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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "COMPOSI-
COES PARA TRATAMENTO DE INFECCAO, DE SINTOMA OU DIMINUI-
CAO DA COLONIZAGAO POR STAPHYLOCOCCUS SPP., CONTENDO
POLIPEPTIDEOS GRAM-POSITIVOS, KIT PARA DETECGAO DE ANTI-
CORPOS QUE SE LIGAM ESPECIFICAMENTE A TAIS POLIPEPTIDEOS,
BEM COMO USO DOS MESMOS".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO RELACIONADO

O presente pedido reivindica prioridade do Pedido de Patente Pro-
visorio U.S. No. de Série 61/210.772 depositado em 23 de margo de 2009.
ANTECEDENTES

Bactérias gram-positivas s&o um grupo notadamente diverso de

organismos que causam uma variedade de doencas em ambos humanos e
animais. Alguns dos patdgenos reconhecidos como importantes em saude hu-
mana efou animal incluem bactérias pertencentes as familias Corynebacteria-
ceae, Enterococcacae, Micrococcaceae, Mycobacteriaceae, Nocardiaceae e
Peptococcaceae, que incluem espécies bacterianas tais como Actinomyces
spp., Bifidobacterium spp., Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Erysipe-
lothrix spp., Eubacterium spp., Kytococcus spp., Lactobacillus spp., Micrococ-
cus spp., Mobiluncus spp., Mycobacteria spp., Peptostreptococcus spp., Propi-
onibacterium spp. e Staphylococcus spp. Esses patégenos causam uma gran-
de variedade de manifestagées clinicas em muitas espécies animais diferentes.
O tratamento para tais infestagdes tem sido historicamente antibiéticos que ata-
cam as estruturas e funcdes comuns dos organismos gram-positivos. No entan-
to, muitos dos organismos gram-positivos ubiquos desenvolveram resisténcia a
varias classes de antibidticos, tornando o tratamento de infecgdes dificil. O uso
disseminado de antibioticos no tratamento de doencas bacterianas em ambos
humanos e animais de producdo de alimento é provavelmente um grande fator
de contribuicao na proliferagéo de linhagens resistentes a antibidtico de muitas
espécies de organismos gram-positivos. Desta maneira, ha uma grande neces-
sidade em encontrar tratamentos diferentes que previnam ou eliminem infec-
¢bes por organismos gram-positivos em animais bem como humanos.

Infeccoes Staphylococcais em animais de agricultura

Na indastria agricultural varias doengas importantes sao causa
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das por organismos gram-positivos. Exemplos de condicées clinicas causa-
das por infecgbes bacterianas gram-positivas incluem mastite, septicemia,
pneumonia, osteomielite, meningoencefalite, linfangite, dermatite, infecgcoes
do trato genital, metrite, doenga perinatal, abcessos da pituitaria, artrite, bur-
site, orquite, cistite e pielonefrite, linfadenite caseosa, tuberculose, linfangite
ulcerativa, erisipela, laminite, doenca de tyzzer, tétano, botulismo, enterite,
edema maligno, abraxia, hemoglobintiria baciliar, enterotoxemia. Staphylo-
coccus spp., em particular, sdo capazes de infectar muitas espécies diferen-
tes de animais agriculturais e podem causar grandes perdas econdmicas.
Por exemplo, a industria de laticinio Norte-americana é estimada perder a-
proximadamente $185 por vaca anualmente devido a mastite, uma doenca
frequentemente causada por Staphylococcus aureus. Uma vez que ha 9,5
milhGes de cabegas de vacas leiteiras nos Estados Unidos, o custo anual de
mastite € aproximadamente $1,8 bilhdo. Isto é aproximadamente 10% do
valor total das vendas de leite das fazendas e cerca de dois-tercos desta
perda sdo devido a producao de leite reduzida em vacas subclinicamente
infectadas. Outras perdas s3o devido a leite anormal descartado e leite reti-
rado de vacas tratadas com antibiotico, custos de substituicio precoce de
vacas afetadas, valor de venda reduzido de vacas selecionadas, custos de
farmacos e servigos veterinarios e custos de trabalho aumentados. Em adi-
¢ao a sua prevaléncia dentro da industria de laticinio bovino, a mastite cau-
sada por cocci gram-positivo € também comum entre cabras e ovelha. Do-
engas animais adicionais causadas por S. aureus incluem botriomicose em
cavalos, sinovite purulenta e osteomielite em aves, obstru¢des nasais em
coelhos, abortos em suino e piemia por carrapato em cordeiros. Outras es-
pecies de staphylococci sao patégenos de pele principais de canino (S. in-
termedius) e suino (S. hycius). Em espécies de aves, patdgenos staphylo-
coccal causam endocardite e septicemia.

Infeccoes sfaphylococcal em seres humanos

Staphylococcus spp. sédo também patégenos humanos que cau-
sam uma ampla variedade de infecgdes. A espécie Staphylococcus aureus,

um colonizador comum de mucosa e pele humanas, é um patégeno oportu-
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nistico que pode causar infecgées humanas diversas. Por exemplo, S. au-
reus € o agente causador de vérias infecgbes de pele, incluindo impetigo,
furunculose, celulite e sindrome da pele escaldada, bem como infecgdes de
ferida pés-cirlirgica potenciaimente fatais. Ainda, a exposicao de individuos
imunocomprometidos & S. aureus em ambientes hospitalares resultou em
infeccbes de orgéo tais como pneumonia, infecges do trato urinario, osteo-
mielite, artrite, bacteremia e endocardite. S. aureus é também o agente cau-
sador de toxinoses, mais notadamente sindrome do choque toxico e enve-
nenamento de comida. Envenenamento de comida causado pela enterotoxi-
na staphylococcal B é a causa mais comum de doencga de origem em comi-
da, ultrapassando até mesmo a salmonelose, a campilobacteriose e a listeri-
ose. Outras espécies de staphylococci também causam doenca humana: S.
epidermis, S. haemolyticus e S. hominis geralmente infectam dispositivos
meédicos implantados e S. saprophyticus esta associada com infecgdes do
trato urinario em mulheres.

Mecanismos de viruléncia de staphylococci

Staphylococci infectam uma variedade de tecidos hospedeiros e
evadem o sistema imune através da produgédo de varios tipos de proteinas
secretadas, fatores de viruléncia expressos na superficie e sistemas metabé-
licos planejados para sobrevivéncia no meio dos recursos limitados e defe-
sas ativas associadas com o ambiente hospedeiro. Colonizagao é a primeira
etapa necessaria no estabelecimento de infeccdo; varios fatores incluindo
capsula, acido lipoteicoico e acido teicoico sdo componentes estruturais co-
muns que contribuem para a colonizagéo. Ainda, proteinas de superficie tais
como proteina de ligagéo a fibronectina staphylococcal e proteinas de liga-
¢ao a sialoproteina 6ssea se ligam especificamente a componentes do teci-
do hospedeiro. Toxinas sdo geralmente produzidas dentre os patégenos
staphylococcais e sdo altamente prejudiciais; varias doengas humanas, in-
cluindo envenenamento de alimento, sindrome do choque téxico e condigbes
de pele esfoliativa, sdo o resultado direto de proteinas de toxina secretada
extracelular. Um Unico isolato pode codificar genes para 20-30 toxinas secre-

tadas diferentes. Alguns dos produtos de proteina secretada sio superanti-
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genos que se ligam nao-especificamente & molécula de Classe 1l da MHC de
uma célula apresentando antigeno e, simultaneamente, ao receptor de célu-
la T de uma célula T. A ligacéo induz sinalizacio de célula T e leva a libera-
¢ao de niveis altos de fatores pré-inflamatérios, por fim induzindo dano ao
hospedeiro devido a resposta imune devastadora. Outra classe de fatores de
viruléncia expressos na superficie oculta as bactérias do sistema imune hos-
pedeiro. Por exemplo, a Proteina A expressa na superficie de S. aureus ini-
be a opsonizagéo e a fagocitose através da ligacao do componente Fc de
anticorpo hospedeiro. Varias proteases, hemolisinas (alfa, beta, gama e del-
ta), nucleases, lipases, hialuronidases e colagenase também auxiliam as
bactérias na extrag&o de nutrientes de células circundantes e protecéo delas
contra defesas do hospedeiro.

Resisténcia a antibitico dentre staphylococei

A CDC estima que a cada ano quase 2 milhées de pessoas nos
Estados Unidos adquiram uma infeccdo nosocomial, resultando em 90.000
mortes anualmente. Dessas infeccbes fatais, 70% s&o causadas por bacté-
rias resistentes a antibidticos. O aumento em resisténcia a antibiético dentre
as espécies microbianas é particularmente pronunciado em colonizadores de
pele e mucosais tal como S. aureus. Por exemplo, a maioria de S. aureus
isolada de ambientes hospitalares é resistente a penicilina e 50% sao tam-
bém resistentes as penicilinas semissintéticas, tais como metcilina, nafcilina
e oxacilina. Esses isolados, referidos como MRSA (S. aureus resistente a
meticina) (methicillin resistant S. aureus), foram primeiro vistos nos anos 70
e agora firmemente estabelecidos em ambientes hospitalares. Recentemen-
te houve varios casos de infecgoes por MRSA na comunidade, onde os indi-
viduos infectados néo tiveram nenhuma exposicao prévia a hospitais e pro-
fissionais de cuidado de salde. Esta tendéncia alarmante é intensificada
pelo isolamento de isolatos de MRSA que s3o menos suscetiveis & vanco-
micina, um glicopeptideo usado para tratar MRSA. Pouquissimas linhagens
foram mostradas ser verdadeiramente resistentes a vancomicina de acordo
com a definicao do CDC de resisténcia & vancomicina, mas varias linhagens

de MRSA foram caracterizadas como consistindo em subpopulacées com
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susceptibilidade reduzida a vancomicina, ou VISA (S. aureus intermediaria a
vancomicina) (Vancomycin Intermediate S. aureus). Uma vez que o isola-
mento de linhagens resistentes a vancomicina e intermediarias a vancomici-
na & um desenvolvimento relativamente novo, ha poucos dados com relacao
a sua prevaléncia em hospitais e/ou na comunidade. Ocasionalmente, VRSA
(S. aureus resistente a vancomicina) (Vancomycin Resistant S. aureus) com
resisténcia integral a vancomicina e carregando um plasmideo de resisténcia
provavelmente adquirido de Enterococcus spp. foi também recuperada de
humanos.

Estratégias para prevencao e tratamento de infeccées por Staphylococcus

A emergéncia de varios patégenos gram-positivos gue sao resis-
tentes a antibidticos multiplos tem alimentado os esforgos de pesquisa com o
objetivo de desenvolver vacinas preventivas para proteger contra doencas.
As vacinas s&o projetadas para serem administradas a pacientes a fim de
elicitar uma resposta de memoria a longo prazo do sistema imune, de manei-
ra que se o patdgeno for encontrado no futuro, o sistema imune pode mais
rapidamente e eficientemente eliminar o patégeno. Até agora, uma vacina
amplamente protetora contra patégenos gram-positivos associados com va-
rias doengas humanas, particularmente aquelas doencas associadas com
infecgcbes staphylococcais, ndo esta disponivel. Abordagens de desenvolvi-
mento de vacina para a prevengao de infecgdes staphylococcais incluem
aquelas relatando o uso de componentes de superficie microbiana reconhe-
cendo moléculas de matriz de adesao [MSCRAMMS Nilsson e outros, 1998.
J. Clin. Invest. 101:2640-9; Menzies e outros, 2002. J. Infect. Dis. 185:937-
43; Fattom e outros, 2004. Vaccine 22:880-7], polissacarideos de superficie
(McKenney e outros, 2000; McKenney e outros, 1999. Science 284:1523-7:
Maira-Litran e outros, 2002. Infect Immun. 70:4433-40; Maira-Litran e outros,
2004. Vaccine 22:872-9; Maira-Litran e outros, 2005. Infect. Immun. 73 :
6752-62) e exoproteinas mutadas (Lowell e outros, 1996. Infect. Immun. 64
'4686-93 ; Stiles e outros, 2001. Infect. Immun. 69:2031-6; Gampfer e outros,
2002. Vaccine 20:3675- 84), como antigenos em composi¢ées 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 varias 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 composigdes tenham mostrado algum grau de
protecao, elas obtiveram pouca protegao cruzada contra linhagens staphylo-
coccais diversas e falharam ainda em elicitar respostas imunes substanciais
em pacientes imunocomprometidos, uma populagdo sob risco importante
para infecgdes nosocomiais.

As doengas staphylococcais mais severas sdo aquelas media-
das pelas exotoxinas pirogénicas superantigénicas (SPEs) (Supernantigenic
pyrogenic  exotoxins) mencionadas acima que estimulam nao-
especificamente células T independentes de apresentagao de antigeno. Tais
doengas incluem sindrome do choque téxico, doenca de pele esfoliativa e
possivelmente sindrome de Kawasaki. Para essas doengas mediadas por
SPE, agentes imunoterapéuticos que reforgcam o sistema imune durante uma
infeccao ativa sao frequentemente mais eficazes do que vacinas, que sao
tipicamente administradas antes da infeccdo. A natureza devastadora da
resposta imune a SPE necessita de redugéo rapida em atividade de toxina
como o0 primeiro objetivo em terapia. Até agora, neutralizacdo de toxina em
doenga mediada por S. aureus foi acompanhada com mais eficacia através
da administracao de imunoglobulina humana intravenosa (IVIG) (Intravenous
Immunoglobulin), uma preparacdo de anticorpo humano concentrada, purifi-
cada, de milhares de doadores humanos (Takei e outros, 1993, J. Clin. In-
vest. 91:602-7; Stohl e Elliot. 1996. Clin. Immunol. Immunopathol. 79:122-
33). A distribuigao disseminada de S. aureus, que coloniza aproximadamen-
te 30% de adultos humanos saudaveis, coincide com taxas de exposicéo
altas para a maioria da populagéo, entao o nivel de anticorpos antitoxina an-
ti-staphylococcal em IVIG é frequentemente suficiente para neutralizar toxina
o tempo suficiente para estabilizar a resposta imune até que a carga de bac-
téria seja reduzida com antibiéticos (Schlievert, 2001. J. Allergy Clin. Immu-
nol. 108(4 Supl.):5107-110). Preparagoes de IVIG de fabricantes miuiltiplos

foram mostradas neutralizar toxina em ensaios de proliferagdo com células
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mononucleares de sangue periférico humano, inibir diferenciagao de célula B
direcionada por célula T humana induzida por toxina in vitro (Stohl e Elliot.
1996. Clin. Immunol. Immunopathol. 79:122-33; Stohl e Elliott, 1995. J. Im-
munol 155:1838-50; Stohl e outros, 1994, J. Immunol. 153:117-27) e reduzir
secrecao de IL4 e IL-2 em PBMCs estimuladas com enterotoxina B staph-
ylococcal (Takei e outros, 1993, J. Clin. Invest. 91:602-7; Darenberg e ou-
tros, 2004. Clin. Infect. Dis. 38.836-42). Terapia com IVIG, com sua habilida-
de comprovada em neutralizar SPE, € agora uma terapia recomendada para
sindrome de Kawasaki e estd ganhando preferéncia como um método de
tratamento para sindrome do choque toxico staphylococcal (Schlievert, 2001.
J. Allergy Clin. Immunol. 108 (4 Supl.):S107-110). Uso de IVIG como uma
lavagem imunoprotetora durante cirurgia foi também investigado em camun-
dongos (Poelstra e outros, 2000. Tissue Eng. 6(4):401-411). Embora IVIG
padrao tenha utilidade para limitagao do avanco de alguma doenga mediada
por SPE staphylococcal, a seguranga, a eficacia e a consisténcia de prepa-
racées de IVIG humanas geradas a partir de milhares de doadores humanos
nao-selecionados permanecem controversas (Baker e outros, 1992. N. Engl.
J. Med. 327:213-9; Miller e outros, 2001, J. Allergy Clin. Immunol. 108:591-4,
Sacher, 2001. J. Allergy Clin. Immunol. 108:S139-46; Darenberg e outros,
2004. Clin. Infect. Dis. 38:836-42). Ainda, o beneficio de IVIG na prevencéo
de infecgbes staphylococcais € duvidavel (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. Infect. Dis. 38:836-42). A fim de aumentar a eficacia de IVIG no
tratamento de infecgbes staphylococcais em certas populagdes sob risco,
uma IgG humana anti-staphylococcal policlonal, selecionada de doador, de-
rivada de plasma, com titulos altos de anticorpo direcionado ao fator A de
coagulagdo MSCRAMMS staphylococcal (CIfA) e proteina G de ligagdo a
fibrinogénio (SdrG) foi criada e testada com sucesso em bebés com peso de
nascimento muito baixo para prevenir sepse staphylococcal (Vernachio e
outros, 2003. Antimicrob. Agents Chemother. 47:3400-6; Bloom e outros,
2005. Pediatr. Infec. Dise. J. 24:858-866; Cappareli e outros, 2005. Antimi-
crob. Agents Chemother. 49:4121-7). Um anticorpo monoclonal humanizado
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especifico com relagdo ao fator A de coagulagdo MSCRAMM de S. aureus
esta também sendo desenvolvido. O anticorpo foi selecionado de um grupo
de milhares de anticorpos anti-CIfA de murino quanto & sua habilidade em se
ligar a CIfA de uma maneira que anula ligacao de S. aureus a fibronectina
humana e foi subsequentemente humanizado através de mutagao de resi-
duos direcionados especificos para imitar o anticorpo do subgrupo de linha
germinativa humana homélogo (Hall e outros, 2003. Infect. Immun. 71:6864-
70; Domanski e outros, 2005, Infec. Immun. 73:5229-32). O anticorpo espe-
cifico esta sendo projetado para uso em conjunto com antibiéticos para o
tratamento de varias infecgdes por S. aureus ameacadoras a vida severas,
embora estudos em animal também demonstrem um efeito protetor profilati-
co.
SUMARIO

Em um aspecto, a presente invencédo prové composiges inclu-
indo dois ou mais polipeptideos isolados. Um polipeptideo isolado na com-
posicao tem um peso molecular conforme determinado através de eletrofo-
rese em um gel de poliacrilamida contendo dodecilsulfato de sodio de 88
kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. Por exemplo, uma
composicao pode incluir proteinas isoladas de 88 kDa e 55 kDa. Em alguns
aspectos a composicao pode incluir polipeptideos isolados tendo pesos mo-
leculares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. Os
polipeptideos podem ser isolaveis de uma Staphylococcus aureus quando
incubados em meios incluindo um quelante de ferro e nao-isolaveis quando
cultivados no meio sem o quelante de ferro. A composicao protege um ani-
mal, tal como um camundongo ou vaca ou ser humano, contra provocacao
com uma linhagem de S. aureus tal como, por exemplo, a linhagem ATCC
19636. A composicao pode incluir ainda um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel e pode incluir ainda um ou mais polipeptideos isolados tendo um peso
molecular de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa,
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 polipeptideos da com-

posicao podem ser isolados de S. aureus linhagem ATCC 19636.
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Em algumas modalidades cada polipeptideo da composicéo tem
uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade com
uma impressao digital de massa de um polipeptideo do polipeptideo do
mesmo peso molecular expresso por Staphylococcus aureus linhagem
ATCC 19636, onde o polipeptideo & isolavel de uma Staphylococcus aureus
quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro e nao-
isolavel quando cultivado no meio sem o quelante de ferro. Por exemplo, o
polipeptideo isolado com um peso molecular de 88 kDa tem uma impressao
digital de massa de pelo menos 80% de similaridade com uma impresséo
digital de massa de um polipeptideo de 88 kDa expresso por Staphylococcus
aureus linhagem ATCC 19636 e o polipeptideo isolado com um peso mole-
cular de 55 kDa tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de
similaridade com uma impresséao digital de massa de um polipeptideo de 55
kDa expresso por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636.

Em outro aspecto, a presente invengao prové composicées que
incluem um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade de
sequéncia com uma sequéncia de aminodcido selecionada de SEQ ID
NO:408 e SEQ ID NO:397. A composicao pode incluir ainda pelo menos um
segundo polipeptideo, onde o segundo polipeptideo é isoldvel de uma Sta-
phylococcus aureus quando incubada em meios compreendendo um quelan-
te de ferro e n&o-isolavel quando cultivada nos meios sem o quelante de fer-
ro. Em alguns casos, o segundo polipeptideo pode incluir uma sequéncia de
aminoacido tendo pelo menos 80% de similaridade de sequéncia com uma
sequéncia de aminoacido selecionada de SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:364,
SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:386 e SEQ ID NO:149. Em outros casos, 0 se-
gundo polipeptideo pode ter um peso molecular conforme determinado atra-
vés de eletroforese em um gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio
de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. A composi-
¢ao pode incluir ainda um ou mais polipeptideos isolados isolaveis de uma
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 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44
kDa, 43 kDa, 41 kDa ou 40 kDa
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A presente invengao também prové métodos para uso das com-
posicbes. Em um aspecto, o método é para tratamento de infeccao em um
individuo e inclui administracdo de uma quantidade eficaz de uma composi-
¢ao da presente invengdo a um individuo tendo ou sob risco de ter uma in-
fecgao causada por Staphylococcus spp. Em outro aspecto, o método & para
tratamento de um sintoma em um individuo e inclui administracado de uma
quantidade eficaz de uma composi¢ao da presente invencéao a um individuo
tendo uma infecgao causada por Staphylococcus spp. O individuo pode ser
um mamifero tal como um ser humano, cavalo ou vaca. A Staphylococcus
spp. pode ser S. aureus.

A presente invencdo prové ainda métodos para uso de anticor-
po, por exemplo, anticorpo policlonal, que se liga especificamente a polipep-
tideos da presente invencdo. Em um aspecto, o método € para tratamento
de uma infec¢cao em um individuo e inclui administragdo de uma quantidade
eficaz de uma composicao a um individuo tende ou sob risco de ter uma in-
feccéo causada por Staphylococcus spp., onde a composigéo inclui anticor-
po que se liga especificamente a pelo menos um e, em alguns casos, mais
de um, polipeptideo isolado da presente invengdo. Em outro aspecto, o mé-
todo & para tratamento de um sintoma em um individuo e inclui administra-
¢cao de uma quantidade eficaz de uma composigdo a um individuo tendo
uma infec¢cdo causada por Staphylococcus spp., onde a composigéo inclui
anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um e, em alguns casos,
mais de um, polipeptideo isolado da presente invencao. O individuo pode ser
um mamifero, tal como um ser humano, cavalo ou vaca. A Staphylococcus
spp. pode ser S. aureus.

S&o também providos pela presente invengdo métodos para di-
minuigcdo da colonizagdo em um individuo. Em um aspecto, o0 método inclui
administragdo de uma quantidade eficaz de uma composicédo da presente
invenc@o a um individuo colonizado por uma Staphylococcus spp. Em outro
aspecto, o método inclui administragdo de uma quantidade eficaz de uma
composi¢do a um individuo colonizado por Staphylococcus spp., onde a

composigao inclui anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um e,
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em alguns casos, mais de um, polipeptideo isolado da presente invencao.

A presente invengao prové um kit para detec¢do de anticorpo
que se liga especificamente a um polipeptideo. O kit inclui, em recipientes
separados, um polipeptideo isolado da presente invencdo e um reagente
gue detecta um anticorpo que se liga especificamente ao polipeptideo.
BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

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

rentes de Staphylococcus aureus derivadas de espécies diferentes cultiva-
das com e sem ferro (faixas marcadas Fe™ e DP, respectivamente).

Figura 2. A diferenga em mortalidade entre camundongos vaci-
nados e nao-vacinados apds provocacdes homdloga e heterdloga com Sta-
phylococcus aureus.

