCATTTAAAGATGATAAATATAC~CGTTGGTAATT

TAAAAgAAgTgAATTTTgATAAAATTgcTgcgAcgAAAcccgmgTAATcTTT

ATCTCTggACgTACAGCTAATCAAAAGAATTTAGATGAATTCGCTGC

ACCTAAAGCGAAAATTGTTTATGTTGGTCrCAGATGAAAAGA-ACTTAATTGGW

CAATgAAACAAAACACTGAAAATATCGGAAAAATTTACGATAAAG4GAT4

AgcTAAAgAATIAAATAAAgATrrAgATAAcAAAATTgcTTcAATg^gAT -

AAAACgAAAAACTTCAATAAAACTGWATGTATTTACTAGTTAACGAAGGTGA

ATTATcAAcATTTggAccTAAAggTcgTTTTggTggATj'AgTrTAcgATAcATT

AggATTCAATgCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGC4TCATGGACAMAT

gTTTCTAACGAATATGTIAATAAAGAAAATCCAGATGTTATTTTAGCGATGGA

TAgAggTCAAgCGATAAGTGGTAAATCAACTGCGAAACAAGCATT^TAAT

ccTgTATTAAAAAATgTTAAAgcAATTAAAgAAgAcAAAgTATATmTTTAgA

TccTAAATIATggTAcTTTgcAgcTggATcAAcTAcAAcTAcAATT~cAm

TTgAggAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:571)

FlG. 191
ATgAAgAAAACAGTCTTATATTTAGTATTAGCAGTAATGL L l L IATTAGCGGC

ATgCggTAACAATTCTGATAAAGAACAATCTCAGAAACTAAAGGTTCT

AAAgATACAgTAAAAATTGAAAATAACTATAAAATGCGTGGCGAGG

ATggTAgTgAcgcTAAAAAAg]jTAAAgAmcTgTTgAAgTAccAmAAATcc

TAAAAATgCAgTTgTGTTAGACTATGGCGCATTAGATGTAATGGAAATGG

gcTTATcAgATAAAgTAAAAgcATTAccTjggggAAggcggTAAgTcATT

Accgaatttcttagaatcatttaaagatgataaatatac~cgttggtaatt

TAAAAgAAgTgAATTTTgATAAAATrgcTgcgAcgAAAcccgmgTAATcTTT

ATCTCTggACgTACAGCTAATCAAAAGAATITAGATGAATTCAAAGCTGC

ACCTAAAgCgAAAATTGTTTATGTTGGTGCAGATGAAAAGAACTT'AATTGGTT
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CAATgAAACAAAACACTGAAAATATCGGTAAAATTTACGATAAAGAAGAT4

AgCTAAAgAATTAAATAAAGATTTAGATAACAAAATTGCTTCAATG~GAT !

AAAACgAAAAACTTCAATAAAACTGTTATGTATTTACTAGTTAACGMGGTGA !

ATTATCAACATTTGGACCTAAAGGTCGTTTTGGTGGATTAGTTTACGATACATT

AggATTCAATgCAGTTGATAAAAAAGTAAGTAATAGC=TCATGGACAAAÀT .

gTTTcTAAcgAATATgTImTAAAgAAAATccAgATgTTATTTTAgcgATggA

TAgAggTcAAgcgATAAgTggTAAATcAAcTgcgAAAcAAgcATTAmTAAT

. CCTgTATTAAAAAATGTTAAAGCAATTAAAGAAGACAAAGTATATAATTTAGATCCTAAATTATGGTACL l lgCAgCTggATCAACTACAACTA~TTAAACAAA

TTgAggAACTTGATAAAGTTGTAAAATAA

(SEQ ID NO:572)

FlG. 192
' ATgAAAAAAcTATTATTAccATTAATmTTATgTTATTAgTgTTAgcTgcgTgT

gggAACCAAgGTGAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATAA4ATGG

. ACgATggCAAAACGGTAGATATTCCGAAAGACCCT~CGCATTGCAGTAGT

TgcgccAAcATATgcTggTggAcTTAAAAAATTAggTgcAmcATTgTAgcTg '