Figura 3. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostram a so-
brevivéncia percentual ap6s vacinagdo e provocagdo homéloga com S. au-
reus ATCC 19636.

Figura 4. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando a so-
brevivéncia percentual apés vacinagao e provocagao heteréloga com S. au-
reus ATCC 19636.

Figura 5. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando so-
brevivéncia percentual ap6s imunizagdo passiva e provocagdo homéloga
com S. aureus ATCC 19636.

Figura 6. Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando so-
brevivéncia percentual apds imunizacédo passiva e provocagédo heteréloga
com S. aureus linhagem 1477.

Figura 7. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regula-
do por metal obtido a partir de S. aureus ATCC 19636. (SEQ ID NO:353).

Figura 8. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regula-
do por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:354).

Figura 9. A sequéncia de aminoécido de um polipeptideo regula-
do por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:355).

Figura 10. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:356).
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Figura 11. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:357).

Figura 12. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:358).

Figura 13. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:359).

Figura 14. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:360).

Figura 15. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:361).

Figura 16. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:362).

Figura 17. A sequéncia de aminodcido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:363).

Figura 18. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:364).

Figura 19. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:365).

Figura 20. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:366).

Figura 21. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:367).

Figura 22. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:368).

Figura 23. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:369).

Figura 24. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:370).

Figura 25. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:371).

Figura 26. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:372).
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Figura 27. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:373).

Figura 28. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:374).

Figura 29. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:375).

Figura 30. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:376).

Figura 31. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:377).

Figura 32. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:378).

Figura 33. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:379).

Figura 34. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:380).

Figura 35. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:381).

Figura 36. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:382).

Figura 37. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:383).

Figura 38. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:384).

Figura 39. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:385).

Figura 40. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:386).

Figura 41. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:387).

Figura 42. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:388).
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Figura 43. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:389).

Figura 44. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:390).

Figura 45. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:391).

Figura 46. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:392).

Figura 47. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:393).

Figura 48. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:394).

Figura 49. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:395).

Figura 50. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:396).

Figura 51. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:397).

Figura 52. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:398).

Figura 53. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:399).

Figura 54. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:400).

Figura 55. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:401).

Figura 56. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ 1D NO:;402).

Figura 57. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:403).

Figura 58. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:404).
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Figura 59. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:405).

Figura 60. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:408).

Figura 61. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:407).

Figura 62. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:408).

Figura 63. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:409).

Figura 64. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:410).

Figura 65. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:411).

Figura 66. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:412).

Figura 67. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:413).

Figura 68. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:414).

Figura 69. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:415).

Figura 70. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:416).

Figura 71. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:417).

Figura 72. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:418).

Figura 73. A sequéncia de aminoacido de um polipeptidec regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ ID NO:419).

Figura 74. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:420).
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Figura 75. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:421).

Figura 76. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:422).

Figura 77. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:423).

Figura 78. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:424).

Figura 79. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:425).

Figura 80. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:426).

Figura 81. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus COL., (SEQ ID NQ:427).

Figura 82. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:428).

Figura 83. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo regu-
lado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:429).

Figura 84. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC 19636.
(SEQ ID NO:430).

Figura 85. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:431).

Figura 86. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:432).

Figura 87. Uma sequéncia de &cido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:433).

Figura 88. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-

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

Figura 89. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID
NO:435).

Figura 90. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ 1D
NO:436).

Figura 91. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID
NO:437).

Figura 92. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:438).

Figura 93. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ
ID NO:4309).

Figura 94. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:440).

Figura 95. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636. (SEQ
ID NO:441).

Figura 96. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:442).

Figura 97. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:443).

Figura 98. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:444).

Figura 99. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um po-
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lipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NO:445).

Figura 100. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:446).

Figura 101. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:447).

Figura 102. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:448).

Figura 103. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:449).

Figura 104. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:450).

Figura 105. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:451).

Figura 106. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.
(SEQ ID NO:452).

Figura 107. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ D
NO:453).

Figura 108. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ 1D
NO:454).

Figura 109. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:455).
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Figura 110. Uma sequéncia de acido nucleico cedificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NO:456).

Figura 111. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:457).

Figura 112. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:458).

Figura 113. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:459).

Figura 114. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:460).

Figura 115. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:461).

Figura 116. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:462).

Figura 117. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.
(SEQ ID NO:463).

Figura 118. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:464).

Figura 119. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:465).

Figura 120. Uma sequéncia de &cido 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 sequéncia de &cido nucleico codificando um

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2, (SEQ ID
NO:467).

Figura 122. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:468).

Figura 123. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:469).

Figura 124. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:470).

Figura 125. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:471).

Figura 126. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTCB8325.
(SEQ ID NO:472).

Figura 127. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:473).

Figura 128. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.
(SEQ ID NO:474).

Figura 129. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:475).

Figura 130. Uma sequéncia de &cido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:476).

Figura 131. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
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polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:477).

Figura 132. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NO:478).

Figura 133. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:479).

Figura 134. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:480).

Figura 135. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:481).

Figura 136. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:482).

Figura 137. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:483).

Figura 138. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:484).

Figura 139. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.
(SEQ ID NO:485).

Figura 140. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:486).

Figura 141. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:487).
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Figura 142. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:488).

Figura 143. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NO:489).

Figura 144. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:490).

Figura 145. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JHS. (SEQ ID
NO:491).

Figura 146. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:492).

Figura 147. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NQO:493).

Figura 148. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:494).

Figura 149. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:495).

Figura 150. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus ATCC19636.
(SEQ ID NO:496).

Figura 1561. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:497).

Figura 152. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um

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

Figura 153. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:499).

Figura 154. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NQO:500).

Figura 155. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:501).

Figura 156. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:502).

Figura 157. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:503).

Figura 158. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:504).

Figura 159. Uma sequéncia de &cido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:505).

Figura 160. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
palipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:506).

Figura 161. Curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando
sobrevivéncia percentual apés imunizagdo passiva e provocagao homoéloga
com S. aureus ATCC 25904. A, provocacao intravenosa apos vacinagao
com rMntC; B, provocacgéao intraperitoneal apds vacinagao 2x com extrato de
SIRP, vacinagao 2x com rSIRP7 ou vacinacdo 3x com rSIRP7; C, provoca-
¢ao intravenosa apos vacinagao com rSIRP7.

Figura 162. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-



10

15

20

25

30

241187

gulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:543).

Figura 163. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metai obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:544).

Figura 164. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:545).

Figura 165. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:546).

Figura 166. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:547).

Figura 167. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:548).

Figura 168. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:549).

Figura 169. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:550).

Figura 170. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:551).

Figura 171. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:552).

Figura 172. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID NO:553).

Figura 173. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID NO:554).

Figura 174. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ ID NO:555).

Figura 175. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID NO:556).

Figura 176. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ ID NO:557).

Figura 177. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID NO:558).

Figura 178. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-



10

15

20

25

30

25/187

gulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ ID NO:559).

Figura 179. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID NO:560).

Figura 180. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325. (SEQ ID NO:561).

Figura 181. A sequéncia de aminoacido de um polipeptideo re-
gulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ ID NO:562).

Figura 182. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:563).

Figura 183. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:564).

Figura 184. Uma sequéncia de &cido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:565).

Figura 185. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NO:566).

Figura 186. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:567).

Figura 187. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:568).

Figura 188. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:569).

Figura 189. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:570).

Figura 190. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um



10

15

20

25

30

26/187

polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:571).

Figura 191. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:572).

Figura 192. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus RF122. (SEQ ID
NO:573).

Figura 193. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Mu50. (SEQ ID
NO:574).

Figura 194. Uma sequéncia de &cido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MRSA252. (SEQ
ID NO:575).

Figura 195. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MW2. (SEQ ID
NO:576).

Figura 196. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus Newman. (SEQ
ID NO:577).

Figura 197. Uma sequéncia de &cido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus JH9. (SEQ ID
NO:578).

Figura 198. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus USA300. (SEQ
ID NO:579).

Figura 199. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus COL. (SEQ ID
NO:580).

Figura 200. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus NCTC8325.
(SEQ ID NO:581).
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Figura 201. Uma sequéncia de acido nucleico codificando um
polipeptideo regulado por metal obtido a partir de S. aureus MSSA476. (SEQ
ID NO:582).

Figura 202. Wesfern blot mostrando ligagao de soros convales-
centes de camundongo a polipeptideos regulados por metal produzidos re-
combinantemente.

Figura 203. Um Western blot mostrando ligacao de soros de
humanos saudaveis a polipeptideos regulados por metal recombinantemente
produzidos.

Figura 204. Um Western blot mostrando ligagdo de soros de
humanos convalescentes a polipeptideos regulados por metal produzidos
recombinantemente.

Figura 205. Dados de citometria de fluxo mostrando expressao
na superficie de S. aureus DU5875 de polipeptideos regulados por metal.

Figura 206. Indugdo de citocina seguindo vacinagao com rSIRP7
e reestimulacao ou com extrato de SIRP ou rSIRP7.

DESCRICAO DETALHADA DE MODALIDADES PREFERIDAS DA INVEN-

CAO

A presente invengéo prové polipeptideos e composic¢oes incluin-
do polipeptideos. Conforme aqui usado, "polipeptidec” refere-se a um poli-
mero de aminoacidos ligado por ligacbées de peptideo. Desta maneira, por
exemplo, os termos peptideo, oligopeptideo, proteina e enzima sao incluidos
na definicdo de polipeptideo. Este termo também inclui modificagbes pos-
expressao do polipeptideo, tais coma glicosilagbes, acetilagdes, fosforilagdes
e similar. O termo polipeptideo nao conota um comprimento especifico de
um polimero de aminoacido. Um polipeptideo pode ser isolavel diretamente
de uma fonte natural ou pode ser preparado com o auxilio de técnicas re-
combinantes, enzimaticas ou quimicas. No caso de um polipeptideo que é
de ocorréncia natural, tal polipeptideo é tipicamente isolado.

Um polipeptideo "isolado” & um que foi removido de seu ambien-
te natural. Por exemplo, um polipeptideo isolado &€ um polipeptideo que foi

removido do citoplasma ou da membrana de uma célula, e muitos dos poli-
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peptideos, acidos nucleicos e outro material celular de seu ambiente natural
nao estao mais presentes.

Um polipeptideo caracterizado como "isolavel" de uma fonte par-
ticular € um polipeptideo que, sob condi¢cdes apropriadas, € produzido a par-
tir da fonte identificada, embora o polipeptideo possa ser obtido de fontes
alternativas usando, por exemplo, técnicas recombinantes, quimicas ou en-
zimaticas bem conhecidas daqueles de habilidade comum na técnica. Desta
maneira, caracterizagdo de um polipeptideo como "isolavel" a partir de uma
fonte particular ndo implica qualquer fonte especifica a partir da qual o poli-
peptideo deve ser obtido ou quaisquer condi¢des ou processos particulares
sob os quais o polipeptideo deve ser obtido.

Um polipeptideo “purificado” &€ um que & pelo menos 60% livre,
preferivelmente pelo menos 75% livre, e mais preferivelmente pelo menos
90% livre, de outros componentes com os quais eles estao naturalmente
associados. Os polipeptideos que sdo produzidos fora do organismo onde
eles ocorrem naturalmente, por exemplo, através de meios quimicos ou re-
combinantes, sao considerados ser isolados e purificados por definicdo, uma
vez que eles nunca se apresentam em um ambiente natural.

Conforme aqui usado, um "fragmento de polipeptideo” refere-se
a uma porgdo de um polipeptideo que resulta da digestédo de um polipepti-
deo com uma protease.

A menos que de outra maneira especificado, "um", "uma", "o, a"
e "pelo menos um, uma" sdo usados intercomutavelmente e significam um
ou mais de um. O termo "compreende" e suas variagdes nao tém um signifi-
cado limitante onde esses termos aparecem no relatoério e reivindicagées.

Um polipeptideo da presente invengdo pode ser caracterizado
por peso molecular, impressao digital de massa, sequéncia de aminoacido,
acido nucleico que codifica o polipeptideo, atividade imunolégica ou combi-
nacoes de duas ou mais de tais caracteristicas. O peso molecular de um
polipeptideo, tipicamente expresso em kilodaltons (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 sodio (SDS), eletroforese capilar, espectrometria de
massa, cromatografia liquida (incluindo HPLC) e calculo do peso molecular
de uma sequéncia de aminoacido observada ou prevista. A menos que de
outro modo indicado, peso molecular refere-se a peso molecular conforme
determinado através da separacdao de um polipeptideo usando um gel de
poliacrilamida SDS tendo um gel de empilhamento de cerca de 4% e um gel
de separagao de cerca de 10% sob condi¢bes de redugao e desnaturacao.

Conforme aqui usado, uma "impresséo digital de massa" refere-
se a uma populacdo de fragmentos de polipeptidec obtidos de um polipepti-
deo apos digestdo com uma protease. Tipicamente, os fragmentos de poli-
peptideo resultantes de uma digestao sao analisados usando um método
espectrométrico de massa. Cada fragmento de polipeptideo é caracterizado
por uma massa, ou por uma razado de massa (m) para carga (z), que e refe-
rida comoe uma "razdo m/z" ou um "valor m/z". Métodos para geracao de
uma impresséo digital de massa de um polipeptideo sao rotina. Um exemplo
de tal método é revelado no Exemplo 13.

Um polipeptidec da presente invencdo pode ser um polipeptideo
regulado por metal. Conforme aqui usado, um "polipeptideo regulado por
metal" & um polipeptideo que é expresso por um micrébio em um nivel maior
do que quando o micrébio € cultivado em condi¢cdes com pouco metal com-
parado com o cultivo do mesmo micrébio em condigdes com alto teor de me-
tal. Condicbes de baixo teor de metal e alto teor de metal sdo descritas aqui.
Por exemplo, uma classe de polipeptideo regulado por metal produzido por
Staphylococcus spp. ndo é expressa em niveis detectaveis durante o cultivo
do microébio em condicées com alto teor de metal, mas & expressa em niveis
detectaveis durante o cultivo em condigbes com baixo teor de metal.

Exemplos de polipeptideos regulados por metal isolaveis de S.
aureus apoés cultivo em condi¢des com baixo teor de ferro tém pesos mole-
culares de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa e 33 kDa. E-
xemplos de polipeptideos regulados por metal isolaveis de S. aureus apos
cultivo em condigées com baixo teor de cobre ou baixo teor de zinco tém
pesos moleculares de 115 kDa, 88 kDa, 80 kDa, 71 kDa, 69 kDa, 35 kDa, 30
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kDa, 29 kDa e 27 kDa.

Exemplos adicionais de polipeptideos regulados por metal inclu-

em versdes recombinantemente produzidas de polipeptideos descritos aqui.
Um polipeptideo recombinantemente produzido pode incluir a sequéncia de
aminoacido inteira traduzivel a partir de um transcrito de mRNA. Alternati-
vamente, um polipeptideo regulado por metal produzido recombinantemente
pode incluir um fragmento ou porcdo de toda a sequéncia de aminoacido
traduzivel. Por exemplo, um polipeptideo regulado por metal produzido re-
combinantemente pode ndo ter uma sequéncia clivavel em nenhum terminal
do polipeptideo, por exemplo, uma sequéncia de sinal clivavel no terminal
amino do polipeptideo.

Desta maneira, um polipeptideo regulado por metal pode ser um
polipeptideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada nas, por exem-
plo, SEQ ID NO:353, SEQ ID NO:364, SEQ ID NO:375, SEQ ID NO:386,
SEQ ID NO:397, SEQ ID NO:408 e SEQ ID NO:419.

A presente invengdo também inclui polipeptideos que nao sao
regulados por metal. Tais polipeptideos sdo expressos na presenga de um
ion de metal tal como, por exemplo, na presenca de cloreto férrico, e tam-
bém expressos quando cultivados em condigdes com baixo teor de ferro.
Exemplos de tais polipeptideos isolaveis de S. aureus tém pesos molecula-
res de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa,
41 kDa e 40 kDa.

Se um polipeptideo € um polipeptideo regulado por metal ou nao
pode ser determinado através de métodos Uteis para comparacéo da pre-
sencga de polipeptideos, incluindo, por exemplo, filtragem em gel, eletrofore-
se em gel incluindo eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato
de sédio (PAGE-SDS), eletroforese capilar, espectrometria de massa e cro-
matografia liquida incluindo HPLC. Culturas separadas de um microbio s&o
cultivadas sob condigoes de alto teor de metal e sob condi¢des de baixo teor
de metal, os polipeptideos da presente invengao séo isolados conforme des-
crito aqui e os polipeptideos presentes em cada cultura séo separados e

comparados. Tipicamente, uma quantidade igual de polipeptideos de cada
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cultura é usada. Preferivelmente, os polipeptideos sdo separados usando
um gel de poliacrilamida SDS tendo um gel de empilhamento de cerca de
4% e um gel de separagdo de cerca de 10% sob condigbes de reducao e
desnaturacdo. Por exemplo, 30 microgramas (Jg) de polipeptideo total de
cada cultura podem ser usados e carregados em cavidades de um gel. Apos
ativacao do gel e tingimento dos polipeptideos com Coomasie Brilliant Blue,
as duas faixas podem ser comparadas. Quando determinando se um poli-
peptideo € ou nao expresso em um nivel detectavel, 30 pg de polipeptideo
total de uma cultura séo separados em um Gel de PAGE-SDS e tingido com
Coomasie Brilliant Blue usando métodos conhecidos na técnica. Um polipep-
tideo que pode ser visualizado pelo olho € considerado ser expresso em um
nivel detectavel, enquanto um polipeptideo que nédo pode ser visualizado
pelo olho é considerado néo ser expresso em um nivel detectavel.

Alternativamente, se um polipeptideo é regulado por metal ou
ndo pode ser determinado usando analise de expressdo de gene baseada
em microdisposicao. Culturas separadas de um micrébio sdo cultivadas sob
condigbes de alto teor de metal e sob condi¢des de baixo teor de metal, RNA
é extraido das células de cada cultura e diferengcas em expressao de RNA
em células cultivadas em condi¢des de alto teor de metal versus expressao
de RNA em células cultivadas em condigées de baixo teor de metal sdo de-
tectadas e comparadas. Por exemplo, cDNA marcado pode ser preparado a
partir de 8-10 pg de RNA bacteriano usando protocolos estabelecidos. O
cDNA marcado pode ser aplicado a uma microdisposicdo do genoma de S.
aureus. Tais microdisposicoes estdo comercialmente disponiveis e expres-
sao de gene usando tais disposicoes € rotina.

Os polipeptideos da presente invengdo podem ter atividade imu-
noldgica. "Atividade imunolégica" refere-se a habilidade de um polipeptideo
em elicitar uma resposta imunolégica em um animal. Uma resposta imunolo-
gica para um polipeptideo € o desenvolvimento em um animal de uma res-
posta imune mediada por célula e/ou anticorpo para o polipeptideo. Geral-
mente, uma resposta imunolégica inclui, mas ndo esta limitada a, um ou

mais dos efeitos que seguem: a producgao de anticorpos, células B, células T
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auxiliares, células T supressoras e fou células T citotéxicas direcionadas a
um epitopo ou epitopos do polipeptideo. "Epitopo"” refere-se ao sitio em um
antigeno ao qual células B efou células T especificas respondem de maneira
que anticorpo é produzido. A atividade imunolégica pode ser protetora. "Ati-
vidade imunolégica protetora" refere-se a habilidade de um polipeptideo em
elicitar uma resposta imunolégica em um animal que previne ou inibe infec-
cao por Staphylococcus spp., por exemplo, S. aureus. Se um polipeptideo
tem atividade imunolégica protetora pode ser determinado através de méto-
dos conhecidos na técnica tais como, por exemplo, métodos descritos no
Exemplo 5, 9 ou 12. Por exemplo, um polipeptideo da presente invengao, ou
combinagao de polipeptideos da presente invencéo, protege um roedor tal
como um camundongo contra provocacdo com Staphylococcus spp. Um po-
lipeptideo da presente invencgdo pode ter atividade soroativa. "Atividade so-
roativa" refere-se a habilidade de um polipeptideo candidato em reagir com
anticorpo presente em soro convalescente de um animal infectado com um
Staphylococcus spp., por exemplo, S. aureus. Em alguns aspectos, o soro
convalescente pode ser de um animal infectado com o isolato ATCC 19636,
linhagem SAAV1, linhagem 2176 ou linhagem 1477. Os polipeptideos da
presente invengdo podem ter atividade imunorreguladora. "Atividade imunor-
reguladora" refere-se a habilidade de um polipeptideo em agir de uma ma-
neira nao-especifica para aumentar uma resposta imune a um antigeno par-
ticular. Métodos para determinagdo de se um polipeptideo tem atividade i-
munorreguladora sao conhecidos na técnica.

Um polipeptideo da presente invencao pode ter as caracteristi-
cas de um polipeptideo expresso por um micrébio de referéncia, isto &, um
polipeptideo de referéncia. As caracteristicas podem incluir, por exemplo,
peso molecular, impressao digital da massa, sequéncia de aminoacido ou
qualquer combinagdo dos mesmos. O micrébio de referéncia pode ser um
gram-positivo, preferivelmente um membro da familia Micrococcaceae, pre-
ferivelmente Staphylococcus spp., mais preferivelmente Staphylococcus au-

reus. Exemplos preferidos de linhagens séo detalhados na Tabela 1.



10

15

20

25

O o S S e i ST S

33/187
Tabela 1. Linhagens bacterianas
Célula bacteriana Designagao de laboratério
S. aureus isolato ATCC 19636
S. aureus linhagem SAAV1
S. aureus linhagem 1477
S. aureus linhagem 2176

Quando o micrébio de referéncia € S. aureus isolato ATCC
19636, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptideo
da presente invengéo se ele tiver um peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38
kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa e tiver uma impressao digital de
massa que seja similar a impressao digital de massa de um polipeptideo re-
gulado por metal expresso por um microbio de referéncia e tendo um peso
molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa,
respectivamente. Preferivelmente, tais polipeptideos s&o regulados por me-
tal. Por exemplo, um polipeptideo candidato pode ser um polipeptideo da
presente invencao se ele tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver uma im-
pressao digital de massa similar a impresséo digital de massa de um poli-
peptideo regulado por metal de 88 kDa produzido pela linhagem de referén-
cia S. aureus isolato ATCC 19636.

Alternativamente, quando o micrébio de referéncia € S. aureus
isolato ATCC 19636, um polipeptideo candidato pode ser considerado um
polipeptideo da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido
que seja estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a
sequéncia de aminoacido 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 microbio de referéncia € S. aureus
RF 122, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipepti-
deo da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que &
estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, & sequéncia
de aminoacido 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.

TR et s,
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Alternativamente, quando o micrébio de referéncia é S, aureus
Mu50, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptideo
da presente invengdo se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que é estru-
turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia de
aminoacido 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 micrébio de referéncia & S. aureus
MRSA252, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipep-
tideo da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que é
estruturaimente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia
de aminoacido 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 micrébio de referéncia € S. aureus
MW2, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptidec
da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que & estru-
turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia de
aminoacido 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 micrébio de referéncia &€ S. aureus
Newman, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipepti-
deo da presente invengdo se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que &
estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia
de aminoacido 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.
Alternativamente, quando o microbio de referéncia € S. aureus
JH9, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptideo
da presente invencgao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que é estru-
turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO:359, SEQ ID NO:370, SEQ ID NO:381, SEQ ID
NO:392, SEQ ID NO:403, SEQ BD NO:414 ou SEQ ID NO:425.
Alternativamente, quando o micrébio de referéncia € S. aureus

US A300, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipepti-
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deo da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que é
estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia
de aminoacido 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.

Alternativamente, quando o microbio de referéncia € S. aureus
COL, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptideo
da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que € estru-
turalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO:361, SEQ ID NO:372, SEQ ID NO:383, SEQ ID
NO:394, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:416 ou SEQ ID NO:427.

Alternativamente, quando o micrébio de referéncia € S. aureus
NCTC 8325, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um poli-
peptideo da presente invencéo se ele tiver uma sequéncia de aminoacido
que é estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a se-
quéncia de aminoacido da SEQ ID NO:362, SEQ ID NO:373, SEQ ID
NO:384, SEQ ID NO:395, SEQ ID NO:406, SEQ ID NO:417 ou SEQ ID
NO:428.

Alternativamente, quando o micrébio de referéncia & S. aureus
MSSA476, um polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipep-
tideo da presente invengao se ele tiver uma sequéncia de aminoacido que &
estruturalmente similar, conforme descrito em detalhes abaixo, a sequéncia
de aminoécido 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 microbio de referéncia é isolato de S. aureus SAAV1,
um polipeptideo candidato pode ser considerado um polipeptideo da presen-
te invencéo se ele tiver um peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37
kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa, e tem uma impresséo digital de massa que
é similar a impresséao digital de massa de um polipeptideo expresso por um
micrébio de referéncia e tendo peso molecular de 88 kDa, 55 kDa, 38 kDa,
37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa, respectivamente. Preferivelmente, tais
polipeptideos s&o regulados por metal. Por exemplo, um polipeptideo candi-

dato pode ser um polipeptideo da presente invencdo se ele tiver um peso
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molecular de 88 kDa e tiver uma impressao digital de massa similar a im-
pressao digital de massa de um polipeptideo regulado por metal de 99 kDa
produzido pela linhagem de referéncia S. aureus isolato SAAV1.

Quando o micrébio de referéncia € S. aureus linhagem 2176, um
polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptideo da presen-
te invencao 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 impresséao digi-
tal de massa que é similar a impressao digital de massa de um polipeptideo
expresso por um micrébio de referéncia e tendo um peso molecular de 88
kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa ou 32 kDa,
respectivamente. Preferivelmente, tais polipeptideos sao regulados por me-
tal. Por exemplo, um polipeptideo candidato pode ser um polipeptideo da
presente invencéao se ele tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver uma im-
pressdo digital de massa similar & impresséo digital de massa de um poli-
peptideo regulado por metal de 88 kDa produzido pela linhagem de referén-
cia S. aureus isolato 2176.

Quando o micrébio de referéncia é S. aureus linhagem 1477, um
polipeptideo candidato pode ser considerado ser um polipeptideo da presen-
te invencao 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 impresséo digi-
tal de massa que é similar a impresséo digital de massa de um polipeptideo
expresso por um microbio de referéncia e tendo um peso molecular de 88
kDa, 80 kDa, 65 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa, 33 kDa ou 32 kDa,
respectivamente. Preferivelmente, tais polipeptideos sao reguiados por me-
tal. Por exemplo, um polipeptideo candidato pode ser um polipeptideo da
presente invengéo se ele tiver um peso molecular de 88 kDa e tiver uma im-
pressao digital de massa similar a impressao digital de massa de um poli-
peptideo regulado por metal de 88 kDa produzido pela linhagem de referén-
cia S. aureus isolato 1477.

Conforme aqui usado, um polipeptideo pode ser "estruturalmen-
te similar" a um polipeptideo de referéncia se a sequéncia de aminoacido do

polipeptideo possuir uma quantidade especificada de similaridade de se-
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quéncia efou identidade de sequéncia comparado com o polipeptideo de
referéncia. Um polipeptideo pode ser também "estruturalmente similar" a um
polipeptideo de referéncia se o polipeptideo exibir uma impressao digital de
massa possuindo uma quantidade especificada de identidade comparado
com uma impress&o digital de massa comparavel do polipeptideo de refe-
réncia. Desta maneira, um polipeptideo pode ser "estruturalmente similar" a
um polipeptideo de referéncia se, comparado com o polipeptideo de referén-
cia, ele possuir um nivel suficiente de identidade de sequéncia de aminoaci-
do, similaridade de sequéncia de aminoacido, similaridade de impresséao di-
gital de massa ou combinagdo dos mesmos.

Similaridade de sequéncia de polipeptideo e identidade de sequéncia de po-

lipeptideo
Similaridade estrutural de dois polipeptideos pode ser determi-

nada através do alinhamento dos residuos dos dois polipeptideos (por e-
xemplo, um polipeptideo candidato e qualquer polipeptideo de referéncia
apropriado descrito aqui) para otimizar o nimero de aminoacidos idénticos
ao longo dos comprimentos de suas sequéncias; lacunas em uma ou ambas
as sequéncias sdo permitidas na formagéo do alinhamento a fim de otimizar
o numero de aminoacidos idénticos, embora os aminoacidos em cada se-
guéncia ndo devam permanecer em sua ordem apropriada. Um polipeptideo
de referéncia pode ser um polipeptideo descrito aqui ou qualquer polipepti-
deo regulado por metal conhecido, conforme apropriado. Um polipeptideo
candidato € o polipeptideo sendo comparado com o polipeptideo de referén-
cia. Um polipeptideo candidato pode ser isolado, por exemplo, de um micré-
bio, ou pode ser produzido usando técnicas recombinantes ou quimicamente
ou enzimaticamente sintetizado.

A menos que modificado como de outra maneira descrito aqui,
uma analise de comparagdo em par de sequéncias de aminoacido pode ser
realizada usando o algoritmo BESTFIT no pacote GCG (versdo 10.2, Madi-
son WI). Alternativamente, os polipeptideos podem ser comparados usando
o programa Blastp do algoritmo de pesquisa BLAST 2, conforme descrito por
Tatiana e outros (FEMS Microbiol Lett., 174, 247-250 (1999)). e disponivel
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no website do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os va-
lores de default para todos os parametros de pesquisa BLAST 2 podem ser
usados, incluindo matriz = BLOSUMB62; penalidade de lacuna aberta = 11,
penalidade de lacuna de extensédo = 1, lacuna x_dropoff = 50, esperado =
10, tamanho da palavra = 3 e filtragem.

Na comparagéo de duas sequéncias de aminoacido, similaridade
estrutural pode ser referida como "identidade percentual” ou pode ser referi-
da como "similaridade" percentual. "ldentidade" refere-se & presenca de a-
minoacidos idénticos. "Similaridade" refere-se a presenga de ndo apenas
aminoacidos idénticos, mas também a presenca de substituicbes conservati-
vas. Uma substituicio conservativa para um aminoacido em um polipeptideo
da invencao pode ser selecionada de outros membros da classe a qual o
aminoacido pertence. Por exemplo, € bem conhecido na técnica de bioqui-
mica de proteina que um aminoacido pertencente a um agrupamento de a-
minoacidos tendo um tamanho ou caracteristica particular (tal como carga,
hidrofobicidade e hidrofilicidade) pode ser substituido por outro aminoacido
sem alterar a atividade de uma proteina, particularmente em regites da pro-
teina que nao estdo diretamente associadas com atividade biologica. Por
exemplo, aminoacidos nao-polares (hidrofébicos) incluem alanina, leucina,
isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptofano e tirosina. Amino&cidos
neutros polares incluem glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagi-
na e glutamina. Os aminoacidos positivamente carregados (basicos) incluem
arginina, lisina e histidina. Os aminoacidos negativamente carregados (aci-
dos) incluem acido aspartico e acido glutdmico. Substituicbes conservativas
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
NH, livre. Da mesma maneira, analogos biologicamente ativos de um poli-
peptideo contendo delegdes ou adigées de um ou mais aminoacidos conti-
guos ou nédo-contiguos que nao eliminam uma atividade funcional — tal co-
mo, por exemplo, atividade imunolégica — do polipeptideo séo também com-

preendidos.
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Desta maneira, conforme aqui usado, referéncia a um polipepti-
deo da presente invencdo efou referéncia & sequéncia de aminoacido de
uma ou mais SEQ ID NOs. pode incluir um polipeptideo com pelo menos
50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
86%, 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 similaridade de sequéncia de aminoacido com a se-
quéncia de aminoacido de referéncia.

Alternativamente, conforme aqui usado, referéncia a um polipep-
tideo da presente invengdo e/ou referéncia a sequéncia de aminoacido de
uma ou mais SEQ ID NOs. pode incluir um polipeptideo com pelo menos
50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
86%, 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 sequéncia com a sequéncia de amino-
acido de referéncia.

Consequentemente, um polipeptideo da presente invengao pode
incluir certas variantes incluindo, por exemplo, polipeptideos homélogos que
se originam — biologicamente e/ou recombinantemente — de espécies ou li-
nhagens microbianas outras que ndo a espécie ou linhagem microbiana a
partir da qual o polipeptideo foi originalmente isolado e/ou identificado.

Por exemplo, um polipeptideo da invengao pode incluir um poli-
peptideo geralmente conhecido como formato acetiltransferase (PfIB). Uma
modalidade deste polipeptideo é refletida na SEQ ID NO:353. Modalidades
variantes sao refletidas nas 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 e SEQ ID NO:363.

Como outro exemplo, um polipeptideo da invencao pode incluir
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um polipeptideo geralmente conhecido como oligopeptideo permeasse, pro-
teina de ligacao a peptideo (Opp1A). Uma modalidade deste polipeptideo &
refletida na SEQ ID NO:364. Modalidades variantes sao refletidas nas 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
e SEQ ID NO:374.

Como outro exemplo, um polipeptideo da invencao pode incluir
um polipeptideo geralmente conhecido como proteina de ligagcéo a transpor-
tador ABC de composto sideroforo (SirA). Uma modalidade deste polipepti-
deo é refletida na SEQ ID NO:375. Modalidades variantes séo 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 polipeptideo da invencao pode incluir
um polipeptideo algumas vezes referido aqui como SYN2. Uma modalidade
deste polipeptideo é refletida na SEQ ID NO:386. Modalidades variantes sao
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.

Como outro exemplo, um polipeptideo da invencéao pode incluir
um polipeptideo geraimente conhecido como lipoproteina de ligagéo a hidro-
xamato férrico (FhuD). Uma modalidade deste polipeptideo é refletida na
SEQ ID NO:397. Modalidades variants sdo refletidas nas 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 e SEQ ID
NO:407.

Como outro exemplo, um polipeptideo da invengao pode incluir
um polipeptideo algumas vezes referido aqui como SYN1. Uma modalidade
deste polipeptideo é refletida na SEQ ID NO:408. Modalidades variants sao
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 ID NO:417 e SEQ ID NO:418.
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Como outro exemplo, um polipeptideo da invengdo pode incluir
um polipeptideo geralmente conhecido como proteina de membrana de sis-
tema de transporte de manganés (MntC). Uma modalidade deste polipepti-
deo é refletida na SEQ ID NO:419. Modalidades variantes s&o refletidas 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 NO:426, SEQ ID NO:427, SEQ ID NO:428
e SEQ ID NO:429.

Como outro exemplo, um polipeptideo da invengéo pode incluir
um polipeptideo geralmente conhecido como lipoproteina transportadora
ABC de ferricromo (SstD). Modalidades deste polipeptideo séo 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 polipeptideo da invengédo pode incluir
um polipeptidec geralmente conhecido como transportador ABC de compos-
to de ferro (FhuD2). Modalidades deste polipeptideo sao 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.

Um polipeptideo da presente inven¢do pode ser também proje-
tado para prover uma ou mais sequéncias adicionais tal como, por exemplo,
a adicdo de sequéncias de codificagido a aminoacidos C-terminais e/ou N-
terminais adicionados que podem facilitar a purificagdo através de aprisio-
namento em colunas ou uso de anticorpos. Tais fags incluem, por exemplo,
tags ricas em histidina que permitem a purificagao de polipeptideos em colu-
nas de niquel. Tais técnicas de modificacio de gene e sequéncias adicionais
adequadas sdo bem conhecidas na técnica de biologia molecular.

Um polipeptideo da presente invengédo pode ser também proje-
tado de maneira que certos aminoacidos no C-terminal e/ou N-terminal se-
jam deletados. Por exemplo, uma diferenca entre as sequéncias de aminoa-
cido de SEQ ID NO:364 e SEQ ID NO:365 é que a SEQ ID NO:365 possui

uma adicao de aminoacido 29 N-terminal que n3o esta presente na sequén-
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cia de aminoacido do polipeptideo de referéncia da SEQ ID NO:364. AdigGes
N-terminais exemplares similares, tipicamente variando de a partir de cerca
de 20 aminoacidos a cerca de 35 aminoacidos, sdo aparentes quando uma
pessoa compara, por exemplo, a sequéncia de aminoéacido do peptideo de
referéncia 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 polipeptideo de referéncia. Outras adi-
cbes e/ou delegcdes de aminoacido, ou no N-terminal ou no C-terminal, sao
possiveis.

Uma "modificagéo” de um polipeptideo da presente invencao in-
clui polipeptideos (ou analogos dos mesmos tais como, por exemplo, seus
fragmentos) que sdo quimicamente ou enzimaticamente derivatizados em
um ou mais aminoacido constituinte. Tais modificagcbes podem incluir, por
exemplo, modificacoes de cadeia lateral, modificagdes de estrutura principal
e modificagdes N- e C-terminais tais como, por exemplo, acetilagao, hidroxi-
lacao, metilagdo, amidagédo, e a ligacao de por¢bes carboidrato ou lipideo,
co-fatores, e similar, e suas combinacgdes. Os polipeptideos modificados da
invencao podem reter a atividade biolégica — tal como, por exemplo, ativida-
de imunolégica — do polipeptideo ndo-modificado ou pode exibir uma ativi-
dade biolégica reduzida ou aumentada.

Os polipeptideos da presente invengao (incluindo seus analogos
biologicamente ativos e suas modificagbes) incluem polipeptideos nativos
(de ocorréncia natural), recombinantes e quimicamente ou enzimaticamente
sintetizados. Por exemplo, um polipeptideo da presente invengéo pode ser
preparado através do isolamento do polipeptideo a partir de uma fonte natu-
ral ou pode ser preparado recombinantemente através de métodos bem co-
nhecidos incluindo, por exemplo, preparagao como proteinas de fusao em
bactérias ou outras células hospedeiro.

Os polipeptideos expressos por um microbio de referéncia po-
dem ser obtidos através do cultivo dos microbios de referéncia sob condi-
cbes com baixo teor de metal e o subsequente isolamento de um polipepti-

deo através dos processos revelados aqui. Alternativamente, os polipepti-
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deos expressos por um microbio de referéncia podem ser obtidos através da
identificacdo de genes expressos em niveis maiores quando o microbio &
cultivado em condigées com baixo teor de metal — isto &€, genes regulados
por metal. Os genes regulados por metal podem ser clonados e expressos e
os polipeptideos regulados por metal expressos podem ser identificados a-
través dos processos descritos aqui. Um polipeptideo candidato pode ser
isolado de um micrébio ou identificado a partir de um micrébio, preferivel-
mente um micrébio gram-positivo, mais preferiveimente um membro da fami-
lia Micrococcaceae, preferivelmente Staphylococcus spp., mais preferivel-
mente Staphylococcus aureus.

Outros micrébios gram-positivos a partir dos quais polipeptideos
podem ser isolados e/ou identificados incluem Corynebacterium spp., Ente-
rococcus spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus spp. e Micrococcus spp., My-
cobacterium spp. e Erysipelothrix spp. Um polipeptideo candidato pode ser
também produzido usando técnicas enzimaticas ou quimicas.

Similaridade de impressao digital de massa

Um polipeptideo candidato pode ser avaliado através de analise
de espectrometria de massa para determinar se o polipeptideo candidato
tem uma impresséao digital de massa similar a um dos polipeptideos expres-
sos por um micrébio de referéncia e referido acima pelo peso molecular. Ti-
picamente, o polipeptideo candidato pode ser isolado, por exemplo, através
de separacao do polipeptideo candidato através de eletroforese em gel e
excisdo da porgao do gel contendo o polipeptideo candidato. Qualquer me-
todo de eletroforese em gel que separe polipeptideos com base em caracte-
risticas diferentes pode ser usado, incluindo eletroforese em gel 1 dimensio-
nal ou 2 dimensional, bem como separagdo cromatografica liquida com base
em, por exemplo, hidrofobicidade, pl ou tamanho. O polipeptideo candidato
pode ser fragmentado, por exemplo, através de digestao com uma protease.
Preferivelmente, a protease pode clivar a ligagao de peptideo no lado carbo-
xi-terminal do aminoacido lisina e do aminoacido arginina, exceto quando o
aminoacido seguindo a lisina ou a arginina € uma prolina. Um exemplo de tal

protease € tripsina. Métodos para digestao de um polipeptideo com tripsina
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sao rotina e conhecidos na técnica. Um exemplo de tal método € revelado no
Exemplo 13.

Métodos para andlise espectrométrica de massa de polipepti-
deos sao rotina e conhecidos na técnica e incluem, mas nao estéo limitados
a, espectroscopia de massa por tempo de voo com dessorgao/ionizagéo a
laser auxiliada por matriz (MALDI-TOF MS). Tipicamente, uma mistura con-
tendo os fragmentos de polipeptideo obtidos de um polipeptideo candidato €
misturada com uma matriz que funciona para transformar a energia de /aser
para a amostra e produzir fragmentos de polipeptideo ionizados, preferivel-
mente monoisotépicos. Exemplos de matrizes que podem ser usadas inclu-
em, por exemplo, &cido sinapinico ou acido ciano-4-hidroxicindmico. Um e-
xemplo de um método para a analise de polipeptideos através de MALDI-
TOF MS é descrito no Exemplo 13. Os fragmentos de polipeptideo ionizados
sdo separados de acordo com sua razao m/z e detectados para dar um es-
pectro de razdo m/z versus intensidade. O espectro inclui valores m/z que
representam os fragmentos de polipeptideo derivados do polipeptideo can-
didato. Para qualquer dado polipeptideo, a quantidade de cada fragmento de
polipeptideo resultante de uma digestdo com tripsina deve ser equimolar. No
entanto, é conhecido que digestdo com tripsina nao é sempre 100% eficien-
te, por exemplo, alguns sitios sdo mais eficientemente clivados. Desta ma-
neira, quando MALDI-TOF MS & usada para determinar valores m/z, a inten-
sidade de cada valor m/z é tipicamente ndo-idéntica. Em geral, um espectro
tem um nivel de base de ruido presente na maior parte do eixo x (isto €, o
eixo tendo os valores das razdes m/z). Este nivel de base de ruido varia de-
pendendo das condigdes de atividade e da maquina usada, e é facilmente
identificado através de inspecgao visual do espectro. Um valor m/z é geral-
mente considerado representar um fragmento de polipeptideo quando a in-
tensidade é pelo menos 2 vezes maior, pelo menos 3 vezes maior ou pelo
menos 4 vezes maior do que o nivel de base de ruido. O espectro geralmen-
te inclui outros valores m/z que sdo artefatos resultantes de, por exemplo,
digestdo incompleta, digestdao excessiva, outros polipeptideos que podem

estar presentes na mistura ou a protease usada para digerir o polipeptideo
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incluindo valores m/z resultantes de autdlise da protease. Este método de
digestdo de um polipeptideo com uma protease & reconhecido na técnica
como resultando em uma impresséo digital de massa de maior especificida-
de que pode ser usada para caracterizar precisamente 0 polipeptideo e dis-
tingui-lo de outros polipeptideos.

Neste aspecto da invengéo, quando um polipeptideo candidato é
analisado através de espectroscopia de massa, preferivelmente ambos o
polipeptideo candidato e o polipeptideo do micrébio de referéncia séo prepa-
rados e analisados juntos, desta maneira diminuindo quaisquer artefatos po-
tenciais resultantes de diferencas em manuseamento de amostra e condi-
coes de atividade. Preferivelmente, todos os reagentes usados para preparar
a analisar os dois polipeptideos sao iguais. Por exemplo, o polipeptideo do
microébio de referéncia e o polipeptideo candidato séo isolados sob substan-
cialmente as mesmas condigdes, fragmentados sob substancialmente as
mesmas condicoes e analisados através de MALDI-TOF MS na mesma ma-
quina sob substancialmente as mesmas condigdes. Um polipeptideo candi-
dato pode ser considerado ser "estruturalmente similar” a um polipeptideo de
referéncia se ele exibir uma impresséo digital de massa possuindo pelo me-
nos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95% ou substancialmente todos dos
valores m/z presentes no espectro do polipeptideo do micrébio de referéncia
e acima do nivel de ruido de base estiverem também presentes no espectro
do polipeptideo candidato. (Vide, por exemplo, Publicagdo do Pedido de Pa-
tente Norte-Americano No. 2006/0233824 A1).

Em outro aspecto, um polipeptideo pode ser considerado ser um
polipeptideo da presente invengéo se ele tiver um peso molecuiar de um po-
lipeptideo de referéncia descrito na Tabela 2, 3, 4 ou 5 e tiver uma impres-
sdo digital de massa que inclua uma subpopulagao incluindo pelo menos
uma porcentagem especificada dos fragmentos de polipeptideo do polipepti-
deo de referéncia conforme listado na Tabela 2, 3, 4 ou 5. Por exemplo, um
polipeptideo da presente invengao inclui um polipeptideo de 88 kDa e uma
impressdo digital de massa que inclui uma porcentagem especificada de
fragmentos de polipeptideo tendo massas de HVDVR (SEQ ID NO: 1), YS-
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YER (SEQ ID NO: 2), IGDYRR (SEQ ID NO: 3), IFTDYRK (SEQ ID NO: 4),
ELKELGQK (SEQ [D 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),
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:
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
(SEQ ID NO: 29), MHDFNTMSTEMSEDVIR (SEQ ID NO: 30), YGNND-
DRVDDIAVDLVER (SEQ ID NO: 31), ETLIDAMEHPEEYPQLTIR (SEQ ID
NO: 32), YAQVKPIRNEEGLVVDFEIEGDFPK (SEQ ID NO: 33).

A impresséo digital de massa de um polipeptideo candidato po-
de ser determinada através de um método espectrométrico de massa, por
exemplo, através de MALDI-TOF MS. A impresséao digital de massa de um
polipeptideo candidato tera geralmente fragmentos de polipeptideo adicio-
nais e, entdo, pode ter valores m/z adicionais outros que nao aquelas lista-
dos para um polipeptideo na Tabela 2, 3, 4 ou 5. Quando o polipeptideo
candidato esta sendo comparado com um polipeptideo na Tabela 2, 3, 4 ou
5, o polipeptideo candidato pode ser isolavel de um micrébio, preferivelmen-
te um micrébio gram-positivo, mais preferivelmente um membro da familia
Micrococcaceae, preferivelmente Sfaphylococcus spp., mais preferivelmente
Staphylococcus aureus. Outros micrébios gram-positivos incluem Coryne-
bacterium spp., Enterococcus spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus spp., Lis-
teria spp., Micrococcus spp., and Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp.

Um polipeptideo candidato pode ser obtido através do cultivo de
um micrébio sob condigées de baixo teor de metal e o isolamento subse-

quente de um polipeptideo através dos processos descritos aqui. Alternati-
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vamente, um polipeptideo candidato pode ser obtido através de expressao
recombinante de um polinucleotideo que codifica o polipeptideo candidato.