TAAATcAAcAAgTccTATcAAAgcAAAgTATTAAAAgATAAATrjrmAggTgT

TACAAAAATTggTgATgGCGATGTAGAAAAGGTTGCTAAAGGCCAGAT

TIAATTATTgTATACTCTACTGACAAAGACATTAAAAAATATCGTAGC

AccAAcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcATAAATATTTAgAAcAAcmg.4

ATgTTAgggAAAATTGTTGGTAAAGAAGAT~GTAAAAGCTTGGAAG~G

ATTgggAAgAAACAACTGCTAAAGACGGTAAAGAAATTGCAATTGG

ACAAgATgCAACAGTGTCGTTGTTTGATGAATTTGATTTATACACTT

ACggCgATAACTggGGTCGTGGTGGAGAAGTACTATATCAAGCATTTGGTTTA

AAAATgCAACCAGAACAACAAAAGTT4CTGCMAAGCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAACAAgAAGAAATTGAAAAA"1ATGCTGGTGATTACATTGTGAGTACAAG

TgAAggTAAAC.CTACACCAGGATATGAATCAACAAACATGTGGAAGAAWTG

AAAgCTACTAAAgAAGGACATATTGTTAAAGTTGATGCTGGTACATACTGGTA

CAACgATCCTTATACATTAGATTTCATGCGTAAAGATTTAAAAGTTAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQ ID NO:573)
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FlG. 193
ATgAAAAAAcTATTATTAccATrAATAATTATgTTATTAgTgTTAgcTgcgTgT

gggAACCAAggTGAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATTGG

AcgATggcAAAAcggTAgATATTccgAAAgAcccTAAAcgcATTgcAg'rAgT

TgcgccAAcATATgcTggTggAcTTAAAAAATTAggTgcAmcATTgTAgcTg

TAAATCAACAAGTCGATCAAAGCAAAGTATTAAAAGATAAATTT~GGTGT

TACAAAAATTggTgATggCGATGTAGAAAAAGTTGCTAAAGAAAAGCCAGAT

TTAATTATTgTATACTCTACTGACAAAGATATIAAAAAATATCGTAGC

AccAAcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcAT~TATTTAgAAcAAcmgAA

ATgTTAgggAAAATTgTTggTAAAgAAgATAAAgTAmAgcTTggmgAAAg

ÂTTgggAAgAAAcAAcTgcTAAAgAcggTAAAgAAATTAAAAAAgcAAngg

AcAAcTATgcAAcAgTg'rcAn'gI l l GATGAAI l LGATAAAAAATTATACACTT

AcggcgATAAcTggggTcgTggTgcjAgAAgTATTATATcAAgcATTTggnTg

AAAATgCAACCAGAACAACAAAAGTTAACTGCAA-AGCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAAcAAgAAgAAATTgAAAAATATgcTggTgATTAcATTgTgAgTAcmg

TgAAggTAAACCTACACCAgGATATGAATCAACAAACATGTGGAAGAATTTG

AAAgCTACTAAAgAAGGACATATTGTTAAAGTTGATGCTGGTACATACTGGTA

CAACgATCCTTATACATTAGATTTCATGCGTAAAGATTTAAAAGTTAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQ ID NO:5'74)

FlG. 194
ATgAAAAAACTATTATTACCAI:TAATAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAAccAAggTgAAAAAAATAAcAAAgcTgAAAcTAAATcTTATAAmTgg