E bem conhecido na técnica que modificacées de aminoacido
podem ser acidentalmente introduzidas durante o manuseamento da amos-
tra, tal como oxidacao, e formagao de derivados de carbamidometila. Ainda,
esses tipos de modificacbes alteram o valor m/z de um fragmento de poli-
peptideo. Por exemplo, se um fragmento de polipeptideo contiver uma meti-
onina que € oxidada, o valor m/z sera aumentado em 16 com relagcdao ao
mesmo fragmento que ndo contém a metionina oxidada. Desta maneira, a-
queles fragmentos de polipeptideo na Tabela 2, 3, 4 ou 5 tendo a notagéo
"oxidagdo (M)" tém um valor m/z que é aumentado em 16 com relagdo ao
mesmo fragmento que ndo contém a metionina oxidada. E compreendido
que os fragmentos de polipeptideo da Tabela 2, 3, 4 ou 5 pode ser modifica-
do durante o manuseamento da amostra.

Similaridade de sequéncia de polinucleotideo e identidade de sequéncia de

polinucleotideo

Os polipeptideos da invencao podem ser também identificados
em termos dos polinucleotideos que codificam o polipeptideo. Desta manei-
ra, a invencao inclui polinucleotideos que codificam um polipeptideo da in-
vencgao ou hibridizam, sob condigées de hibridizagao padréo, para um poli-
nucleotideo que codifica um polipeptideo da invengéo, e os complementos
de tais sequéncias de polinucleotideo.

Conforme aqui usado, referéncia a um polinucieotideo da pre-
sente inveng¢ao efou referéncia a sequéncia de acido nucleico de uma ou
mais SEQ ID NOs. podem incluir polinucleotideos tendo uma identidade de
sequéncia de pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo
menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo me-
nos 85%, pelo menos 86%, 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 sequéncia com

uma sequéncia de polinucleotideo de referéncia identificada.
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Neste contexto, "identidade de sequéncia" refere-se a identidade
entre duas sequéncias de polinucleotideo. Identidade de sequéncia é geral-
mente determinada pelo alinhamento das bases dos dois polinucleotideos
(por exemplo, alinhamento da sequéncia de nucleotideo da sequéncia can-
didata e uma sequéncia de nucleotideo que inclui, por exemplo, a sequéncia
de nucleotideo da SEQ ID NO:474 ou SEQ ID NO:485) para otimizar o nu-
mero de nucleotideos idénticos ao longo dos comprimentos de suas sequén-
cias; lacunas em uma ou ambas as sequéncias sdo permitidas na realizagao
do alinhamento a fim de otimizar o nimero de nucleotideos compartilhados,
embora o nucleotideo em cada sequéncia deva permanecer em sua ordem
propria. Uma sequéncia candidata € a sequéncia sendo comparada com
uma sequéncia conhecida — por exemplo, uma sequéncia de nucleotideo
que inclui a sequéncia de nucleotideo da, por exemplo, SEQ ID NO:474 ou
SEQ ID NO:485. Por exemplo, duas sequéncias de nucleotideo podem ser
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 disponivel na world wide web em ncbi.nlm.nih.gov/BLAST. Os
valores default para todos os parametros de pesquisa BLAST 2 podem ser
usados, incluindo recompensa para compatibilidade = 1, penalidade para
falta de compatibilidade = -2, penalidade de lacuna aberta = 5, penalidade de
lacuna de extensao = 2, lacuna x_dropoff = 50, esperado = 10, tamanho da
palavra = 11 e filtrar.

Por exemplo, um polinucleotideo da invencéo pode incluir um
polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido como
formato acetiltransferase (PfIB). Uma modalidade de tal polinucleotideo é
refletida na SEQ ID NO:430. Modalidades variantes sdo 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.

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invengao pade in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido

como oligonucleotideo permease, proteina de ligagdo de peptide (Opp1A).



10

15

20

25

30

76/187

Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID NO:441. Moda-
lidades variantes sdo 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.

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invencdo pode in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido
como proteina de ligagao a transportador ABC de composto sideréforo (Si-
rA). Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID NO:452.
Modalidades variantes sao refletidas nas 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:458, SEQ ID NO:460, SEQ ID NO:461 e SEQ ID NO:462.

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invencdo pode in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo referido aqui como
SYN2. Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID NO:463.
Modalidades variantes sao 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 polinucleotideo da invencédo pode in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido
como FhuD. Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID
NO:474. Modalidades variantes sao 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,

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invencdo pode in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo referido aqui como
SYN1. Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID NO:485.
Modalidades variantes s&o refletidas nas SEQ 1D NO:486, SEQ ID NO:487,
SEQ ID NO:488, SEQ ID NO:489, SEQ ID N0O:490, SEQ ID NO:491, SEQ ID
NO:492, SEQ ID NO:493, SEQ ID NO:494 e SEQ ID NO:495.

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invengdo pode in-

cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido
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como MntC. Uma modalidade de tal polinucleotideo € refletida na SEQ ID
NO:496. Uma modalidade de tal polinucleotideo é refletida na SEQ ID
NO:496. Modalidades variantes sao refletidas nas 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 e SEQ ID
NO:5086.

Como outro exemplo, um polinucleotideo da invencao pode in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido
como lipoproteina transportadora ABC de ferricromo (SstD). Modalidades de
tal polinucleotideo sao 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 polinucleotideo da invencéo pode in-
cluir um polinucleotideo que codifica um polipeptideo geralmente conhecido
como transportador ABC de composto de ferro (FhuD2). Modalidades de tal
polinucleotideo sao 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.

Sao também providas pela presente invengdo preparagdes de
célula integral de um micrébio, onde o micrébio expressa um ou mais dos
polipeptideos da presente invencéo. As células presentes em uma prepara-
cao de célula integral sdo preferivelmente inativadas de maneira que as cé-
lulas ndo possam replicar, mas a atividade imunolégica dos polipeptideos da
presente invengao expressa pelo micrébio € mantida. Tipicamente, as célu-
las s@o mortas através de exposicado a agentes tal como glutaraldeido, for-
malina ou formaldeido.

Composicoes

Uma composigdo da presente invengdo pode incluir pelo menos
um polipeptideo isolado descrito aqui ou varios polipeptideos que € um intei-
ro maior do que um (por exemplo, pelo menos dois, pelo menos trés, pelo
menos quatro). Por exemplo, uma composigéo pode incluir um polipeptideo

isolado que inclui a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408 e/ou um
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polipeptideo isolado que inclui a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:397. A menos que um nivel especifico de similaridade e/ou identidade de
sequéncia seja expressamente identificado aqui (por exemplo, pelo menos
80% de similaridade de sequéncia, pelo menos 90% de identidade de se-
quéncia, etc), referéncia a sequéncia de aminoacido de uma SEQ ID NO.
identificada inclui variantes tendo os niveis de similaridade de sequéncia
el/ou os niveis de identidade de sequéncia descritos aqui na secéo intitulada
"Similaridade de sequéncia de polipeptideo e identidade de sequéncia de
polipeptideo”.

Em algumas modalidades, a composi¢cdo pode incluir um ou
mais polipeptideos isolados adicionais. Em algumas modalidades, o polipep-
tideo ou polipeptideos isolados adicionais podem incluir um ou mais polipep-
tideos regulados por metal. Desta maneira, uma composicédo pode incluir
pelo menos um polipeptideo regulado por metal isolado que inclui uma se-
quéncia de aminoacido 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 composi¢ao pode incluir pelo me-
nos um polipeptideo regulado por metal isolado tendo um peso molecular de
88 kDa, 55 kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa. Adicionalmente
ou alternativamente, uma composicé@o pode incluir pelo menos um polipepti-
deo isolado regulado por metal que inclui uma sequéncia de aminoacido co-
dificada por um polinucleotideo que inclui uma sequéncia de nucleotideo
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.

Em uma modalidade, a composicéo inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:397 (ou uma va-
riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido 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
NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ ID NO:406 ou SEQ ID NO:407).

Em outro modalidade, a composicao inclui um polipeptideo que

inclui uma sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:408 (ou uma
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variante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido 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).

Em outra modalidade, a composigcao inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:419 (ou uma va-
riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido 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
NO:426, SEQ ID NO:427, SEQ ID NO:428 ou SEQ ID NO:429).

Em outra modalidade, a composicao inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:375 (ou uma va-
riante da mesma, tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido mostradas na 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 ou SEQ ID NO:385).

Em outra modalidade, a composigao inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:386 (ou uma va-
riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido 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:398).

Em outra modalidade, a composicao inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ D NO:364 (ou uma va-
riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido 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 composigéo inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:353 (ou uma va-
riante da mesma tal como, por exemplo, qualquer uma das sequéncias de
aminoacido 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 composicdo inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido, ou uma variante da mesma, de qualquer
uma das sequéncias de aminoacido 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 composigao inclui um polipeptideo que
inclui a sequéncia de aminoacido, ou variante da mesma, de qualquer uma
das sequéncias de aminoacido 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.

Em algumas modalidades, a composi¢do pode incluir uma com-
binacéo de dois ou mais polipeptideos selecionados do que segue: um poli-
peptideo SNY, um polipeptideo MntC, um polipeptideo FhuD, um polipepti-
deo SYN2, um polipeptideo SirA, um polipeptideo Opp1A e um polipeptideo
Pflb.

Desta maneira, a composigde pode incluir pelo menos um ou
uma combinacdo que inclui pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos
quatro, pelo menos cinco, pelo menos seis ou todos os sete de: um polipep-
tideo SYN1, um polipeptideo MntC, um polipeptideo FhuD, um polipeptideo
SYN2, um polipeptideo SirA, um polipeptideo Opp1A e um polipeptideo Pflb.
Composigdes exemplares que incluem combinagdes de polipeptideos sdo

identificadas na Tabela 6.

Composicdo | SYN1 | MntC | FhuD | SYN2 | SirA | Opp1A | Pflb
2 pPeptideos™

1 X X

2 X X

3 X X

4 X X

5 X X
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Composicao

SYN1

MntC

FhuD

SYN2

SirA

OppiA

Pfib

6

7

X

8

9

10

11

XXX X| X

12

13

14

15

XX | XX

16

X

17

X

18

19

5

20

x

21

>

3 pPeptideos*

22

23

24

25

26

XXX X| X

27

28

29

30

XX | XX

31

P

32

X

33

X

34

35

>

36

PR PCY XXX X XX XXX X[ X|X]|X

s

37

x

x

38
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Composigao | SYN1 | MntC | FhuD | SYN2 | SirA | Opp1A | Pflb

39 X X X

40 X X X
41 X X X

42 X X X

43 X X X
44 X X X

45 X X X
46 X X X
47 X X X

48 X X X

49 X X X
50 X X X

51 X X X
52 X X X
53 X X X

54 X X X
55 X X X
56 X X X

4 pPeptideos™ X X X X

57 X X X X

58 X X X X

59 X X X X
60 X X X X

61 X X X X

62 X X X X
63 X X X

64 X X X X

65 X X X X
67 X X X X
68 X X X X

69 X X X X

70 X X X X
71 X X X X

72 X X X X
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Composigdo | SYN1 | MntC | FhuD | SYN2 | SirA | Oppi1A | Pflb
73 X X X X
74 X X X X
75 X X X X
76 X X X X
77 X X X X
78 X X X X
79 X X X X
80 X X X X
81 X X X X
82 X X X X
83 X X X X
84 X X X X
85 X X X X
86 X X X X
87 X X X X
88 X X X X
89 X X X X
90 X X X X
91 X X X X

5 pPeptideos™

92 X X X X X

93 X X X X X

94 X X X X X
95 X X X X X

96 X X X X X
97 X X X X X
98 X X X X X

99 X X X X X
100 X X X X X
101 X X X X X
102 X X X X X

103 X X X X X
104 X X X X X
105 X X X X X
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Composicao | SYN1 | MntC | FhuD | SYN2 | SirA | Opp1A | Pflb

106 X X X X X
107 X X X X X

108 X X X X X
109 X X X X X
110 X X X X X
111 X X X X X
112 X X X X X

6 pPeptideos”

113 X X X X X X

114 X X X X X X
115 X X X X X X
116 X X X X X X
117 X X X X X X
118 X X X X X X
119 X X X X X X

* pPeptideos = polipeptideos
"X" identifica polipeptideos incluidos em uma composicao particular.

Em todo o relatério, um polipeptideo SYN1 pode ser caracteriza-
do por uma ou mais do que segue: uma sequéncia de aminoacido que inclui
a sequéncia de aminoacido 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 polinucleotideo que inclui a
sequéncia de acido nucleico mostrada em qualquer uma de SEQ ID NO:485,
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, efou um peso molecular calculado de cerca de
33,1 kDa.

Em todo o relatério, um polipeptideo MntC pode ser caracteriza-
do por um ou mais do que segue: possuir um peso molecular conforme de-
terminado através de SDS-PAGE de 33 kDa, uma impressao digital de mas-
sa de pelo menos 80% similar a impressao digital de massa de um polipepti-

deo regulado por metal de 33 kDa produzido pela linhagem de referéncia S.
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aureus isolato ATCC 19636, uma sequéncia de aminoacido que inclui a se-
quéncia de aminoacido 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
ou SEQ ID NO:429, sendo codificado por um polinucleotideo que inclui a
sequéncia de acido 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.
Em todo o relatério, um polipeptideo FhuD pode ser caracteriza-
do por um ou mais do que segue: uma sequéncia de aminoacido que inclui a
sequéncia de aminoacido 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
ou SEQ ID NO:407, sendo codificado por um polinucleotideo que inclui a
sequéncia de aminoacido 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.
Em todo o relatério, um polipeptideo 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 impressao digital de massa de pelo
menos 80% similar & impresséao digital de massa de um polipeptideo regula-
do por metal de 36 kDa produzido pela linhagem de referéncia S. aureus
isolato ATCC 19636, uma sequéncia de aminoacido que inclui a sequéncia
de aminoacido 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 polinucleotideo que inclui a
sequéncia de acido 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 relatério, 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 impressao digital de massa de 80% similar a
impressao digital de massa de um polipeptideo regulado por metal de 37
kDa produzido pela linhagem de referéncia S. aureus isolato ATCC 19636,
uma sequéncia de aminoacido que inclui a sequéncia de aminoacido 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
NO:381, SEQ ID NO:382, SEQ ID NO:383, SEQ ID NO:384 ou SEQ ID
NO:385, sendo codificado por um polinucleotideo que inclui a sequéncia de
acido 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
ou SEQ ID NO:462, e/ou um peso molecular calculado de cerca de 36,6
kDa.

Em todo o relatério, um polipeptideo Opp1A 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 impressao digital de massa de
pelo menos 80% similar & impresséo digital de massa de um polipeptideo
regulado por metal de 55 kDa produzido pela linhagem de referéncia S. au-
reus isolato ATCC 19636, uma sequéncia de aminoacido que inclui a se-
guéncia de aminoacido 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
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 polinucleotideo que inclui a
sequéncia de acido 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
ou SEQ ID NO:451, e/fou um peso molecular calculado de cerca de 59,9
kDa.

Em todo o relatério, um polipeptideo PfIB pode ser caracterizado
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por um ou mais do que segue: um peso molecular conforme determinado
atraveés de SDS-PAGE de 88 kDa, uma impressao digital de massa de 80%
similar & impressao digital de massa de um polipeptideo regulado por metal
de 88 kDa produzido pela linhagem de referéncia S. aureus isolato ATCC
19636, uma sequéncia de aminoacido que inclui a sequéncia de aminoacido
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 polinucleotideo que inclui a sequéncia de
acido 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.

Em outra modalidade particular, a composi¢do pode incluir uma
combinacgao de polipeptideos tais como, por exemplo, um polipeptideo MntC,
um polipeptideo FhuD, um polipeptideo SirA e um polipeptideo SYN2 (Com-
posicdo 77 da Tabela 6), cada polipeptideo sendo caracterizado conforme
descrito imediatamente acima.

Em algumas modalidades, uma composigdo pode incluir um ou
mais polipeptideos que s&o produzidos recombinantemente. Por exemplo,
uma composigao pode incluir um polipeptideo Pflb recombinantemente pro-
duzido tal como, por exemplo, um polipeptideo que inclui a sequéncia de
aminoacido mostrada na SEQ ID NO:353, embora um polipeptideo Pflb re-
combinantemente produzido possa ser caracterizado de qualquer maneira
onde um polipeptideo Pflb pode ser caracterizado, conforme descrito acima,
em adicdo a ser recombinantemente produzido. Tal composi¢do pode incluir
um ou mais polipeptideos recombinantemente produzidos, um ou mais poli-
peptideos isolados de S. aureus ou qualquer combinacido dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composigdo pode incluir um polipep-
tideo Opp1A recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-

peptideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID
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NO:364, embora um polipeptideo Opp1A recombinantemente produzido
possa ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptideo Opp1A
pode ser caracterizado, conforme descrito acima, em adi¢do a ser recombi-
nantemente produzido. Tal composicdo pode incluir ainda um ou mais poli-
peptideos recombinantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isola-
dos de S. aureus ou qualguer combinacdo dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composigao pode inciuir um polipep-
tideo SirA recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um polipep-
tideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID NO:375,
embora um polipeptideo SirA recombinantemente produzido possa ser ca-
racterizado de qualquer maneira onde um polipeptideo SirA pode ser carac-
terizado, conforme descrito acima, em adi¢cao a ser recombinantemente pro-
duzido. Tal composigao pode incluir ainda um ou mais polipeptideos recom-
binantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isolados de S. aureus
ou qualquer combinag¢do dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composigdo pode incluir um polipep-
tideo SYN2 recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-
peptideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID
NO:386, embora um polipeptideo SYN2 recombinantemente produzido pos-
sa ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptideo SYN2 pode
ser caracterizado, conforme descrito acima, em adigdo a ser recombinante-
mente produzido. Tal composigdo pode incluir ainda um ou mais polipepti-
deos recombinantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isolados de
S. aureus ou qualquer combinagdo dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composi¢gao pode incluir um polipep-
tideo FhuD recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-
peptideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID
NO:397, embora um polipeptideo FhuD recombinantemente produzido possa
ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptideo FhuD pode ser
caracterizado, conforme descrito acima, em adigéo a ser recombinantemente
produzido. Tal composi¢ao pode incluir ainda um ou mais polipeptideos re-

combinantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isolados de S. au-
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reus ou qualquer combinagcdo dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composi¢do pode incluir um polipep-
tideo SYN1 recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-
peptideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID
NO:408, embora um polipeptideo SYN1 recombinantemente produzido pos-
sa ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptideo SYN1 pode
ser caracterizado, conforme descrito acima, em adigdo a ser recombinante-
mente produzido. Tal composi¢ao pode incluir ainda um ou mais polipepti-
deos recombinantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isolados de
S. aureus ou qualquer combinagao dos mesmos.

Como outro exemplo, uma composigao pode incluir um polipep-
tideo MntC recombinantemente produzido tal como, por exemplo, um poli-
peptideo que inclui a sequéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID
NO:419, embora um polipeptideo MntC recombinantemente produzido possa
ser caracterizado de qualquer maneira onde um polipeptideo MntC pode ser
caracterizado, conforme descrito acima, em adicdo a ser recombinantemente
produzido. Tal composi¢éo pode incluir ainda um ou mais polipeptideos re-
combinantemente produzidos, um ou mais polipeptideos isolados de S. au-
reus ou qualquer combinacdo dos mesmos.

Em algumas modalidades, um polipeptideo recombinantemente
produzido pode representar um fragmento imunologicamente ativo da versao
nativa do polipeptideo. Um fragmento imunologicamente ativo pode inciuir
adicdes de aminoacido ao terminal amino e/ou terminal carbdxi do nicleo
(por exemplo, a sequéncia de aminoacido de 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) do fragmento imunologicamente ativo. Em certas moda-
lidades, qualquer adicao ao terminal amino do nicleo do fragmento imunolo-
gicamente ativo pode incluir uma ou mais adi¢cdes, delegdes, substituicbes
de aminodcido (coletivamente "modificagdes") ou qualquer combinacéo de
modificagdo comparado com versao mais longa — por exemplo, tipo selva-
gem ou outra forma nativa — do polipeptideo. Desta maneira, por exemplo,

em modalidades onde o fragmento imunologicamente ativo inclui SEQ ID
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NO:397, uma adicao 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,
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 modificagcdes na adicdo do terminal amino, por e-
xemplo, aminoacidos 1-26 da SEQ ID NO:399. Como ouiro exemplo, em
modalidades onde o fragmento imunoiogicamente ativo inclui SEQ [D
NO:408, uma adicdo ao terminal amino da SEQ D NO:408 pode incluir pelo
menos 1, pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4 ou pelo menos 5 modi-
ficagcdes na adigdo do terminal amino comparado com, por exemplo, os ami-
nodcidos 1-26 da SEQ ID NO:415.

Quando comparando a similaridade de sequéncia de aminoacido
elou identidade de sequéncia de aminoacido de um polipeptideo de referén-
cia e um polipeptideo candidato de um comprimento diferente (por exemplo
um fragmento imunologicamente ativo do polipeptideo de referéncia) a simi-
laridade e/ou identidade pode ser computada em um comprimento integral
do polipeptideo mais longo, contando cada residuo de aminoacido de com-
primento maior no polipeptideo mais longo contribuindo como uma divergén-
cia.

Em algumas modalidades, desta maneira, um polipeptideo iso-
lado da invengao pode incluir um polipeptideo tendo pelo menos 92%, pelo
menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo me-
nos 97%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de similaridade e/ou identi-
dade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 397,
contanto que se o polipeptideo isolado incluir um ou mais aminoacidos adi-
cionais no terminal amino, 0 um ou mais aminoacidos adicionais incluem
pelo menos uma delegcao de aminoacido ou pelo menos uma substituicao de
aminoacido comparado com os aminoacidos 1-26 da SEQ ID NO:399.

Em outras modalidades, um polipeptideo isolado da invenc¢ao

pode incluir um polipeptideo tendo pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
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similaridade e/ou identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido a
SEQ ID NO:408, contanto que se o polipeptideo isolado incluir um ou mais
aminoacidos adicionais no terminal amino, o um ou mais aminoacidos adi-
cionais incluem pelo menos uma delegao de aminoacido ou pelo menos uma
substituicdo de aminoacido comparado com os aminoacidos 1-5 da SEQ ID
NO:415.

Conforme acima mencionado na se¢ao intitulada Similaridade de
sequéncia de polipeptideo e identidade de sequéncia de polipeptideo, um
polipeptideo identificado pela referéncia a sequéncia de aminoacido de uma
SEQ ID NO: particular pode incluir um polipeptideo com pelo menos 50%,
pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo
menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo me-
nos 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 similaridade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido (por e-
xemplo, a sequéncia de aminoacido provida em uma SEQ ID NO.) e/ou um
polipeptideo com pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo
menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo me-
nos 85%, pelo menos 86%, 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 sequéncia com
a sequéncia de aminoacido de referéncia (por exemplo, a sequéncia de ami-
noacido provida em uma SEQ ID NO. especificada).

Um polipeptideo recombinantemente produzido pode ser ex-
presso a partir de um vetor que permite expressao do polipeptideo quando o
vetor € introduzido em uma célula hospedeiro apropriada. Uma célula hos-
pedeiro pode ser construida para produzir um ou mais polipeptideos recom-
binantemente produzidos da invencao e, entdo, pode incluir um ou mais ve-
tores que incluem pelo menos um polinucleotideo que codifica um polipepti-

deo da invencao. Desta maneira, cada vetor pode incluir um ou mais polinu-
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cleotideos da invengdo — isto €, um polinucleotideo que codifica um polipep-
tideo da invencao.

Certas composigdes tais como, por exemplo, aquelas incluindo
polipeptideos recombinantemente produzidos, podem incluir um numero ma-
ximo de polipeptideos. Em algumas modalidades, o nimero maximo de poli-
peptideos pode referir-se ao niumero total maximo de polipeptideos. Certas
composicdes podem incluir, por exemplo, ndo mais do que 50 polipeptideos
tais como, por exemplo, ndo mais do que 40 polipeptideos, ndo mais do que
30 polipeptideos, ndao mais do que 25 polipeptideos, nao mais do que 20
polipeptideos, nao mais do que 15 polipeptideos, ndo mais do que 10 poli-
peptideos, ndo mais do que oito polipeptideos, ndo mais do que sete poli-
peptideos, ndo mais do que seis polipeptideos, nao mais do que cinco poli-
peptideos, ndo mais do que quatro polipeptideos, nao mais do que trés poli-
peptideos, ndo mais do que dois polipeptideos ou nao mais do que um poli-
peptideo. Em outras modalidades, um numero maximo de polipeptideos re-
combinantemente produzidos pode ser especificado de uma maneira similar.
Em ainda outras modalidades, um ndmero maximo de polipeptideos néo-
recombinantemente produzidos pode ser especificado de uma maneira simi-
lar.

Uma composigado pode incluir polipeptideos isolaveis de um mi-
crobio ou podem ser isolaveis de uma combinagéo de dois ou mais micro-
bios. Por exemplo, uma composigao pode incluir polipeptideos isolaveis de
duas ou mais Staphylococcus spp. ou de uma Staphylococcus spp € um mi-
crobio diferente que nao € um membro do género Staphylococcus. A presen-
te invengao também prové composicdes incluindo uma preparagéo de célula
integral, onde a célula integral expressa um ou mais dos polipeptideos da
presente invengao. Por exemplo, a célula integral pode ser uma Staphylo-
coccus spp. Em alguns aspectos, uma composigcado pode incluir preparacbes
integrais de duas, trés, quatro, cinco ou seis linhagens.

Opcionalmente, um polipeptideo da presente invengao pode ser
covalentemente ligado ou conjugado a um polipeptideo veiculo para melho-

rar as propriedades imunolégicas do polipeptideo. Polipeptideos carreadores
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Gteis sdo conhecidos na técnica. O acoplamento quimico dos polipeptideos
da presente invencdo pode ser realizado usando métodos conhecidos e de
rotina. Por exemplo, varios reagentes de reticulagdo homobifuncionais e/ou
heterobifuncionais tais como bis(sulfossuccinimidil)suberato,
bis(diazobenzidina), adipimidato de dimetila, pimelimidato de dimetila, supe-
rimidato de dimetila, suberato de dissuccinimidila, glutaraldeido, m-
maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida, sulfo-m-maleimidobenzoil-N-
hidroxissuccinimida, 4-(N-maleimidometil)cicloexano-1-carboxilato de sulfos-
succinimidila, 4-(p-maleimido-fenil)butirato de sulfossuccinimidila e (1-etil-3-
(dimetil-aminopropil)carbodiimida podem ser usados (vide, por exemplo, Har-
low e Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, em geral e Capitulo 5, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova York, NY (1988)).

As composicées da presente invengao incluem opcionalmente
ainda um veiculo farmaceuticamente aceitavel. "Farmaceuticamente aceita-
vel" refere-se a um diluente, veiculo, excipiente, sal, etc, que é compativel
com os outros ingredientes da composi¢cdo e ndo prejudiciais ao seu recipi-
ente. Tipicamente, a composi¢cao inclui um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel quando a composigdo é usada conforme aqui descrito. As composigoes
da presente inveng¢do podem ser formuladas em preparagbes farmacéuticas
em uma variedade de formas adaptadas para a via de administracdo esco-
lhida, incluindo vidas adequadas para estimulagdo de uma resposta imune a
um antigeno. Desta maneira, uma composi¢do da presente invengao pode
ser administrada através de vias conhecidas incluindo, por exemplo, oral;
parenteral, incluindo intradermal, transcutanea e subcuténea; intramuscular,
intravenosa, intraperitoneal, etc, e topicamente tal como intranasal, intrapul-
monar, intramamaria, intravaginal, intrauterina, intradermal, transcutanea e
retalmente, etc. E previsto que uma composigdo pode ser administrada a
uma superficie mucosal, tal como através da administragdo a mucosa nasal
ou respiratéria (por exemplo, através de um spray ou aerossol), a fim de es-
timular imunidade mucosal, tal como producgao de anticorpos IgA secretores,
no corpo do animal.

Uma composicdo da presente invengao pode ser também admi-
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nistrada através de um implante de liberacdo sustentada ou retardada. Im-
plantes adequados para uso de acordo com a invengao sao conhecidos e
incluem, por exemplo, aqueles revelados em Emery e Straub (WO 01 137810
(2001)) e Emery e outros (WO 96/01620 (1996)). Implantes podem ser pro-
duzidos em tamanhos pequenos o suficiente para serem administrados atra-
vés de aerossol ou spray. Implantes podem também incluir nanoesferas e
microesferas .

Uma composigéo da presente invencdo pode ser administrada
em uma quantidade suficiente para tratar certas condicGes conforme aqui
descrito. A quantidade de polipeptideos ou células integrais presentes em
uma composigdo da presente invengéo pode variar. Por exemplo, a dosa-
gem de polipeptideos pode estar entre 0,01 microgramas (4g) e 300 mg, fti-
picamente entre 0,1 mg e 10 mg. Quando a compasigéo € uma preparagao
de célula integral, as células podem estar presentes em uma concentracao
de, por exemplo, 10 bactérias/ml, 10° bactérias/mi, 10* bactérias/mi, 10°
bactérias/ml, 10 bactérias/ml, 107 bactérias/ml, 10° bactérias/ml ou 10° bac-
térias/ml. Para uma composicéo injetavel (por exemplo, subcutanea, intra-
muscular, etc) os polipeptideos podem estar presentes na composicao em
quantidades de maneira que o volume total da composicao administrada se-
ja 0,5 ml a 5,0 ml, tipicamente 1,0 a 2,0 ml. Quando a composi¢ao & uma
preparagao de célula integral, as células estdo preferivelmente presentes na
composi¢do em uma quantidade que o volume total da composi¢ao adminis-
trada & de 0,5 ml a 5,0 ml, tipicamente 1,0 a 2,0 ml. A quantidade adminis-
trada vai variar dependendo de varios fatores incluindo, mas nao limitado a,
os polipeptideos especificos escolhidos, o peso, condigéo fisica e idade do
animal e a via de administracdo. Desta maneira, o peso absoluto do polipep-
tideo incluido em uma dada forma de dosagem unitaria pode variar ampla-
mente e depende de fatores tais como a espécie, idade, peso e condicao
fisica do animal, bem como o método de administragao. Tais fatores podem
ser determinados por um versado comum na técnica. Outros exemplos de
dosagens adequadas para a invengdo s&o revelados em Emery e outros
(Patente U.S. 6.027.736).
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As formulagbes podem ser convenientemente apresentadas em
forma de dosagem unitaria e podem ser preparadas através de métodos
bem conhecidos na técnica de Farméacia. Métodos de preparagao de uma
composicao com um veiculo farmaceuticamente aceitavel incluem a etapa
de trazer o composto ativo (por exemplo, um polipeptideo ou célula integral
da presente invencdo) em associagdo com um veiculo que constitui um ou
mais ingredientes acessorios. Em geral, as formulagdes sao preparadas tra-
zendo em associagdo uniformamente e intimamente o composto ativo com
um veiculo liquido, um veiculo sélido finamente dividido, ou ambos, e entao,
se necessario, moldagem do produto nas formulagdes desejadas.

Uma composigado incluindo um veiculo farmaceuticamente acei-
tavel pode também incluir um adjuvante. Um adjuvante refere-se a um agen-
te que pode agir de uma maneira nao-especifica para aumentar uma respos-
ta imune a um antigeno particular, entdo reduzindo potencialmente a quanti-
dade de antigeno necessaria em qualquer dada composi¢do de imunizagao
e/ou a frequéncia de injecao necessaria a fim de gerar uma resposta imune
adequada ao antigeno de interesse. Adjuvantes podem incluir, por exemplo,
IL-1, IL-2, emulsificantes, dipeptideos muramila, brometo de dimetil diocta-
decil aménio (DDA), aviridina, hidréxido de aluminio, 6leos, saponinas, alfa-
tocoferol, polissacarideos, parafinas emulsificadas (incluindo, por exemplo,
aquelas disponiveis sob a marca registrada EMULSIGEN da MVP Laborato-
ries, Ralston, Nebraska), ISA-70, RIBI e outras substancias conhecidas na
técnica. E esperado que os polipeptideos da invengdo tenham atividade i-
munorreguladora e que tais polipeptideos possam ser usados como adjuvan-
tes que agem diretamente como ativadores de célula T e/ou B ou agem em
tipos especificos que aumentam a sintese de varias citocinas ou ativam cur-
sos de sinalizagao intracelular. Tais polipeptideos sao esperados aumentar a
resposta imune para aumentar o indice de prote¢cdo da composigao existen-
te.

Em outra modalidade, uma composi¢cao da invengéo incluindo
um veiculo farmaceuticamente aceitavel pode incluir um modificador de res-

posta biolégica e outras citocinas que afetam as células imunes. Uma com-
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posicao de imunizagdo pode também incluir outros componentes conhecidos
na técnica tais como um antibidtico, um preservativo, um antioxidante ou um
agente de quelacao.

Métodos de Fabricacado

A presente invencao também prové métodos para obtengao de
polipeptideos descritos aqui. Os polipeptideos e as células integrais da pre-
sente invengao podem ser isolaveis de um membro da familia Micrococca-
ceae, preferivelmente Staphylococcus spp., mais preferivelmente Staphylo-
coccus aureus. Outros micrébios gram-positivos a partir dos quais polipepti-
deos podem ser isolados incluem Corynebacterium spp., Erysipelothrix spp.,
Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp. Micrébios (teis para obtencao dos
polipeptideos da presente invengéo e fabricagdo de preparagoes de célula
integral estdo comercialmente disponiveis de um depositério tal como a A-
merican Type Culture Collection (ATCC). Ainda, tais microbios sdo pronta-
mente disponiveis através de técnicas de rotina e conhecidos na técnica. Os
micrébios podem ser derivados de um animal infectado como um isolato de
campo e usados para obter polipeptideos e/ou preparagbes de célula inte-
gral da presente invengao, ou armazenados para uso futuro, por exemplo,
em um repositério congelado a -20° C até 95° C, ou -40° C a -50° C, em
meios bacteriologicos contendo 20% glicerol, e outros meios conhecidos.

Quando um polipeptideo da presente invencgao tiver que se obti-
do a partir de um micrébio, o micrébio pode ser incluido sob condictes de
baixo teor de metal. Conforme aqui usado, a expressao "condi¢des de baixo
teor de metal" refere-se a um ambiente, tipicamente meios bacteriolégicos,
que contém quantidades de metal livre que fazem com que um micrébio ex-
presse polipeptideos regulados por metal em um nivel detectavel. Conforme
aqui usado, a expressao "condigées com alto teor de metal” refere-se a um
ambiente que contém quantidades de metal livre que fazem com que um
micrébio ou ndo expresse um ou mais polipeptideos regulados por metal
descritos aqui em um nivel detectavel ou expresse tal polipeptideo em um
nivel menor comparado com expressao do polipeptideo regulado por metal

sob condigbes com baixo teor de metal. Em alguns casos, "condicbes 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, "condigbes com baixo teor de metal" podem incluir cultura em
um meio que inclui um quelante de metal, conforme descrito em mais deta-
lhes abaixo. Metais sdo aqueles presentes na Tabela Periédica sob os Gru-
pos 1 a 17 (notacdo IUPAC; também referidos como Grupos I-A, [I-A, 11I-B,
IV-B, V-B, VI-B, VII-B, VIii, I-B, II-B, llI-A, IV-A, V-A, VI-A e VII-A, respecti-
vamente, sob a notacdo CAS). Preferivelmente, os metais s&o aqueles nos
Grupos 2 a 12, mais preferivelmente Grupos 3-12. Mais preferivelmente ain-
da, o metal é ferro, cobre, magnésio, niquel, cobalto, manganés, molibdénio
ou selénio, mais preferiveimente ferro.

Condigdes com baixo teor metal sdo geralmente o resultado da
adicdo de um composto quelante de metal a um meio bacteriolégico, o uso
de um meio bacteriologico que contém quantidades baixas de um metal ou a
combinagdo dos mesmos. Condi¢cdes com alto teor de metal estao geral-
mente expressas quando um guelante ndo esta presente no meio, um metal
é adicionado ao meio ou a combinagdo dos mesmos. Exemplos de quelan-
tes de metal incluem compostos naturais e sintéticos. Exemplos de compos-
tos naturais incluem compostos fenélicos de planta, tais como flavonoides.
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-
em 2,2-dipiridila (também referido na técnica como a.a'-bipiridila), 8-
hidroxiquinolina, acido etilenodiamino-di-O-hidroxifenilacético (EDDHA), des-
ferrioxamina metanossulfonato (desferol), transferrina, lactoferrina, ovotrans-
ferrrina, sideréforos biolégicos, tais como catecolatos e hidroxamatos, e ci-
trato. Um exemplo de um guelante de cation divalente geral é resina CHE-
LEX. Preferivelmente, 2,2'-dipiridila € usada para a quelacao de ferro. Tipi-
camente, 2,2'-dipiridila é adicionada ao meio em uma concentragéo de pelo

menos 300 microgramas/mililitro (ug/ml), pelo menos 600 pg/ml ou pelo me-
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nos 900 pg/m. Niveis altos de 2,2'-dipiridinila podem ser 1200 pg/ml, 1500
pug/ml ou 1800 pg/mil.

O genoma de S. aureus codifica trés homélogos Fur: Fur, PerR e
Zur. Embora as proteinas Zur e PerR paregam estar principalmente envolvi-
das na regulagem de homeostase de zinco e genes de estresse de peroxido,
respectivamente, a proteina Fur foi demonstrada regular vérios sistemas de
absor¢ao sideréforo-ferro em resposta a limitagdo de ferro. A proteina Fur
também desempenha um papel em resisténcia a estresse oxidativo e viru-
léncia. E esperado que um organismo gram-positivo, preferivelmente uma S.
aureus, com uma mutagdo em um gene fur va resultar na expressao consti-
tutiva de muitos, se nao todos, os polipeptideos regulados por metal da pre-
sente invencdo. A producgao de uma mutagédo fur em uma S. aureus, preferi-
velmente gram-positiva, pode ser realizada usando métodos de rotina inclu-
indo, por exemplo, mutagénese por transposon, quimica ou direcionada a
sitio atil para geracdo de mutagdes de inativagdo de gene em bactérias
gram-positivas.

O meio usado para incubar o micrébio e o volume de meio usa-
do para incubar o microbio podem variar. Quando um micrébio esta sendo
avaliado quanto & habilidade em produzir um ou mais dos polipeptideos des-
critos aqui, o micrébio pode ser cultivado em um volume adequado, por e-
xemplo, 10 mililitros a 1 litro de meio. Quando um micrébio esta sendo culti-
vado para obter polipeptideos para uso em, por exemplo, administragéo a
animais, o micrébio pode ser cultivado em um fermentador para permitir o
isolamento de quantidades maiores de polipeptideos. Métodos para cultivo
de micrébios em um fermentador s&o rotina e conhecidos na técnica. As
condi¢bes usadas para cultivo de um micrébio 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.

Em alguns aspectos da invengdo, um micrébio pode ser coletado
apos cultivo. A coleta inclui concentragdo do micrébio em um volume menor

e suspensdo em um meio diferente do meio de crescimento. Métodos para
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concentragdo de um micrébio sao rotina e conhecidos na técnica e incluem,
por exemplo, filtragem e concentragdo. Tipicamente, o micrébio concentrado
é suspenso em um tampao apropriado. Um exemplo de um tampao que po-
de ser usado contém base Tris (7,3 gramas/litro) em um pH de 8,5. Opcio-
nalmente, o tampéo final também minimiza degradacéao proteolitica. Isto po-
de ser realizado ao ter o tampao 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 feniimetanossulfonila). Opcionalmente e preferi-
velmente o micrébio concentrado & congelado a -20° C ou abaixo até rom-
per.

Quando o micrébio tiver que ser usado como uma preparacao de
célula integral, as células coletadas podem ser processadas usando méto-
dos de rotina e conhecidos para inativar as células. Alternativamente, quan-
do um micrébio tiver que ser usado para preparar polipeptideos da presente
invencao, o micrébio pode ser rompido usando métodos quimicos, fisicos ou
mecanicos rotina e conhecidos na técnica incluindo, por exemplo, fervura,
prensa francesa, sonificacao, digestao de peptidoglicano (por exemplo, atra-
vés de digestiao com lisozima) ou homogeneizagédo. Um exemplo de um dis-
positivo adequado Util para homogeneizagdo ¢ um homogeneizador AVES-
TIN modelo C500-B, (Avestin Inc., Ottawa, Canadd). Conforme aqui usado,
"rompimento” refere-se a quebra da célula. Rompimento de um micrébio po-
de ser medido através de métodos que sao rotina e conhecidos da técnica
incluindo, por exemplo, mudangas em densidade Optica. Tipicamente, um
microbio é submetido a rompimento até a transmiténcia percentual ser au-
mentada em 20% quando uma diluigdo 1:100 é medida. Quando métodos
fisicos ou quimicos s&o usados, a temperatura durante rompimento € tipica-
mente mantida baixa, preferivelmente a 4° C, para minimizar mais a degra-
dacdo proteolitica. Quando métodos quimicos s&o usados a temperatura
pode ser aumentada para otimizar o rompimento celular. Uma combinacgao
de métodos quimicos, fisicos e mecanicos pode ser também usada para so-
lubilizar a parede celular do micrébio. Conforme aqui usado, o termo "solubi-

lizar" refere-se a dissolucdo de materiais celulares (por exemplo, polipepti-
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deos, acidos nucleicos, carboidratos) na fase aquosa do tampé&o onde o mi-
crébio foi rompido e a formagéao de agregados de materiais celulares insolu-
veis. Sem pretender ser limitado pela teoria, as condigées para solubilizagao
sdo acreditadas resultar na agregacéo de polipeptideos da presente inven-
cao em agregados sollveis que s&o grandes o suficiente para permitir iso-
lamento facil através de, por exemplo, centrifugagao.

Os agregados insollveis que incluem um ou mais dos polipepti-
deos da presente invengdo podem ser isolados através de métodos que sao
rotina e conhecidos na técnica. Preferivelmente, os agregados insollveis sédo
isolados através de centrifugacdo. Tipicamente, centrifugacdo de polipepti-
deos, tais como polipeptideos de membrana, pode ser realizada por forgas
centrifugas de 100.000 x g. O uso de tais forcas centrifugas requer o uso de
ultracentrifuga e aumento para volumes de processo grandes de amostra e
frequentemente dificil e ndo econémico com esses tipos de centrifuga. Os
métodos descritos aqui proveem a produgéo de agregados insoluveis gran-
des o suficiente para permitir o uso de centrifugas de fluxo continuo, por e-
xemplo, T-1 Sharples (Alfa Laval Separations, Warminster, PA), que pode
ser usada com uma taxa de fluxo de 250 mi/min a 117,210 Kpa (17 psi) em
uma forca centrifuga de 46.000 x g a 60.000 x g. Outras centrifugas de
grande escala podem ser usadas, tais como configuractes de tigela, camara
e disco tubulares. Tais centrifugas s&o rotineiramente usadas e conhecidas
na técnica e estdo comercialmente disponiveis de fabricantes tais como
Pennwalt, Westfalia e alpha-Laval.

As proteinas coletadas finais sao lavadas e/ou dialisadas contra
um tampao apropriado usando métodos conhecidos na técnica, por exemplo,
diafiltragem, precipitagdo, cromatografia hidrofébica, cromatografia de troca
de fon ou cromatografia por afinidade, ou ultrafitragem e lavagem dos poli-
peptideos, por exemplo, em alcool, através de diafiltragem. Apds isolamento,
os polipeptideos séo suspensos em tamp&o e armazenados em temperatura
baixa, por exemplo, -20° C ou abaixo.

Naqueles aspectos da presente invengéo onde uma preparagao

de célula integral deve ser feita, apés crescimento um microbio pode ser
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morto com a adigdo de um agente tal como glutaraldeido, formalina ou for-
maldeido em uma concentracdo suficiente para inativar as células na cultura.
Por exemplo, formalina pode ser adicionada em uma concentragao de 0,3%
(vol:vol). Apos um periodo de tempo suficiente para inativar as células, as
células podem ser coletadas através de, por exemplo, diafiltragem e/ou cen-
trifugacéo e lavadas.

Em outros aspectos, um polipeptideo isolado da invengao pode
ser preparado recombinantemente. Quando preparado recombinantemente,
um polinucleotideo codificando o polipeptideo pode ser identificado e clona-
do em um hospedeiro de expressao apropriado conforme descrito abaixo no
Exemplo 14. O hospedeiro de expressdo recombinante pode ser cultivado
em um meio apropriado, rompido e os polipeptideos isolados conforme aci-
ma descrito.

Métodos de Uso

Um aspecto da presente invencao refere-se ainda a metodos de

uso das composigbes da presente invencdo. Os métodos incluem adminis-
tracdo a um animal de uma quantidade eficaz de uma composicao da pre-
sente invencdo. O animal pode ser, por exemplo, ave (incluindo, por exem-
plo, galinhas ou perus), bovino (incluindo, por exemplo, gado), caprino (inclu-
indo, por exemplo, cabras), ovino (incluindo, por exemplo, ovelha), porco
(incluindo, por exemplo, suino), bison (incluindo, por exemplo, bufalo), equi-
no (incluindo, por exemplo, cavalos), um animal de companhia (incluindo,
por exemplo, cachorros ou gatos), membros da familia Cervidae (incluindo,
por exemplo, cervo, alce, veado, alce caribou e rena) ou ser humano.

Em alguns aspectos, os métodos podem incluir ainda adminis-
tracdes adicionais (por exemplo, uma ou mais administragées de reforco) da
composicdo ao animal para aumentar ou estimular uma resposta imune se-
cundaria. Um reforco pode ser administrado em um momento apés a primei-
ra administracdo, por exemplo, uma a oito semanas, preferivelmente duas a
quatro semanas, apoés a administragdo da composi¢ao. Reforgos subse-
quentes podem ser administrados uma, duas, trés, quatro ou mais vezes

anualmente. Sem ser limitado pela teoria, é esperado que em alguns aspec-
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tos da presente invengao reforgos anuais ndo sejam necessarios, Como um
animal sera provocado no campo por exposigcao a microbios expressando
polipeptideos presentes nas composi¢bes tendo epitopos que sao idénticos
a ou estruturalmente relacionados a epitopos presentes nos polipeptideos da
composigcdo administrada ao animal.

Em um aspecto, a invencdo refere-se a métodos para fabricagcéo
de anticorpos, por exemplo, através da indugdo da producdo de anticorpo
em um animal ou através de técnicas recombinantes. O anticorpo produzido
inclui anticorpo que se liga especificamente a pelo menos um polipeptideo
presente na composigdo. Neste aspecto da invengao, uma "quantidade efi-
caz" é uma quantidade eficaz para resultar na produgéo de anticorpo no a-
nimal. Métodos para determinagao de se um animal produziu anticorpos que
se ligam especificamente a polipeptideos presentes em uma composicao da
presente invencdo podem ser determinados conforme descrito aqui. A pre-
sente invengao inclui ainda anticorpo que se liga especificamente a um poli-
peptideo da presente invengao e composigoes incluindo tais anticorpos.