ACgATggCAAAACGGTAGATATTCCGAAAGACCCT4ACGCATTGCAGTAGT

TgCgCCAACATATGCTGGTGGACTTAAAAAATTAGGTGC~CATTGTAGCTG

TAAATCAACAAgTTgATCAAAGCAAAGTGTTAAAAGATAAATTT~GGTGTT

ACTAAAATTggTgATggTGATATAGAAAAAGTTGCTAAAGGCCAGATT

TAATTATTgTATACTCTACTGACAAAGACATTAAAAAGTATCGTAGCA

ccAAcAgTAgTjrgTTgAcTATAATAAgcATAAATAcTTAg4cAAcmgAAAT

gTTAgggAAAATTGTTGGTAAAGAAGATAAAGTAAAAGCTTGGAAG^GAT

TgggAAgAAACAACTGCTAAAGACGGTAAAGAAATTGCAATTGGAC

AAgATgcAAcAgTgTcATjrgTTTgATgAATTTgATAAmAATTATAcAcTTAc

ggCgATAACTggggTCGTGGTGGAGAAGTATTATATCAAGCATTTGGL'I I'AAA
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AATgCAACCAgAACAACAAAAGTTAACTGCGCAGGTTGGGCTGAAGTG

AAAcAAgAAgAAATTgAAmATATgcTggTgATTAcATTgTgAgTAcAAgTg

AAggTAAAccTAcAccAggATAcgAATcAAcAAAcATgTggAAgAAnTgAA

AgcTAcTAAAgmggAcATATTgTTAAAgTrgATgcTggTAcATAcTggTAcA

AcgATccTTATAcATTAgATTTcATgcgTAAAgATTTAAAAgAAAAAnAATT

AAAGCTGCAAAATAA

' (SEQ ID NO:575) .

FlG. 195
ATgAAAAAACTATTATTACCATTAATAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

. gggAAccAAggTgAAAAAAATAAcAAAgcTgAAAcTAAATcnATAAmTggACgATggCAAAACggTAgATATTCCGAAAGACCCTfCGCATTGCAGTAGT

' TgcgccAAcATATgcTggTggAcTTAAAAAATTAggTgcmAcATTgTAgcTg

TAAATcAAcAAcncgATcAAAgcAAAgTATTAAAAgATAAATTT~ggTgT

TACAAAAATTggTgATgGCGATGTAGAAAAAGTTGCTAAAGGCCAGAT

TTAATTATTgTATACTCTACTGACAAAGATATTAAAAAATATCGTAGC

AccAAcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcATAAATAnTAgAAcAAcAAgAA

ATgTTAç3ggAAAATTGTTGGTAAAGAAGATAAAGTGCTTGGAAGAAAG

ATTgggAAgAAAcAAcTgcTAAAgAcgg1mAgAAATTAAmAAgcmTTgg

ACAAGATGCAACAGTGTCATTGÍ ] l gATgAATTTGATAAAAAATTATACACTT

AcggcgATAAcTggggTcgTggTggAgAAgTAT'TATATcAAgcATTrggTTTA

AAAATgCAACCAgÁACAACGTTAACTGCAAAAGCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAAcAAgAAgAAATrgAAAAATATgcTggTgAnAcATTgTgAgTAcmg

TgAAggTAAACCTACACCAGGATATGAATCAACAAACATGTGGAAG4TTTG

AAAgCTACTAAAGAAGGACATATTGTT~GTTGATGCTGGTACATACTG'GTA

CAACgATCCTTATACATTAGATTTCATGCGTAAAGATTTAAAAGTTAA

TrAAAgcTgcAAAATAA

(SEQ ID NO:576)

FlG. 196
ATgAAAAAACTATTATTACCATTAATAATTATGTT-ATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAACCAAGGTGAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATTGG

ACgATggCAAAACGGTAGATATTCCGAAAGACCCT~CGCATTGCAGTAGT

TgcgccAAcATATgcTggTggAcTIAAAmATTAggTgcAAAcATTgTAgcTg
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TAAATcAAcAAgTcgATcAAAgcAAAgTATTAAmgATAAATTT&AAggTgT

TACAAAAATTggTGATGGCGATGTAGAAAAAGTTGCTMAGAAAAGCCAGAT

TTAATTATTgTATAcTcTAcTgAcAAAgATATTAAAAAATATcAAmAgTAgc

AccAAcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcATAAATATTTAgAAc4cAAgm

ATgTTAgggAAAATrgTTggTAAAgAAgATAAAgTAAAAgcTTggAAgAmg

ATTgggAAgAAACAACTGCTAAAGACGGTAAAGAAATTGCAATTGG

ACAAgATgCAACAGTGTCATTGTTTGATGAATTTGATTTATACACTT

ACggCgATAACTGGGGTCGTGGTGGAGAAGTATTATATCAAGCATTTGGT"I"I'G

AAAATgCAACCAGAACAACAAAAGTTA4CTGCAAAAGCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAAcAAgAAgAAATrgmAAATATgcTggTgATTAcATTgTgAgTAcAAg

TgAAggTAAACCTACACCAGGATACGAATCAACAAACATGTGG4GAATTTG

AAAgcTAcTAAAgAAggAcATATTgTTmgT1"gATgcTggTAcATAcTggTA

cAAcgATccTTATAcATTAgATTTcATgcgTAAAgATjrTAAmgTTAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQ ID NO:577)

FlG. 197
' ATgAAAAAACTATTATTACCATT4TAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAACCAAggTGAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATTGG

AcgATggcAAAAcggTAgATATTccgAAAgAcccTAAAcgcAngcAgTAgT

TgCgCCAACATATGCTGGTGGACTTAAAAAATTAGGTGC~CATTGTAGCTG

TAAATCAACAAGTCGATCAAAGCAAAGTATTAAAAGATAAATTTGGTGT

TACAAAAATTggTgATgGCGATGTAGAAAAAGTTGCTAAAGA~GCCAGAT

TTAATImTgTATAcTcTAcTgAcAAAgATATTAAAAAATATcAAAAAgTAgc

ACCAACAgTAgTTgTTGACTATAATAAGCATMATATTTAGAACAACAAG4

ATgTTAgggAAAATTgTTggTAAAgAAgAT~gTAAmgccTggAAgAAAg

ATTgggAAgAAACAACTGCTAAAGACGGTAAAGAAATTGCAATTGG

AcAAgATg·cAAcAgTgTcATTgTTrgATgAATTTgATAAAmATTATAcAcTT

AcggcgATAAcTggggTcgTggTggAgAAgTATTATATcAAgcATTTggTn'g

AAAATgcAAccAgAAcAAcAmAgTTAAcTgcgcAggTTgggcTgAAg

TgAAAcAAgAAgAAArIUAAAAATATgcTggTgATTAcATTgTgAgTAcAAg

TgAAggTAAAccTAcAccAggATATgAATcAAcAAAcATgTggmgAATTTg

AAAgCTACTAAAGAAGGACATATTGTTAAAGTTGATGCTGGTACATACTGGTA
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CAACgATCCTTATACATTAGATTTCATGCGTAAAGATITAAAAGTTAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQ ID NO:578)

FlG. 198
ATgAAAAAACTATTATTACCATTAATAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAAccAAggTgAAAAAAATAAcAAAgcTgAAAcTAAATcrrATAmATgg

AcgATggcAAAAcggTAgATATTccgAAAgAcccTAmcgcATTgcAgTAgT

TgccjccAAcATATgcTggTggAcTTAAAmATTAggTgcAAAcATTgTAgcTg

TAAATCAACAAGTCGATCAAAGCAAAGTATTAAAAGAT^TTTAAAGGTGT -

TACAAAAATTGGTGATGGCGATGTAGAAAAAGTTGCTAAAGGCCAGAT

TIAATTATTgTATAcTcTAcTgAcAAAgATATTAAAAAATATcAAmAgTAgc

· AccAAcAgTAgTTgTTgACTATAATAAgcATAAATATTTAgmcAAcAAgm
ATgTTAgggAAAATTGTTGGTAAAGAAGATAAAGTAAAAGCTTGGAAGG

ATTgggAAgAAACAACTGCTAAAGACGGTAAAGAAATTA4AAAAGCAATTGG

AcAAgATgcAAcAgTgTcATTgTTTgATgAATTTgATAAmmTTATAcAcn

AcggcgATAAcTggggTcgTggTggAgAAgTAnATATcAAgcATTTggTTTg

AAAATgCAACCAgAACAACAAAAGTTAACTGCGCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAACAAgAAgAAATTGAAAAAT'ATGCTGGTGATTACATTGTGAGTACAAG