O método pode ser usado para produzir anticorpo que se liga
especificamente a polipeptideos expressos por um microbio outro que ndo o
microbio a partir do qual os polipeptideos da composigao foram isolados.
Conforme aqui usado, um anticorpo que pode "se ligar especificamente" a
um polipeptideo &€ um anticorpo que interage com o epitopo do antigeno que
induziu a sintese do anticorpo ou interage com um epitopo estruturalmente
relacionado. Pelo menos alguns dos polipeptideos presentes nas composi-
coes da presente invencdo tipicamente incluem epitopos que sdo conserva-
dos nos polipeptideos de espécies diferentes e géneros diferentes de micro-
bios. Desta maneira, anticorpo produzido usando uma composicéo derivada
de um microbio é esperado se ligar a polipeptideos expressos por outros
microbios e prové protegio de amplo espectro contra organismos gram-
positivos. Exemplos de micrébios gram-positivos aos quais o anticorpo pode
se ligar especificamente sdo Micrococcaceae, preferivelmente, Staphylococ-
cus spp., mais preferivelmente, Staphylococcus aureus; membros da familia

Streptococcaceae, preferiveimente, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
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pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
bovis, Streptococcus equi, ou Streptococcus dysgalactiae; e Bacillus spp.,
Clostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Erysipelothrix
spp., Listeria spp., Micrococcus spp. e Mycobacterium spp., Kytococcus spp.
e Erysipelothrix spp. Desta maneira, o anticorpo produzido usando uma
composigdo de polipeptideos da invengéo pode ser usado para identificar e
caracterizar polipeptideos da invencgdo independentes da origem, fonte e/ou
maneira de obtencéo do polipeptideo.

A presente invengao refere-se também ao uso de tal anticorpo
para se direcionar a um micrébio expressando um polipeptideo da presente
invengdo ou um polipeptideo tendo um epitopo estruturalmente relacionado
com um epitopo presente em um polipeptideo da presente inveng&o. Um
composto pode ser covalentemente ligado a um anticorpo onde o anticorpo
pode ser, por exemplo, uma toxina. Da mesma maneira, tais compostos po-
dem ser covalentemente ligados a um sideroforo bacteriano para se direcio-
nar ac micrébio. O acoplamento quimico ou conjugagao de um anticorpo da
presente invengédo, ou uma porgao do mesmo (tal como um fragmento Fab),
pode ser realizado usando métodos conhecidos e de rotina.

Em um aspecto a invencao refere-se também a tratamento de
uma infecgao em um animal, incluindo um ser humano, causada por um mi-
crébio gram-positivo, preferivelmente por um membro da familia Micrococca-
ceae, preferivelmente, Staphylococcus spp., mais preferivelmente, S. au-
reus; membros da familia Streptococcaceae, preferivelmente, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Strepfo-
coccus uberis, Streptococcus bovis, Streptococcus equi, ou Streptococcus
dysgalactiae; Bacillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Entero-
coccus spp., Erysipelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus
spp., Mycobacterium spp. e Erysipelothrix spp. Conforme aqui usado, o ter-
mo "infecgdo" refere-se a presenga de um micrébio gram-positivo no corpo
de um animal, que pode ou ndo ser clinicamente aparente. Um animal com
uma infecgdo por um membro do género Staphylococcus que nao é clinica-

mente aparente é frequentemente referido como veiculo assintomatico.
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Tratamento de uma infecc@o pode ser profilatico ou, alternativa-
mente, pode ser iniciado apos o animal ser infectado pelo micrébio. Trata-
mento que & profilatico, por exemplo, iniciado antes de um individuo ser in-
fectado por um micrébio ou enquanto qualquer infecgdo permanece subclini-
ca — é referido aqui como tratamento de um individuo que esta "sob risco" de
infecgao. Conforme aqui usado, o termo "sob risco” refere-se a um animal
que pode ou nao realmente possuir o risco descrito. Desta maneira, tipica-
mente, um animal "sob risco" de infecgao por um microbio € um animal pre-
sente em uma drea onde animais foram identificados como infectados pelo
microbio efou provaveis de serem expostos ao micrébio mesmo se o animal
nao tiver ainda manifestado qualquer indicagao detectavel de infecgao pelo
micrébio e sem importar se o animal pode carregar uma quantidade subclini-
ca do micrébio. Desta maneira, administragdo de uma composigao pode ser
realizada antes, durante ou apés o animal ter primeiro contato com o micro-
bio. Tratamento iniciado apés o primeiro contato do animal com o micrébio
pode resultar em diminuigao da severidade de sintomas e/ou sinais clinicos
de infecgao pelo micrébio, remogao completa do micrébio e/ou diminuigao da
probabilidade de ter uma infecgéo clinicamente evidente comparado com um
animal ao qual a composigdo ndo é administrada. O método inclui adminis-
tracdo de uma quantidade eficaz da composi¢ao da presente invengao a um
animal tendo, ou sob risco de ter, uma infecgdo causada por um microbio
gram-positivo, e determinagao de se o namero de microbios causando a in-
feccdo diminuiu. Neste aspecto da invengao, uma "quantidade eficaz" &€ uma
quantidade eficaz para reduzir o nimero dos micrébios especificados em um
animal ou reduzir a probabilidade de que o animal tenha uma infecg¢ao clini-
camente evidente comparado com um animal ao qual a composi¢do nao é
administrada. Métodos para determinacdo de se uma infecgdo € causada
por um micrébio gram-positivo sao rotina e conhecidos na técnica e sao me-
todos para determinar se a infecgdo diminuiu.

Em outro aspecto, a presente invencao refere-se a métodos para
tratamento de um ou mais sintomas ou sinais clinicos de certas condi¢bes

em um animal que podem ser causados por infecgao por um microbio gram-
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positivo, preferivelmente por um membro da familia Micrococcaceae, preferi-
velmente, Staphylococcus spp., mais preferivelmente, S. aureus; membros
da familia Streptoococcaceae, preferivelmente, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,
Streptococcus bovis, Streptococcus equi ou Streptococcus dysgalactiae; Ba-
cillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococcus spp., Ery-
sipelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobac-
terium spp. e Erysipelothrix spp. O método inclui a administraco de uma
quantidade eficaz de uma composicao da presente invengao a um animal
tendo ou sob risco de ter uma condigdo, ou exibindo sintomas e/ou sinais
clinicos de uma condicdo, e determinagdo de se pelo menos um sintoma
e/ou sinal clinico da condigdo é mudado, preferivelmente, reduzido. Exem-
plos de condi¢bes e/ou sinais clinicos causados por infecgbes microbianas
incluem, por exemplo, mastite, septicemia, pneumonia, meningoencefalite,
limfangite, dermatite, infecgdes do trato urinario, estrangulamentos, metrite,
doenca perinatal, abcessos da pituitaria, artrite, bursite, orquite, cistite e pie-
lonefrite, linfadenite caseous, tuberculose, linfangite ulcerativa, listeriose,
erisipelas, laminite, antrax, doenca de tyzzer, tétano, botulismo, enterite, e-
dema maligno, abraxia, hemoglobinuria baciliar, enterotoxemia, lesdes da
pele necréticas e infecgdes nosocomiais. Exemplos de condigbes causadas
por S. aureus também incluem, por exemplo, botriomicose em cavalos, sino-
vite purulenta e osteomielite em ave, abortos em suino e piemia pelo carra-
pato em cordeiros. Exemplos de condigtes causadas por Sirepfococcus spp.
também incluem, por exemplo, dor de garganta, febre escarlate, impetigo,
endocardite ulcerativa, febre reumatica e glomerulonefrite pés-streptococcal,
cervicite em seres humanos, cervicite em equino e suino e meniginte e ab-
cessos da papada em suino.

Tratamento de sintomas e/ou sinais clinicos associados com es-
sas condicoes pode ser profilatico ou, alternativamente, pode ser iniciado
apos o desenvolvimento de uma condigao descrita aqui. Conforme aqui usa-
do, o termo "sintomas" refere-se a uma evidéncia subjetiva de doenga ou

condicao sofrida pelo paciente e causada por infecgdo por um micrébio.
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Conforme aqui usado, o termo "sinal clinico” ou simplesmente "sinal" refere-
se a evidéncia objetiva de doencga ou condigéo causada por infec¢ao por um
microbio. Sintomas efou sinais clinicos associados com condigdes referidas
aqui e as avaliacbes de tais sintomas sao rotina e conhecidos na técnica.
Tratamento que é profilatico, por exemplo, iniciado antes de um individuo
manifestar sintomas ou sinais de uma condi¢do causada por um micrébio, &
referido aqui como tratamento de um individuo que “"esta sob risco" de de-
senvolver a condicao. Desta maneira, tipicamente um animat "sob risco" de
desenvolver uma condigdo & um animal presente em uma area onde animais
tendo a condigao foram diagnosticados e/ou é provavel de ser exposto a um
micrébio causador da condicdo mesmo se o animal ainda nao manifestou
sintomas ou sinais de qualquer condigdo causada pelo micrébio. Desta ma-
neira, administracdo de uma composicdo pode ser realizada antes, durante
ou apos a ocorréncia das condigdes descritas aqui. Tratamento iniciado ap6s
o desenvolvimento de uma condi¢ao pode resultar em diminuigéo da severi-
dade dos sintomas de uma das condi¢des ou remogao completa dos sinto-
mas. Neste aspecto da invengdo uma "quantidade eficaz" € uma quantidade
eficaz para prevenir a manifestagdo de sintomas de uma doenca, diminuir a
severidade dos sintomas de uma doenca e/ou remover completamente os
sintomas. O tratamento bem sucedido de uma infecgdo microbiana gram-
positiva em um animal & revelado no Exemplo 5, que demonstra a protegao
contra doenca causada por S. aureus em modelos de camundongo através
da administragdo de uma composigao da presente invencao. Esses modelos
de camundongo sdo um modelo geralmente aceito para o estudo de doenga
humana causada por esses microbios. O tratamento bem sucedido de uma
infecgao microbiana gram-positiva em um animal é também revelado nos
Exemplos 10 a 12, que demonstram que administragao de uma composicao
da presente invengéo prové prote¢ao contra doenca causada por S. aureus
em vacas.

A presente invengao também prové métodos para diminuigao da
colonizacdo por micrébios gram-positivos, por exemplo, bloqueio dos sitios

de ligagao de microbio gram-positivo, incluindo tecidos do sistema esqueletal
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(por exemplo, ossos, cartilagem, tenddes e ligamentos), sistema muscular
(por exemplo, musculos esqueletal e liso), sistema circulatério (por exemplo,
coracdo, vasos sanguineos, capilares e sangue), sistema nervoso (por e-
xemplo, cérebro, cordao espinhal e nervos periféricos), sistema respiratorio
(por exemplo, nariz, traqueia, pulmdes, bronquios, bronquiocelos, alvéolos),
sistema digestivo (por exemplo, boca, gléndulas salivares, esofago, figado,
estdmago, intestinos grosso e delgado), sistema excretor (por exemplo, rins,
uréteres, bexiga e uretra), sistema endocrino (por exemplo, hipotalamo, pitui-
taria, tireoide, pancreas e glandulas adrenais), sistema reprodutor (por e-
xemplo, ovarios, ovidutos, (tero, vagina, glandulas mamarias, testiculos e
vesiculas seminais), sistemas linfatico/imune (por exemplo, linfo, nés linfati-
cos e vasos, células sanguineas mononucleares ou brancas, tais como ma-
crofagos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, basdfilos e linfocitos, incluindo
células T e células B) e linhagens de célula especificas (por exemplo, células
precursoras, células epiteliais, células-tronco) e similar. Preferivelmente, o
micrébio gram-positivo € um membro da familia Micrococcaceae, preferivel-
mente, Staphylococcus spp., mais preferivelmente, S. aureus; um membro
da familia Streptooccaceae, preferivelmente, Streptococcus pyogenes, S-
treptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,
Streptococcus bovis, Streptococcus equi ou Streptococcus dysgalactiae; Ba-
cillus spp., Clostridium spp., Corynebacterium spp., Enterococus spp., Erysi-
pelothrix spp., Kytococcus spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobacte-
rium spp. e Erysipelothrix spp.

Diminuicdo da colonizagdo em um animal pode ser realizada
profilaticamente ou, alternativamente, pode ser iniciada apbés o animal ser
colonizado pelo micrébio. Tratamento que é profilatico — por exemplo, inicia-
do antes de um individuo ser colonizado por um micrébio ou enquanto qual-
quer colonizagdo permanega nao-detectada — € referido aqui como trata-
mento de um individuo que esta "sob risco" de colonizagcdo pelo micrébio.
Desta maneira, tipicamente, um animal “sob risco" de colonizagao por um
micrébio € um animal presente em uma area onde os animais foram identifi-

cados como colonizados pelo microbio e/ou & provavel que sejam expostos
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ao micrébio mesmo se o animal nao tiver ainda manifestado qualquer indica-
cao detectavel de colonizagédo pelo micrébio e sem importar se o animal po-
de carregar um namero de subcolonizagao do micrébio. Desta maneira, ad-
ministragdo de uma composigdo pode ser realizada antes, durante ou apos
ou animal ter o primeiro contato com o micrébio. Tratamento iniciado apés o
primeiro contato do animal com o micrébio pode resultar em diminuicao do
grau de colonizagdo pelo micrébio, remogéo completa do micrébio efou di-
minui¢do da probabilidade que o animal seja colonizado pelo micrébio com-
parado com um animal ao qual a composicdo nao e administrada. Desta
maneira, 0 método inclui administragao de uma quantidade eficaz de uma
composicado da presente invengao a um animal colonizado por, ou sob risco
de ser colonizado por, um micrébio gram-positivo. Neste aspecto da inven-
¢ao, uma "quantidade eficaz" é uma quantidade suficiente para diminuir a
colonizagdo do animal pelo micrébio, onde colonizagcdo menor refere-se a
um ou mais de: diminuicdo do grau de colonizagéo pelo microbio, remogao
completa do micrébio e/ou diminuigdo da probabilidade que o animal seja
colonizado pelo micrébio comparado com um animal ao qual a composigao
nao & administrada. Métodos para varredura da colonizagdo de um animal
por um micrébio s&o rotina e conhecidos na técnica. Por exemplo, coloniza-
cao do trato intestinal de um animal por um microbio pode ser determinada
através da medicao da presenga do micrébio nas fezes do animal. E espera-
do que diminuicao da colonizagédo de um animal por um micrébio va reduzir
a transmissao do micrébio para seres humanos.

Uma composicdo da invengao pode ser usada para prover imu-
nizacéo ativa ou passiva contra infeccdo bacteriana. Em geral, a composi¢ao
pode ser administrada a um animal para prover imunizagao ativa. No entan-
to, a composigdo pode ser também usada para induzir produgéo de produtos
imunes, tais como anticorpos, que podem ser coletados do animal produtor e
administrados a outro animal para prover imunidade passiva. Componentes
imunes, tais como anticorpos, podem ser coletados para preparar composi-
coes (preferivelmente contendo anticorpo) a partir de soro, plasma, sangue,

colostro, etc, para terapias de imunizagéo passiva. Composigdes de anticor-
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po incluindo anticorpos monoclonais e/ou antiidiotipos podem ser também
preparadas usando métodos conhecidos. Anticorpos quiméricos incluem re-
gides constantes derivadas de humano de ambas as cadeias pesada e leve
e regides variaveis derivadas de murino que s&o antigeno-especificas (Mor-
rison e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81(21):6851-5; LoBuglio 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
regides constante e de estrutura principal de murino (FR) (da regiao variavel)
com as contrapartes humanas (Jones e outros, Nature, 1986,
321(6069):522-5; Riechmann e outros, Nature, 1988, 332(6162).323-7, Ve-
rhoeyen e outros, Science, 1988, 239(4847):1634-6; Queen e outros, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86(24):10029-33; Daugherty e outros, Nucleic
Acids Res., 1991, 19(9): 2471-8.). Alternativamente, certas linhagens de ca-
mundongo podem ser usadas, as quais foram geneticamente engenheiradas
para produzir anticorpos que s@o quase que completamente de origem hu-
mana; seguindo imunizacdo as células B desses camundongos séo coleta-
das e imortalizadas para a produgdo de anticorpos monoclonais humanos
(Bruggeman e Taussig, Curr. Opin. Biotechnol., 1997, 8(4):455-8,; Lonberg e
Huszar, /nf. Rev. Immunol., 1995;13(1):65-93; Lonberg e outros, Nature,
1994, 368:856-9; Taylor e outros, Nucleic Acids Res., 1992, 20:6287-95.).
Composicées de anticorpo passivo e fragmentos do mesmo, por exemplo,
scFv, Fab, F(ab'); 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,
plasma, sangue, colostro e similar usando métodos conhecidos para uso
posterior em uma forma concentrada ou reconstituida tal como, por exemplo,
solucoes de lavagem, revestimento impregnado e/ou agentes topicos e simi-
lar. Preparagdes de imunizagdo passiva podem ser particularmente vantajo-
sas para o tratamento de doenga sistémica aguda ou imunizagéo passiva de
animais jovens que falharam em receber niveis adequados de imunidade
passiva através do colostro materno. Anticorpos Uteis para imunizagéo pas-

siva podem ser também Uteis para conjugar a varios farmacos ou antibioti-
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cos que poderiam ser diretamente direcionados a bactérias expressando
durante uma infeccéo sistémica ou localizada um polipeptideo da presente
invencao ou um polipeptideo tendo um epitopo estruturalmente relacionado
a um epitopo presente em um polipeptideo da presente invengao.

Modelos animais, em particular modelos de camundongo, estao
disponiveis para varredura experimental das composicoes da presente in-
vengio. Esses modelos de camundongo sa@o geraimente modelos aceitos
para o estudo de doenga humana causada por membros do género Staph-
ylococcus e S. aureus em particular. Naqueles casos onde um membro do
género Staphylococcus causa doenga em um animal, por exemplo, uma va-
ca, o hospedeiro natural pode ser usado para avaliar experimentalmente as
composigbes da presente invengao.

No entanto, protecdo em um modelo de camundongo néo € a-
penas a Gnica maneira de avaliar se uma composicao pode conferir protecao
a um animal contra infecgao por um Staphylococcus spp. A resposta imune
adaptativa consiste em duas divisdes principais: a resposta humoral (anti-
corpo) e a resposta celular (célula T). Seguindo infecgao por um patégeno
bacteriano, células dendriticas no sitio de infeccdo encontram antigenos mi-
crobianos e produzem moléculas de sinalizacdo tais como, por exemplo, re-
ceptores de superficie e citocinas em resposta a padroes moleculares con-
servados associados com a bactéria especifica. Esses sinais sédo modelados
pela natureza do patégeno e levam idealmente as respostas de anticorpo e
célula T apropriadas que protegem o hospedeiro da doenca. Embora algu-
mas doencas bacterianas sejam controladas principalmente através de fun-
¢oes do anticorpo, outras requerem respostas de célula T ou ambas as res-
postas de anticorpo e célula T para protecéo. O objetivo de biologia de vaci-
na é identificar as respostas imunes que proveem protegdo e entdo projeto
de uma vacina para reproduzir uma ou mais dessas respostas em seres hu-
manos.

Anticorpos podem ter muitas fungées diferentes em conferir pro-
tegdo contra infecgéo tais como, por exemplo, fixagdo de complemento, op-

sonizagao, neutralizagao e/ou aglutinagdo. Alem disso, algumas subclasses




10

15

20

25

30

111/187

de anticorpos sdo melhores do que outras em fungdes especificas; por e-
xemplo, para fixagdo de complemento a hierarquia que segue existe para
subclasses de IgG humana: 1gG3>1gG1>1gG2>1gG4).

Funcdes imunologicas de anticorpo podem ser estudadas de
uma variedade de maneiras. Por exemplo, Westem blots sdo usados para
identificar ligacdo especifica de antigeno com base em tamanho de protei-
nas separadas, enquanto o ensaio imunoabsorvente ligado a enzima padrao
(ELISA) é usado para produzir informagao quantitativa sobre titulos de anti-
corpo dentro do soro. Estudos de ligagao de superficie de anticorpo séo u-
sados para determinar se anticorpos em soro sao capazes reconhecer anti-
genos na superficie de bactérias intactas, um indicador importante de se os
anticorpos tém o potencial em ter atividade in vivo. Desta maneira, um ver-
sado na técnica reconhece que ensaios de ligagdo de anticorpo tais como
um Western blot, ELISA (por exemplo, usando antissoro) e/ou de ligagao de
superficie se relacionam positivamente com os antigenos se ligando especi-
ficamente provendo atividade imunolégica contra infecgao por Staphylococ-
cus spp. (Vytvytska e outros 2002, Proteomics 2:580-590; Kuklin e outros
20086, Infect. Immun. 74(4):2215-2223; Dryla e outros 2005, Clin. Diag. Lab.
Immunol. 12(3):387-398). No entanto, um versado na técnica reconhece ain-
da que uma falta de ligagao de anticorpo em um ensaio tal como, por exem-
plo, um Western blot, ELISA ou ensaio de ligacéo de superficie nao significa
que o antigeno ensaiado falha em prover atividade imunolégica contra infec-
¢ao por Staphylococcus spp. (Kim HK e outros. "IsdA e IsdB antibodies pro-
tect mice against Staphylococcus aureus abcess formation and lethal chal-
lenge". Vaccine (2010), doi:10.1016/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 Opp1A recombinantemente produzida
(SEQ ID NO:364), indicando que cada um dos polipeptideos recombinante-
mente produzidos ligados pode induzir atividade imunolégica contra infecg¢ao

por Staphylococcus spp.
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A Figura 204 mostra que soro humano convalescente se liga a
PfiIB recombinantemente produzida (SEQ ID NO:353), Opp1A recombinan-
temente produzida (SEQ ID NO:364), SirA recombinantemente produzida
(SEQ ID NO:375), SYN2 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:386),
FhuD recombinantemente produzida (SEQ ID NO:397), SYN1 recombinan-
temente produzida (SEQ ID NO:408) e MntC recombinantemente produzida
(SEQ ID NO:419), indicando que cada um dos polipeptideos recombinante-
mente produzidos pode induzir atividade imunolégica contra infeccao por
Staphylococcus spp.

A Figura 205 mostra que anticorpo criado contra FhuD recombi-
nantemente produzida (SEQ ID NO:397), Opp1A recombinantemente produ-
zida (SEQ ID NO:364) e PfIB recombinantemente produzida (SEQ D
NO:353) se liga a superficie de células de Staphylococcus spp., indicando
que cada um dos alvos de polipeptideo do anticorpo de ligagao a célula pode
induzir atividade imunolégica contra infecgdo por Staphylococcus spp.

Técnicas tais como ensaios de opsonofagocitose (OPA), onde
bactérias ligadas a anticorpo e complemento séo combinadas com fagocitos
humanos ou de camundongo para determinar os niveis de morte bacteriana,
so Uteis para estudo de funcao de anticorpo. Resultados de OPA positivos
se relacionam com protegéo 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 nivel de espécies oxigénio reativas (ROS) por neutréfilos humanos ou de
camundongo frescos seguindo interagado com bactérias ligadas a anticorpo e
complemento.

Em alguns casos, uma pessoa pode determinar que um polipep-
tideo candidato possui atividade imunolégica mediada por célula e, entao, o
polipeptideo candidato pode exibir atividade imunolégica na auséncia de in-
dugao da producéo de anticorpos. (Spellberg e outros 2008, Infect. Immun.
76(10):4575-4580). Células T citotoxicas ou CD8 matam principalmente célu-
las infectadas diretamente através de varios mecanismos efetores, enquanto

células T CD4 auxiliares funcionam para prover sinalizagao 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
sdo eficazes contra patdégenos bacterianos diferentes. Células T séo fre-
quentemente estudadas através da varredura de seus fenotipos com citome-
tria de fluxo, onde os anticorpos sdo usados para visualizar os niveis de
marcadores de superficie especificos que permitem classificagéo das células
T como, por exemplo, uma célula T CD4+ recentemente ativada, uma célula
T CD8+ de memoria, etc. Ainda, citocinas e outros produtos de células T
podem ser estudados através do isolamento das células T do tecido linfoide
e reestimulacao delas com antigeno cognato. Seguindo estimulagao de anti-
geno as células T produzem citocinas que podem ser visualizadas atraves
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.

A Figura 206 mostra que uma composig¢ao (rSIRP7) que inclui
PfIB recombinantemente produzida (SEQ ID NO:353), Opp1A recombinan-
temente produzida (SEQ ID NO:364), SirA recombinantemente produzida
(SEQ ID NO:375), SYN2 recombinantemente produzida (SEQ ID NO:386),
FhuD recombinantemente produzida (SEQ ID NO:397), SYN1 recombinan-
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 imunolégica con-
tra infeccdo por Staphylococcus spp. A composi¢do de rSIRP7 induziu a
produgéo de, por exemplo, IL-2, IL-6, IL-17, IFN-y, MIP-2 e GM-CSF.

Desta maneira, em adigcdo a modelos de camundongo, aqueles
versados na técnica reconhecem que atividade imunolégica 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 Staphylococcus spp. contém anticorpo que se liga especificamente a
um polipeptideo candidato, ensaios de ligacéo de superficie celular demons-
trando que anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo candida-

to se liga especificamente a Staphylococcus spp., dados de opsonofagocito-
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se e inducao de citocina.

Outro aspecto da presente invengédo prové métodos para detec-
¢ao de anticorpo que se liga especificamente a polipeptideos da presente
invengao. Esses métodos sao Uteis na, por exemplo, detecgcao de se um a-
nimal tem anticorpo que se liga especificamente a polipeptideos da presente
invencao e diagnostico de se um animal pode ter uma condicéo causada por
um micrébio expressando polipeptideos descritos aqui ou expressando poli-
peptideos que compartitham epitopos com os polipeptideos descritos aqui.
Tais sistemas de diagnéstico podem estar em forma de kit. O método inclui
contato de um anticorpo com uma preparagao que inclui um polipeptideo da
presente invencdo para resultar em uma mistura. O anticorpo pode estar
presente em uma amostra biologica, por exemplo, sangue, leite ou colostro.
O método inclui ainda incubagao da mistura sob condigdes para permitir que
o anticorpo se ligue especificamente ao polipeptideo para formar um com-
plexo polipeptideo:anticorpo. Conforme aqui usado, o termo "complexo poli-
peptideo:anticorpo" refere-se ao complexo que resulta guando um anticorpo
se liga especificamente a um polipeptideo. A preparacao que inclui os poli-
peptideos da presente invengéo pode também incluir reagentes, por exem-
plo, um tampéo, que proveem condi¢oes apropriadas para a formagao do
complexo polipeptideo:anticorpo. O complexo polipeptideo:anticorpo € entéo
detectado. A deteccdo de anticorpo é conhecida na técnica e pode incluir,
por exemplo, imunofluorescéncia ou peroxidase. Os métodos para deteccéo
da presenca de anticorpos que se ligam especificamente a polipeptideos da
presente invengao podem ser usados em varios formatos que foram usados
para detectar anticorpo, incluindo radioimunoensaio e ensaio imunoabsor-
vente ligado a enzima.

A presente invengao também prové um kit para detecgéo de an-
ticorpo que se liga especificamente a polipeptideos da presente invencao. O
anticorpo detectado pode ser obtido de um animal suspeito de ter uma infec-
cao causada por um micrébio gram-positivo, mais preferivelmente, um mem-
bro da familia Micrococcaceae, preferiveimente, Staphylococcus spp., mais

preferivelmente, S. aureus; Streptococcus spp., Bacillus spp., Clostridium
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spp., Corynebacterium spp., Enterococus spp., Erysipelothrix spp., Kytococ-
cus spp., Listeria spp., Micrococcus spp., Mycobacterium spp., € Erysipelot-
hrix spp.

O kit inclui pelo menos um dos polipeptideos da presente inven-
cao (por exemplo, um, pelo menos dois, pelo menos trés, etc) em um mate-
rial de embalagem adequado em uma quantidade suficiente para pelo me-
nos um ensaio. Opcionalmente, outros reagentes tais como tampoes e solu-
cbes necessarios para pratica da invengéo podem ser tambéem incluidos. Por
exemplo, um kit pode também incluir um reagente para permitir deteccao de
um anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo da presente in-
vencao, tal como um anticorpo secundario detectavelmente marcado proje-
tado para se ligar especificamente a um anticorpo obtido de um animal. Ins-
trucdes para uso dos polipeptideos embalados s&o também tipicamente in-
cluidas. Conforme aqui usado, a expressao "material de embalagem" refere-
se a uma ou mais estruturas fisicas usadas para alojar os teores do kit. O
material de embalagem é construido através de métodos bem conhecidos,
em geral para prover um ambiente livre de contaminante, estéril. O material
de embalagem pode ter um rétulo que indica que os polipeptideos podem
ser usados para detecgdo de anticorpo que se liga especificamente a poli-
peptideos da presente invengao. Ainda, o material de embalagem contém
instrugdes indicando como os materiais dentro do kit sao empregados para
detectar o anticorpo. Conforme aqui usado, o termo "embalagem" refere-se a
um recipiente tal como vidro, plastico, papel, folha, e similar, capaz de conter
dentro de limites fixados os polipeptideos, e outros reagentes, por exemplo,
um anticorpo secundario. Desta maneira, por exemplo, uma embalagem po-
de ter uma cavidade de placa de microtitulagéo & qual quantidades em mi-
crograma de polipeptideos foram afixadas. Uma embalagem pode também
conter um anticorpo secundario. "Instrugdes para uso" tipicamente incluem
uma expressao tangivel descrevendo a concentragéo de reagente ou pelo
menos um parametro de método de ensaio tais como as quantidades relati-
vas de reagente e amostra a serem misturadas, periodos de tempo de ma-

nutencdo para misturas de reagente/amostra, temperatura, condicbes de
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tampao e similar.

A presente invengao é ilustrada pelos exemplos que seguem.
Deve ser também compreendido que os exemplos, materiais, quantidades e
procedimentos particulares devem ser interpretados amplamente de acordo
com o escopo € o espirito da invengéo conforme aqui descrito.
EXEMPLOS

Exemplo 1
Preparacao de proteinas requladas por ferro

Escala de Laboratério

Composicées derivadas de linhagens diferentes de Staphylococ-
cus aureus incluindo proteinas novas expressas sob restricdo de ferro e/ou
outros graus de quelacdo com ion de metal foram avaliadas quanto a efica-
cia contra uma provocagado virulenta em camundongos. A eficacia da com-
posicao foi avaliada através da coleta de dados nos parametros que seguem
(1) a eficacia de cada composi¢ao para prover protegées homoéloga e heterd-
loga contra uma provocagao virulenta viva em camundongos, (2) a eficacia
de cada composi¢ao em reduzir as lesdes de pele necréticas e (3) a eficacia
de composigbes derivadas de Staphylococcus cultivada em condigdes com e
sem ferro em prover protegao.

As linhagens de Staphylococcus aureus avaliadas neste estudo
tiveram origem de trés espécies animais: ave, humano e bovino. O isolato de
ave SAAV1 era um isolato 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
comerciais tendo uma alta incidéncia de mastite clinica. O isolato humano foi
obtido da ATCC (linhagem 19636) e originado de um paciente tendo osteo-
mielite clinica.

Estoques de semente master de cada isolato foram preparados
através da inoculagdo do isolato apropriado em 200 mi de Caldo de Soja
Triptico (TSB, Difco Laboratories, Detroit, MI) contendo 300 pM 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 coletada através de centrifugacdo a
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10.000 x g. O pélete bacteriano foi ressuspenso em 100 ml de caldo TBS
contendo glicerol 20% e esterilmente disperso em frascos criogénicos de 2
ml (1 ml por frasco) e armazenado a -90° C até o uso.

Cada estoque de semente master foi expandido em uma semen-
te de trabalho. Um frasco de cada isolato de semente master foi inoculado
em 200 ml de Caldo de Soja Triptico (TSB, Difco Laboratories, Detroit, MI)
contendo 1000 pl 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 centrifugacado a 10.000 x g. O pélete bacteriano foi ressuspenso em
100 ml de caldo TBS contendo glicerol 20% e aplicado esteriimente em fras-
cos criogénicos de 2 ml (1 ml por frasco) e armazenado a -90° C até uso. A
semente de trabalho foi usada para a produgdo de composi¢des enriqueci-
das com proteinas de membrana reguladas por ferro, incluindo proteinas de
membrana reguladas por ferro.

Todas as linhagens foram adaptadas para crescerem em meios
altamente depletados de ferro (isto €, meios contendo niveis muito baixos de
ferro livre). Isto foi realizado através de subcultura das bactérias em TSB
contendo concentragoes altas de 2,2-dipiridila (de 300 a 1600 pyM).

As proteinas foram preparadas a partir de bactérias como segue.
As bactérias foram cultivadas a partir de estoques de semente de trabalho
congelados através de subcultura em 25 ml de meios isentos de ferro (con-
tendo 1000 pM de 2,2'-dipiridila) € meios com ferro, entdo incubadas a 37° C
enquanto agitando a 400 rpm. Seguindo 12 horas de incubagéo, 5 ml de ca-
da cultura foram transferidos para 500 ml de meios isentos de ferro ou com
ferro pré-incubados a 37° C. As culturas foram incubadas por 8 horas a 37°
C enquanto agitando a 100 rpm, ent@o as células foram peletizada através
de centrifugacdo a 10.000 x g por 20 minutos. Os péletes bacterianos foram
ressuspensos em 100 ml de solugdo salina fisiologica estéril e centrifugados
a 10.000 x g por 10 minutos. Os péletes foram entdo ressuspensos em 45 ml
de solugao salina tamponada com Tris, pH 7,2 (TBS; Tris 25 mM, NaCl 150
mM) e as suspensdes bacterianas resultantes foram despejadas como ali-

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 incubagéo a 37° C por 30
minutos enquanto agitando a 200 rpm, 1 ml de TBS contendo 0,1 mg de Ii-
sozima (Sigma) foi adicionado a cada tubo. As suspensoes bacterianas fo-
ram entdo incubadas por mais 45 minutos enquanto agitando a 200 rpm. Em
seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 3050 x g por 12 minutos a 4°
C para peletizar restos celulares grandes. Os sobrenadantes foram coleta-
dos através de aspiragdo sem perturbar o pélete. O sobrenadante foi entao
centrifugado a 39.000 x g por 2,5 horas. Os péletes resultantes contendo as
proteinas foram ressuspensos em 200 pyL de tampéao Tris, pH 7,2, sem solu-
¢ao salina. A solugdo de proteina para cada isolado foi combinada para um
volume total de 1 ml e armazenada a -90° C.

Os extratos enriquecidos em proteina derivados de S. aureus fo-
ram fracionados em tamanho em géis SDS-PAGE usando um gel de empi-
lhamento 4% e gel de separagado 10%. Amostras para eletroforese foram
preparadas combinando 10 pl de amostra com 30 pl de tampao de amostra
de reducado SDS (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 2%, B-
mercaptoetanol 5%) 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-
cimento de energia de célula xi Protein |l (BioRad Laboratories, Richmond,
CA, modelo 1000/500). O peso molecular de cada proteina individual con-
forme visualmente visto no gel de SDS-PAGE foi estimado usando um densi-
témetro (BioRad) usando um marcador de peso molecular de faixa ampla
como um padrao de referécia (BioRad).

Os padrées de SDS-PAGE das proteinas de cada isolato quan-
do cultivadas na presenca de 1600 uM de dipiridila mostraram um padrao de
expressado de proteina muito diferente comparado com a mesma linhagem
quando cultivada na presenca de 300 M de dipiridila. Por exemplo, quando
cultivada em 300 pM de isolato de dipiridila SAAV1 resultou em proteinas
reguladas por metal de 90 kDa, 84 kDa, 72 kDa, 66 kDa, 36 kDa, 32 kDa e
22 kDa, enquanto cultivada em 1600 uM de dipiridila resultou em proteinas
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
KM de isolato de dipiridila 19636 resultou em proteinas de 42 kDa e 36 kDa,
enquanto cultivo em 1600 uM de dipiridila resultou em proteinas reguladas
por metal de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37 kDa, 35,70 kDa, 34,91
kDa e 33,0 kDa. Todas as condigdes, incluindo cultivo em meios com ferro,
resultaram na expressa@o das proteinas que seguem que eram presumivel-
mente nao-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 uM
de dipiridila resultou em padroes de expressao de proteina similares. As
composicdes enriquecidas em proteinas de membrana reguladas por ferro
de isolato de ave (SAAV1) incluiam proteinas 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 proteinas do isolato ATCC 19636 foram es-
sencialmente idénticos aqueles do isolato de ave. Ambos os isolatos de bo-
vino, quando cultivados com 1600 pM de 2,2-dipiridila, expressaram perfis
de formacao 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
kDa). No entanto, nenhum dos isolatos bovinos produziu a proteina de 38,42
kDa vista com os isolatos de ave e ATCC e os isolatos bovinos expressaram
trés proteinas (80,46 kDa, 65,08 kDa e 31,83 kDa) nao observadas com as
linhagens de ave e ATCC (vide Figura 1 e Tabela 7). Todas as condigdes
resultaram na expressao das proteinas que seguem que nao eram reguladas
por metal: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43
kDa, 41 kDa e 40 kDa.

Tabela 7. Pesos moleculares de polipeptideos regulados por metal obtidos

de isolatos de Staphylococcus aureus.

Aviaria Humana Bovina Bovina
SAAV1 19636 1477 2176
87,73 87,73 87,73 87,73
- - 80,46 80,46

- - 65,08 65,08
54,53 54,53 54,53 54,53
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Aviaria Humana Bovina Bovina
SAAV1 19636 1477 2176
38,42 38,42 - -
37,37 37,37 37,37 37,37
35,70 35,70 35,70 35,70
34,91 34,91 34,91 34,91
33,0 33,0 33,0 33,0
31,83 31,83

Interessantemente, ndo houve nenhuma diferenca em perfis de
proteina conforme examinado através de SDS-PAGE entre o sobrenadante
clarificado e o pélete bacteriano apés tratamento das bactérias com lisostafi-
nal/lisozima. Ambos o pélete bacteriano e o sobrenadante extraidos tinham
exatamente os mesmos perfis de proteina conforme examinado através de
SDS-PAGE. Esta mesma observacgéo foi vista também quando rompendo as
células bacterianas usando um homogeneizador AVESTIN a 206,84Mpa
(30.000 psi). O pélete bacteriano resultante, apés centrifugacao em veloci-
dade lenta, era idéntico em seu perfil de proteina comparado com o sobre-
nadante clarificado apo6s centrifugagao em alta velocidade a 30.000 x g por
2,0 horas a 4°C.

Exemplo 2
Preparacdo das composicoes de imunizacido derivadas de Sfaphylococcus

aureus

As proteinas do isolato humano ATCC 19636 e do isolato bovino
1477, cultivadas em condig¢oes isentas de ferro e preparadas conforme des-
crito no Exemplo 1, foram usadas para formular duas composicées 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-
quanto o isolato bovino expressou proteinas tendo pesos moleculares de
87,73 kDa, 80,46 kDa, 65,08 kDa, 54,53 kDa, 37,7 kDa, 35,70 kDa, 34,91
kDa, 33,0 kDa e 31,83 kDa. Cada composicao também continha as protei-
nas que seguem que eram nao-reguladas por metal: 150 kDa, 132 kDa, 120
kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kda, 41 kDa e 40 kDa.

Vacinas de estoque foram preparadas a partir das duas linhagens através de
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emulsificacdo de cada suspenséo de proteina aquosa (500 yM de proteina
total/ml) em um adjuvante comercial (EMULSIGEN, MVP Laboratories, Rals-
ton, Nebraska) usando um recipiente de homogeneizacao IKA Ultra Turrax
T-50 (IKA, Cincinnati, OH) para dar uma dose final de 50 ug de proteina total
em um volume injetavel de 0,1 ml com uma concentragcdo de adjuvante de
22,5% volfvol. Como vacinagdo controle, uma composicdo de proteina foi
preparada a partir do isolato bovino 1477 cultivado sob condigées com ferro
(TSB suplementado com 300 uM de cloreto férrico) conforme descrito no
Exemplo 1. Uma vacina de placebo foi preparada substituindo a suspensao
de proteina aquosa por solugao salina fisiolégica no protocolo acima.

Exemplo 3
Vacinacio de camundongo

Setenta (N=70) camundongos fémeas CF-1 obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas foram i-
gualmente distribuidos em 7 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-
dongos foram alojados em gaiolas para camundongo de policarbonato (An-
core Corporation, Bellmore, NY). Uma gaiola Unica foi usada para cada gru-
po de tratamento e comida e agua foram fornecidas ad libitium a todos os
camundongos. Todos os camundongos foram vacinados intraperitonealmen-
te com 0,1 ml da composicédo apropriada duas vezes em intervalos de 14
dias como segue;

Grupo 1: Vacinado com placebo

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 19636 expressas sob
restricao de ferro

Grupo 3: Vacinado com placebo

Grupo 4: Vacinado com proteinas 1477 Bovinas expressas sob
restricao de ferro.

Grupo 5: Vacinado com proteinas 1477 Bovinas expressas sob
restricdo de ferro.

Grupo 6: Vacinado com proteinas 19636 ATCC expressas sob
restricao de ferro.

Grupo 7: Vacinado com FeClz 1477 Bovina, onde "FeCly 1477
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Bovina" refere-se a proteinas obtidas de 1477 Bovina cultivada em TSB su-

plementado com 300 uM de cloreto férrico.

Exemplo 4
Preparacido de organismo de provocacao

As linhagens de Staphylococcus previamente descritas ATCC
19636 e a linhagem 1477 foram usadas como organismos de provocagao.
Em suma, os isolatos de estoques congelados (previamente descritos) foram
riscados em placas de agar de sangue e incubados a 37° C por 18 horas.
Uma unica colbnia de cada isolato foi subculturada em 50 ml de Caldo de
Soja Triptico (Difco) contendo 1600 uL de 2,2'-dipiridila. As culturas foram
incubadas a 37° C por 6 horas enquanto girando a 200 rpm, entédo centrifu-
gadas a 10.000 x g por 10 minutos a 4° C para peletizar as bactérias. Os
peletes bacterianos foram lavados duas vezes através de centrifugagcido em
TBS a 4° C. Os péletes finais foram ressuspensos em TBS para uma densi-
dade optica de 42% de Transmitancia (T) a 562 nm em um volume de apro-
ximadamente 25 ml de TBS e usados para provocagao. Um pouco antes da
provocacao, 1 ml dessas suspensdes bacterianas foi seriaimente diluido e
plaqueado em &gar para enumerar o numero de unidades de formacéo de

colénia (CFU) por dose de camundongo.

Exemplo 5

Provocacao
Quatorze dias ap6s a segunda vacinagao, os camundongos em

todos os grupos (1-7) foram subcutaneamente provocados na parte de tras
do pescogo com 0,1 ml do organismo apropriado. Os sete grupos de camun-
dongos foram provocados como segue:
Grupo-1 (Vacinado com Placebo): Provocado com ATCC 19636
Grupo-2 (Vacinado com proteina ATCC 19636 expressa sob res-
tricao de ferro): Provocado com ATCC 19636
Grupo-3 (Vacinado com Placebo): Provocado com 1477 Bovina
Grupo-4 (Vacinado com proteinas 1477 Bovinas expressas sob
restricao de ferro). Provocado com 1477 Bovina

Grupo-5 (Vacinado com proteinas 1477 Bovinas expressas sob
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restricdo de ferro). Provocado com ATCC 19636

Grupo-6 (Vacinado com proteinas ATCC 19636 expressas sob
restricdo de ferro): Provocado com 1477 Bovina

Grupo-7 (Vacinado com FeCI3 1477 Bovina): Provocado com
1477 Bovina

Conforme determinado através do protocolo de enumeragéo
descrito no Exemplo 4, a concentragao de S. aureus 19636 usada para pro-
vocacao foi 1,35 x 10® CFU por dose de camundongo e a concentracdo de
S. aureus 1477 usada para provocacao foi 1,65 x 108 CFU de colénia por
dose de camundongo. Morbidez, mortalidade e patologia foram registradas
diariamente por 7 dias ap6s a provocacao.

Quando comparando os camundongos provocados com isolato
ATCC 19636, 70% dos camundongos do Grupo 1 vacinados com placebo
morreram dentro de 7 dias de provocacao (Tabela 8 e Figura 2). Isto de-
monstrou que a linhagem 19636 causou uma taxa de mortalidade alta em
camundongos no nivel de dose administrado. Em contraste com os camun-
dongos no Grupo 1, apenas 10% dos camundongos no Grupo 2 morreram
dentro de 7 dias pos-provocagéo. Esses resultados ilustraram que os ca-
mundongos provocados com a linhagem 19636 eram significantemente pro-
tegidos por vacinag@o com a composi¢ao de 19636 (p=0,020, teste de Extra-
to de Fischer). Ainda, uma analise Kaplan-Meier dos dados de tempo-para-
morte indicou que a vacina forneceu protecao significante (p=0,0042, teste
logrank) contra provocagéao homdloga (Figura 3). Ainda, apenas 20% dos
camundongos no Grupo 5 morreram dentro de 7 dias de provocagéo, indi-
cando que a composi¢cdo 1477 bovina ofereceu protecao significante contra
provocacgao com a linhagem ATCC 19636 (p = 0,015 teste logrank para mor-
talidade). Quando os dados foram analisados através de uma curva de so-
brevivéncia Kaplan-meier e teste logrank (Figura 4), a prote¢ido contra morta-
lidade foi determinada ser significante (p = 0,015 teste logrank para mortali-
dade), indicando que a composi¢cdo de vacina derivada da linhagem 1477

proveu protegao heterologa contra provocagdo com a linhagem 19636.
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Tabela 8. Mortalidade de Camundongos Vacinados e N&ao-vacinados Se-

guindo Provocacédo com Staphylococcus aureus (isolato ACC 19636 humano

e isolato bovino 1477).