- , , TgAAggTAAAccTAcAccAggATAcgAATcAAcAmcATgTggmgAATTTg
AAAgcTAcTAAAgAAggAcATATTgTTAmgTTgATgcTggTAcATAcTggTA "

cAAcgATccTTATAcATTAgATTTcATgcgTAAAgATTTAAAAgAAAmTTAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SE.Q ID NO:579)

FlG. 199
ATgAAAAAACTATTATTACCATTAATAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAACCAAggTgAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATTGG

ÁCgATggCAAAACGGTAGATATTCCGAAAGACCCI"AAACGCATTGCAGTAGT

TgcgccAAcATATgcTggTggAcTTAAAmATTAggTgcAAAcATTgTAgcTg

TAAATCAACAAGTCGATCAAAGCAAAGTATTAAAAGATAAATTTAAAGGTGT

TAcAAAAATTggTgATggcgATgTAgAAAAAgTjrgcTAAAggccAgAI'

TjAATTATrgTATAcTcTAcTgAcAAAgATATTAAAAAATATcmmAgTAgc

AccAAcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcATAAATArrTAgAAcmcAAgAA
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ATgTTAgggAAAATTgTTggTAAAgAAgATAAAgTAAAAgcn'ggAAgAAAg

ATTgggAAgAAAcAAcTgcTAAAgAcggTAAAgAAATTAAAAAAgcAAngg

AcAAgATgcAAcAgTgTcATTgTTTgATgAATTTgATAAAAAATTATAc-Acn

AcggcgATmcTggggTcgTggTggAgAAgTATTATATcAAgcATTTggl l jg

AAAATGCAACCAGAACAACAAAAGTTAACTGCAMAGCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAACAAgAAGAAATTGTATGCTGGTGATTACATTGTGAGTACAAG

. TgAAggTAAAccTAcAccAggATAcgAATcAAcAAAcATgTggmgmTTTgAAAgCTACTAAAGAAGGACATATTGTT&4AGTTGATGCTGGTACATACTGGTA

cAAcgATccTTATAcATTAgATTTcATgcgTAAAgATTTAAAAgAAAAAnAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQ ID NO:580)

FIG. 200
ATgAAAAAACTATTATTACCATT^TAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAACCAAggTGAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATTGG

AÓgATggCAAAACGGTAGATATTCCGAAAGACCCTCGCATTGCAGTAGT

TgCgCCAACATATGCTGGTGGACTTAA1'TAGGTGCAAACATTGTAGCTG

TAAATCAACAAGTCGATCAAAGCAAAGTATTAAAAGATAAATTTAÁAGGTGT

TACAAAAATTGGTGATGGCGATGTAGAAAAAGTTGCTGAAAAGCCAGAT

TTAATTATTgTATAcTcTAcTgAcAAAgATATTAAAAAATATcAmAAgTAgc

AccAAcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcATAAATATTTAgAAcAAcAAgm

ATgTTAgggAAAATTGTTGGTAAAGAAGATAAAGTGCTTGGAAGAAAG

ATTgggAAgAAACAACTGCTAAAGACGGTAAAGAAATTGCAATTGG

ACAAgATgCAACAgTGTCATTGTTTGATGAATTTGATAAAAAATTATACACW

ACg-gCgATAACTggggTCGT'GGTGGAGAAGTATTATATCAAGCATTTGGTTTG

AAAATGCAACCAGAACAACAAAAGTTAACTGCAAAAGC.4GGTTGWCTGAAG

TgAAACAAgAAgAAATTGTATGCTGGTGATTACATTGTGAGTACAAG

TgAAggTAAAccTAcAccAggATAcgAATcAAcmAcATgTggAAgAATTTg

AAAGCTACTAAAGAAGGACATATTGTTMAGTTGATGCTGGTACATACTGGTA

cAAcgATccTTATAcATTAgATTTcATgcgTAAAgATTTAAAAgAAmATTm

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQ ID NO:581)
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FlG. 201
ATgAAAAAACTATTATTACCATTAATAATTATGTTATTAGTGTTAGCTGCGTGT

gggAACCAAgGTGAAAAAAATAACAAAGCTGAAACTAAATCTTATTGG

AcgATggcAAAAcggTAgATATTccgAAAgAcccTAAAcgcAngcAgTAgT

TgCgCCAACATATGCTGGTGGACTTAAAAAATTAGGTGCjCATTGTAGCTG

TAAATCAACAAgTCgATCAAAGCAAAGTATTAAAAGATAAATTTAAAGGTGT'

TACAAAAATTggTgATgGCGATGTAGAAAAAGTTGCTAAAGGCCAGAT

TIAATTATTgTATACTCTACTGACAAAGATATIAAAAAATATCGTAGC

AccAÃcAgTAgTTgTTgAcTATAATAAgcATAAATATTTAgmcmcAAgAA

ATgTTAgggAAAATTgTTggTAAAgAAgATAAAgTAAmgcTTggAAgAAAg

ATTgggAAgAAAcAAcTgcTAAAgAcggTAAAgAAATTAAAAAAgcAAngg

ACAAgATgCAACAGTGTCATTGTTTGATGAATTTGATTTATACACTT

' ACggCgAIAACTGGGGTCGTGGTGGAGAAGTATTATATCAAGCATTTGGI'I LA

ÁAAATgCAACCAGAACAACAAAAGTTAACTGC.GCAGGTTGGGCTGAAG

TgAAACAAgAAgAAATTGTATGCTGGTGATTACATTGTGAGTACAAG

TgAAggTAAACCTACACCAGGATATGAATCAACCATGTGGAAGAATTTG

AAAgCTACTAAAgAAggACATATTGTTMAGTTGATGCTGGTACATACTGGTA

CAACCATCCTTATACATTAGATTTCATGCGTAAAGATTTAAAAGTTAA

TTAAAGCTGCAAAATAA

(SEQID NO:582)
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FlG. 202

Western Blot: Soro de Camundongo Convaiescente
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FlG. 204

mw Western B/ot.' Soro Humano Doente

(Kda) l .

250
150 -"

100 '"'
: . µ·"

75. '" " =

50 i-,'

37 -..,,"2 .=S:

gl , "

25 F--.'- d

L-) ~ CJ CY' m

Ê S Ê S á â Z! H

FlG. 205
A B C

'::EÊt
g H"j

"üjí
1UL d fQ3 3Qq

AF633-A

'" 1 FÍMmmunc j:IQD

,, l :::;::,mm mü'|

gq , mfk im ;! )

Lá.
4° È. . J i

m-) ../j,) \,
m~l " I' , L : , · l- } .l (

gqS 1OJ ]02 d d

AF633-A

1üo l mmmom i:iqq

l MRe qg

j mü sRrUm1:m !
n l k1fk lü9g jl

I? ""l )')
4U -I70 l //) ) i,

:
d t

..y'
%

Ít'" \. - -
· l µ .T7"~ · .. i ' .- , ¥ j0

¶jú 1D 102 ¶g3 ¶04 ¶}5

AF633-A

D
idú jpccknmune 1:50

qaltif"2;"'1!|

, q

' :'[ ,',-:i|::'":\
,R'"':É!'i.k'":":

hí l i .il ·t( fPW » ··j ·· Ia

tOf t$? T03 1S4 lD5

AF633-A



112/112

r-
Q-
CL

,i \' ""i'ji)!
Jzj) ii::á

)::%'2
S , ':. "*- Z r h ":-As2n" 9:»

' $\Z

l 8·»

I Í'FSR" d),

! i i i'l ezz
O CJ O O O O
ú) o trj Cj ui
N (D < m C-I

µ/8d

CC)
O
çq

ci
lj-