Grupos No. de Ca- No. de Mortalidade
mun-dongos Mortos percentual (%)
Grupo-1* (Placebo, Prov 10 7110 70
ATCC 19636)
Grupo-2* (ATCC 19636, 10 110 10
Prov Homologa)
Grupo-3* (Placebo, Prov 10 2/10 20
1477 Bovina)
Grupo-4* (1477 Bovina, 10 110 10
Prov Homdéloga)
Grupo-5* (1477 Bovina, 10 210 20
Prov Heteréloga)
Grupo-6* (ATCC 19636, 10 0/10 0
Prov Heteréloga)
Grupo-7* (FeCl; 1477 Bo- 10 2/10 20
vina, Prov 1477 Bovina)

*Grupo-1, (Vacinado com placebo/Provocado com ATCC 19636)

*Grupo-2 (Vacinado com proteinas ATCC 19636 expressas sob restricao de

ferro/Provocado com ATCC 19636)

*Grupo-3 (Vacinado com placebo/Provocado com 1477 Bovina)

*Grupo 4 (Vacinado com proteinas 1477 Bovinas expressas sob restricao de

ferro/Provocado com 1477 Bovina)

*Grupo-5 (Vacinado com proteinas 1477 Bovinas expressas sob restricéo de

ferro/Provocado com ATCC 19636)

*Grupo-6 (Vacinado com proteinas ATCC 19636 expressas sob restricdo de

ferro/Provocado com 1477 Bovina)

*Grupo-7 (Vacinado com FeClz 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 provocagdo. No entanto, pro-

vocagao com o isolato de 1477 bovina elicitou o desenvolvimento de lesbes
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de pele necréticas em 6 (76%) dos camundongos sobreviventes do Grupo 3.
Essas lesdes foram medidas e o tamanho médio das lesGes 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 provocagdao, mas apenas
trés (38%) dos camundongos sobreviventes desenvolveram lesbes (didmetro
médio, 2,7 mm). Esses resultados indicam que a composicéo de 1477 bovi-
na ofereceu protecdo homéloga significante contra desenvolvimento de le-
sbes nos camundongos provocados com a linhagem bovina 1477 (p=0,009,
teste t de student). Ainda, vacinacédo com a composi¢cdo de ATCC 19636
protegeu contra provocacao com a linhagem 1477, uma vez que nenhum
camundongo morreu no Grupo 6 e apenas trés (30%) dos camundongos
desenvolveram lesdes de pele (didmetro médio, 3,7 mm). Juntos, mortalida-
de e/ou desenvolvimento de les@o reduzidos nos camundongos nos Grupos
5 e 6 demonstraram a natureza de protecao cruzada significante das com-
posicoes derivadas das linhagens 19636 e 1477 (p=0,012, teste t de student
com base em tamanho de lesdo). Na demonstracao da eficacia da composi-
¢cao comparado com as proteinas nao-reguladas por ferro, 20% dos camun-
dongos no Grupo 7 morreram e 4 dos sobreviventes desenvolveram lesées
de pele (diametro medio, 15,8 mm). Os camundongos do Grupo 7 demons-
traram algum grau de protecao pela vacinagcdo com as proteinas do isolato
1477 uma vez que menos camundongos desenvolveram lesdes comparado
com o Grupo 3 de vacina com placebo. No entanto, as lesées de pele obser-
vadas nos camundongos no Grupo 7 foram mais frequentes e de um didme-
tro maior do que as lesées nos camundongos do grupo 4, indicando que,
com relagéo a proteinas isoladas de células cultivadas sob condigbes com
ferro, as proteinas isoladas das bactérias cultivadas sob restricao de ferro
ofereceram protecéo superior contra uma provocacao idéntica.

A natureza de protecdo cruzada das proteinas observadas no
estudo de provocacao de camundongo é apoiada pelos pesos moleculares
similares das proteinas das linhagens de S. aureus descritas no Exemplo 1
(Figura 1). Embora tenha havido diferengas notaveis no perfil de SDS-PAGE

das proteinas dos isolatos derivados de bovino, especificamente a auséncia
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de uma proteina de 38,4 kDa e a presenca de 3 proteinas adicionais, as pro-
teinas de ambas as linhagens 1477 e ATCC 19636 elicitaram protecao hete-
rologa. Esses resultados indicam que as proteinas similares entre as linha-
gens 19636 e 1477 s&@o provavelmente responsaveis pela protecao cruzada
observada nos Grupos 5 e 6. Em contraste, os perfis de proteina da linha-
gem 1477 cultivada sob condigcées isentas de ferro e com ferro sdo observa-
velmente diferentes. Essas proteinas isoladas sob condicées sem ferro sdo
mais protetoras quando comparado com as proteinas isoladas sob condi-
¢bes com ferro, demonstrado pela redugdo em desenvolvimento de leséo
dentre os camundongos do Grupo 4 comparado com os camundongos do

Grupo 7.
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Exemplo 6
Em mamiferos, foi mostrado que a resposta a lesdo em tecido

ou infecc@o bacteriana resulta em uma resposta inflamatoria aguda. Esta
resposta aumenta a permeabilidade capilar e a infiltragao fagocitica resul-
tando nos sinais clinicos reconhecidos como inflamagao; inchago, febre, dor
e vermelhidao; se deixado sem controle, isso pode levar a morte. A ativagao
de fatores humorais e a liberagéo de citocinas fazem a mediacdo de eventos
sistémicos coletivamente conhecidos como a resposta de proteina de fase
aguda que resuita em uma cascata de eventos fisiolégicos e bioquimicos. A
duracdo desta resposta estd diretamente relacionada com a severidade da
lesdo e magnitude da infecgao sistémica. Foi bem documentado que durante
a sepse bacteriana, cirurgia grande, queimaduras e outros traumas corporais
ha uma alteragdo na concentragéo de varios ions de metal no soro tais como
ferro, cobre e zinco. Por exemplo, durante a fase aguda de uma infecgdo ha
uma diminui¢do nos niveis de ferro e zinco no plasma e um aumento em co-
bre. A alteracéo desses ions de metal tragos no soro pode afetar diretamen-
te a severidade ou progressao de qualquer infeccdo bacteriana.

Neste estudo a requerente examinou a expressao de proteinas
de Staphylococcus aureus sob varias condigdes de restricao de ion de metal
a fim de imitar a expressdo de novas proteinas que podem ser expressas
durante a invasao sistémica. As linhagens de Staphylococcus aureus avalia-
das neste estudo se originaram de amostras clinicas de trés espécies dife-
rentes de animal; ave (linhagem SAAV1), humano (linhagem 19636) e bovi-
no (linhagens 1477 e 2176). Em suma, culturas de cada isolato foram prepa-
radas a partir de estoques de semente master em 200 ml de Caldo de Soja
Tripico (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 ion de metal; 2,2-dipiridinila
(Dp), 2-piridilmetil-etileno diamina (TPEN), catequina e naringeninas (todos
obtidos da Sigma, St. Louis, MO). Ainda, cada cultura foi também cultivada
em meios com cation contendo cloreto férrico, cloreto de zinco efou cloreto

de cobre preparados em concentragdes de 300 uM. Os quelantes de ion de
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metal foram usados na concentragéo que segue: 2,2-dipiridila (800 pM), ca-
tequina e naringenina foram usadas a 300 uM e 2-piridilmetil-etileno diamina
foi usada em uma concentragéo de 100 pM. As culturas foram cultivadas
com cada quelante por 8 horas, ponto onde a cultura foi subculturada uma
segunda vez por mais 12 horas. Cada cultura foi subculturada por trés pas-
sagens consecutivas em intervalos de 12 horas. No final da terceira passa-
gem, cada cultura foi coletada através de centrifugagéo a 10.000 x g por 20
minutos. Cada cultura foi lavada duas vezes através de centrifugacédo a
10.000 x g e ressuspensa em 20 ml de solugao salina tamponada com Tris,
pH7,2a4°C.

Cada pélete bacteriano foi ressuspenso em 45 ml de solugéo sa-
lina tamponada com Tris, pH 7,2 (Tris 256 mM e NaCl 150 mM) e as suspen-
sOes bacterianas resultantes foram despejadas como aliquotas de 9 mlem 5
tubos individuais, vinte tubos no total. Um milimetro de TBS contendo 50
unidades de lisostafina (Sigma, St. Louis, MO) foi adicionado a cada tubo
para dar uma concentragao final de 5 unidades/ml. Seguindo incubacéo a
37° C por 30 minutos enquanto agitando a 200 rpm, 1 mi de TBS contendo
0,1 mg de lisozima (Sigma) foi adicionado a cada tubo. As suspensées bac-
terianas foram entdo incubadas por mais 45 minutos enquanto agitando a
200 rpm. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 3050 x g por 12
minutos a 4° C para peletizar restos celulares grandes. Os sobrenadantes
foram coletados através de aspiragcao sem perturbar o pélete. O sobrenadan-
te foi entao centrifugado a 39.000 x g por 2,5 horas. Os péletes resultantes,
enriquecidos em proteinas de membrana reguladas por metal, foram ressus-
pensos em 200 pL de tampéao Tris, pH 7,2. As solugdes de proteina para
cada isolato foram combinadas para um volume total de 1 ml e armazenadas
a -90° C.

As proteinas obtidas dos isolatos de S. aureus SAAV1, 19636,
1477 e 2176 cultivadas sob condi¢des isentas de ferro, zinco e cobre inclui-
am polipeptideos regulados por metal.

Extratos celulares, derivados de cada isolato, foram fracionados

em tamanho em géis SDS-PAGE usando um gel de empilhamento 4% e gel
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de separagdo 10%. Amostras para eletroforese foram preparadas combi-
nando 10 pg de amostra com 30 pl de tampéao de amostra de redugdo SDS
(Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8, glicerol 20%, SDS 2%, beta-mercaptoetanol 5%)
fervidos por 4 minutos. As amostras sofreram eletroforese em corrente cons-
tante de 18 mA por 5 horas a 4° C usando um fornecimento de energia de
célula xi Protein I (BioRad Laboratories, Richmond, CA, modelo 1000/500).

Os padroes de SDS-PAGE das proteinas cultivadas sob quela-
¢ao com zinco e/ou cobre mostraram padrées de formagao de faixa (nicos
em todos os isolados que eram diferentes quando comparado com os mes-
mos isolatos cultivados sob restricéo de ferro na presenca de 2,2'-dipiridila.
Por exemplo, quando o isolato 19636 foi cultivado sob restrigao de ferro ou
na presenca do quelante 2,2'-dipiridila, proteinas reguladas por ferro tnicas
foram expressas nas regides de 87,73 kDa, 54,53 kDa, 38,42 kDa, 37,37
kDa, 35,70 kDa, 34,91 kDa e 33,0 kDa. Essas proteinas foram subreguladas
quando o isolato foi cultivado na presenga de cloreto férrico. No entanto,
quando o mesmo isolato foi cultivado na presenca do quelante de zinco e/ou
cobre, um novo subconjunto de proteinas foi expresso com relagao as prote-
inas expressas sob restricdo de ferro; as novas proteinas tendo pesos mole-
culares de aproximadamente 115 kDa, 88 kDa, 80 kDa, 71 kDa, 69 kDa, 35
kDa, 30 kDa, 29 kDa e 27 kDa. Ainda, uma proteina de 87,73 kDa foi ex-
pressa sob condigbes de restricdo de ferro ou restrigdo de cobre, mas nao
quando as culturas eram restritas em zinco. As proteinas expressas sob res-
tricao de ferro pareciam ser subreguladas quando cultivadas sob ou restri¢ao
de zinco efou restricdo de cobre, mas ndo completamente inativadas con-
forme visto quando o isolato foi cultivado em cloreto férrico.

Parece que ha novas proteinas expressas quando o organismo
€ cultivado sob restrigdo de cobre efou restricao de ferro que ndo sio ex-
pressas quando o mesmo isolado é cultivado sob condigées restritas em fer-
ro. Uma vez que metais de transigdo sao usados por organismos para for-
mar enzimas que catalisam varias reagbes bioquimicas, os fons de metal
podem desempenhar um papel vital em sobrevivéncia microbiana durante

uma infec¢éo sistémica. Talvez seja por essa razdo que durante sepse ha
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uma diminuicao transiente na disponibilidade desses metais transicionais,
tornando-os indisponiveis para cultivo do organismo. Essas novas proteinas
poderiam aumentar muito bem a eficacia de protecao da composicao exis-
tente cultivada sob restricdo de ferro porque elas podem também ser ex-
pressas pelas bactérias sob a restricdo de ion de metal sofrida durante inva-
séo sistémica.
Exemplo 7

As composi¢oes da presente invengdo podem também ser pro-
duzidas sob condi¢ées comerciais de grande escala
Fermentacao

Um frasco criogénico da semente de trabalho (2 ml a 10°
CFU/mI) conforme descrito no Exemplo 1 foi usado para inocular 500 ml de
Caldo de Soja Triptico (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-
dura BiTek (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-
ma. O pH foi mantido constante entre 6,9 e 7,1 através de titulagdo automa-
tica com NaOH 50% e HCI 10%. A velocidade de agitagao foi ajustada a 400
rev/minuto e a cultura aerada com 11 litros ar/minuto a 37° C. Espumagao foi
controlada automaticamente através da adigdo de 11 ml de desespumante
(Mazu DF 204 Chem/Serv, Mineapolis, MN). A cultura foi deixada crescer
continuamente nessas condi¢cbes 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 triptico
sem dextrose (3.600,0 gramas), extrato de levedura BiTek (600 gramas),
glicerol (3.600 ml), 2,2-dipiridila (3,0 gramas) e desepumante Mazu DF 204
(60 mi). Os parametros da fermentagéo eram como segue: oxigénio dissolvi-
do (DO) (Dissolved Oxygen) foi mantido a 30% +/- 10% através do aumento
da agitagao 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 presséo contraria. O pH foi
mantido constante entre 6,9 e 7,1 através de titulagcdo automatica com NaOH
50% e HCI 10% e a temperatura mantida a 37° C. Na hora 4,5 (OD540 8-9)
da fermentacao a cultura foi transferida para um fermentador New Brunswick
Scientific de 1.500 litros IF-15000 carregado com 1200 litros de caldo de soja
triptico sem dextrose (36.000 gramas), extrato de levedura BiTek (6.000
gramas), glicerol (36.000 ml), 2,2-dipiridila (30,0 gramas) e desespumante
Mazu DF 204 (600 ml). Os parametros da fermentagao foram como segue:
oxigénio dissolvido (DO) foi mantido a 60% +/- 10% com oxigénio suplemen-
tar atraveés do aumento da agitagdo para 300 rev/min aspergido com 300 a
1100 litros de ar/minuto e 34,473 Kpa (5 libras por polegada quadrada (psi))
de pressao contraria. Conforme a fermentacao progredia, oxigénio suple-
mentar foi adicionado de 0-90 litros/minuto para auxiliar no controle de oxi-
génio dissolvido. O pH foi mantido constante entre 6,9 e 7,4 através de titu-
lagéo automatica com NaOH 50% e HCI 10% e a temperatura foi mantida a
37°C.

Aproximadamente 5 horas pés-inoculagdo do fermentador gran-
de, a cultura foi suplementada com nutrientes adicionais através da alimen-
tacao de 70 litros de meio contendo 18.000 gramas de TSB sem dextrose,
3.000 gramas de extrato de levedura, 30,0 gramas de 2,2-dipiridila e 18.000
ml de glicerol. A taxa de alimentagao foi ajustada para aproximadamente 28
litros/hora enquanto aumentando a agitacdo. No final da alimentacdo a fer-
mentagao foi deixada continuar por mais 4 horas, ponto onde a fermentacéao
foi terminada através da diminuicdo da temperatura do fermentador para 18°
C (OCsap 35-40 em uma diluigao 1:100).

Coleta

A fermentacdo bacteriana foi concentrada e lavada usando um
Pall Filtron Tangential Flow Maxiset-25 (Pall Filtron Corporation, Northboro,
MA) equipado com trés filtros de canal aberto Alpha 300-K de 30 pés?, No.
de catalogo AS300C5; (Pall Filtron) conectado a uma bomba de alimentacao
Waukesha Modelo U-60 (Waukesha Cherry-Burrell, Delevan, WI). O volume
de cultura original de 1250 litros foi reduzido para 50 litros (2,5 litros/minuto)
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usando uma presséo de entrada de filtro de 206,84 Kpa (30 psi) e uma pres-
sao de retentato de 34,473 - 41,368 Kpa (5-6 psi). O retentato bacteriano foi
ajustado de volta para 150 litros usando Solugdo Salina Tamponada com
Tris, pH 8,5, e entao concentrado novamente para 50 litros para ajudar a
remover quaisquer proteinas exdégenas contaminantes, tais como exoprotei-
nas, para incluir toxinas e proteases secretadas. O pH elevado da solugio
salina tamponada com tris ajuda a prevenir muito da degradacgéo proteolitica
que pode ocorrer durante armazenamento da suspens&o de célula integral.
Inibidores de protease podem ser usados ao invés de, ou em adicdo a, um
pH elevado. O retentato foi misturado completamente enquanto no tanque
de 200 litros usando um misturador magneticamente acionado de montagem
frontal. O retentato foi esteriimente 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 fabricacao, ou poderia ser pro-
cessado mais. A massa do pélete foi calculada através de centrifugacao de
amostras de 30 ml da cultura fermentada e coleta final. Em suma, tubos c6-
nicos Nalgene de 50 ml pré-pesados foram centrifugados a 39.000 x g por
90 minutos em uma centrifuga Beckman J2-21 usando um rotor JA-21
(Beckman Instruments, Palo Alto, CA). No final da atividade, o sobrenadante
foi jogado fora e os tubos foram pesados novamente. A massa do pélete foi
calculada para cada estagio. O processo de fermentacéo rendeu uma massa
de pélete imida de aproximadamente 60 quilogramas.
Rompimento

Oitenta quilogramas de pasta fluida de célula bacteriana em So-
lugdo 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 Incorporatede, Clinton, CT) contendo 900 litros de
TBS pH 8,5. A suspensao bacteriana bruta foi esfriada para 4° C com mistu-
ra continua por 18 horas a 200 rpm momento quando foi rompida através de
homogeneizagao. Em suma, o tanque de 1000 litros contendo a suspenséo

bacteriana foi conectado a um homogeneizador AVESTIN modelo C-500-B
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(Avestin Inc., Ottawa, Canada). 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-
geneizagado multiplas enquanto ainda mantendo um sistema fechado. A tem-
peratura durante a homogeneizacao foi mantida a 4° C. No inicio da primeira
passagem, fluido foi circulado a 482,63 Kpa (70 psi) através de uma bomba
Waukesha modelo 10DO (Waukesha) através do homogeneizador (500 ga-
Ides/hora), enquanto a pressao do homogeneizador era ajustada para
206,84 Mpa (30.000 psi). Antes da primeira passagem, duas amostras de
pré-homogeneizacéo foram retiradas do homogeneizador para estabelecer
uma linha de base para determinacao do grau de rompimento e monitora-
mento do pH. O grau de rompimento foi monitorado através de transmitancia
(%T a 540 nm em diluigdo 1:100) comparado com a amostra nao-
homogeneizada. O nimero de passagens pelo homogeneizador foi padroni-
zado para dar uma transmitdncia percentual final entre 78-91%T em uma
diluicéo 1:100 preferivelmente entre 86-91%). Apés homogeneizagéo, o tan-
que foi removido do homogeneizador e posto em uma alga resfriadora a 4° C
e misturado a 240 rpm.

Coleta de Proteina

A suspensao bacteriana rompida contendo as proteinas regula-
das por ferro conforme ilustrado na Figura 1 foi coletada através de centrifu-
gacao usando T-1 Sharples, (Alfa Laval Seperations, Warminster, PA). Em
suma, o tanque de processo revestido de 1000 litros contendo homogenato
bacteriano rompido foi alimentado em 12 Sharples com uma taxa de alimen-
tacdo de 250 ml/minuto a 117,21 Kpa (17 psi) em uma forga centrifuga de
60.000 x g. O efluente foi coletado em um segundo tanque de processo re-
vestido de 1000 litros através de uma alga estéril fechada permitindo passa-
gens multiplas através das centrifugas enquanto mantendo um sistema fe-
chado. A temperatura durante a centrifugagao foi mantida a 4° C. O homo-
genato foi passado 8 vezes através das centrifugas. Aproximadamente 50%

da proteina foram coletados ap6s a segunda passagem, ponto onde o fluido
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homogenato foi concentrado para 1/3 de seu volume original, o que diminuiu
o tempo de processo para as proximas 6 passagens. O tanque de homoge-
nato foi assepticamente desconectado das centrifugas e conectado a uma
montagem Millipore Pellicon Tangential Flow Filter (Millipore Corporation,
Bedford, MA) equipada com um filtro Centrasette série Alpha 30K de canal
de tela de 25 pés? (Pall Filtron) conectado a uma bomba de alimentacao
Waukesha Modelo U30 para concentragdo. Apds concentragao, centrifuga-
cao foi continuada até que o processo estivesse completo. Proteina foi cole-
tada apos cada passagem. A proteina foi coletada, ressuspensa e despejada
em 50 litros de solucgao salina tamponada com Tris, pH 8,5, contendo formu-
lina 0,15% (Sigma) como preservativo.
Diafiltragem

A suspenséo de proteina foi lavada através de diafiltragem a 4°
C para remover quaisquer proteinas exdogenas (proteases, toxinas, enzimas
citoplasmicas e metabdlicas, etc). Em suma, os 50 litros de proteina foram
esterilmente transferidos para um tanque de processo de 200 litros contendo
150 litros de solugéo salina tamponada com Tris, pH 8,5, equipado com um
misturador Dayton frontal, Modelo 22846 (Dayton Electric, Chicago, IL) gi-
rando em 125 rev/minuto. O tanque de processo foi esterilmente conectado
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 pés? (Pall Filtron) conectado a uma bomba de alimentagdo Waukesha
Modelo U30. A solucéo de proteina de 200 litros foi concentrada através de
filtragem para um volume alvo de 50 litros ponto onde 150 litros de solugéo
salina esteril foram adicionados. A suspensao de proteina foi entdo concen-
trada para aproximadamente 50 litros, O concentrado de proteina 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.

E interessante notar que a composi¢cao derivada do processo de
larga escala usando homogeneizagédo como um meio de rompimento gerou
perfis de formacao de faixa idénticos 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 substituida como o
agente de lise bacteriana usando homogeneizador AVESTIN C500-B. Esta
constatagcao permite a geracdo em baixo custo de volumes grandes de pro-
teinas reguladas por ferro de staphylococci.

Exemplo 8
Hiperimunizacdo de camundongos e preparacao de anticorpo policlonal

Imunizagao passiva com anticorpo purificado isolado de camun-
dongos vacinados com proteinas derivadas de S. aureus linhagem ATCC
19636 cultivadas sob condigdes limitantes de ferro era protetora contra pro-
vocacdes por S. aureus homéloga e heteréloga. Quinze camundongos adul-
tos CD1 foram vacinados conforme descrito no Exemplo 3 com a composi-
¢ao de proteina derivada de S. aureus linhagem ATCC 19636 cultivada sob
condi¢cbes isentas de ferro conforme descrito nos Exemplos 1 e 2. Os ca-
mundongos foram vacinados intraperitonealmente 3 vezes em intervalos de
7 dias com 50 pg de composigao de proteina em cada vacinagdo. Sete dias
ap6s a terceira imunizagao, os camundongos sofreram sangria completa
através de pungéao cardiaca. Soro foi agrupado e anticorpo purificado usando
precipitacao com sulfato de aménio padrdo. Proteinas do soro exdgenas fo-
ram removidas primeiro antes da precipitagédo do anticorpo através da adigéo
de 0,5 volume de sulfato de amdnio saturado pH 7,2. A solucao foi agitada a
100 rpm por 24 horas a 4° C. A solugao foi novamente centrifugada a 3000 x
g por 30 minutos. O sobrenadante foi coletado e precipitado novamente a-
través da adigao de sulfato de amonio saturado suficiente para trazer a con-
centracao final para 55% de saturacéo. A solugéo foi agitada a 100 rpm por
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 entao dialisados usando uma tubulacio de
dialise de corte molecular de 50.000 (Pierce, Rockford, IL) por 30 horas con-
tra trés mudancas de 1 litro de solugdo salina tamponada com fosfato para
remover sulfato de aménio. As duas primeiras mudancas de litro foram pre-
servadas com azida de sodio 0,02%. A mudanca de tampao de 1 litro final

ndo continha nenhum preservativo. O dialisato foi coletado e centrifugado



10

15

20

25

30

137/187

novamente para remover quaisquer restos remanescentes a 3000 x g por 30
minutos. A solucao de anticorpo foi armazenada a 4° C por menos de 48
horas antes do uso. Cada amostra foi plaqueada em agar de sangue para
verificar a esterilidade antes da infusao.

Exemplo 9
Imunizacao passiva e provocacao

A fim de avaliar o efeito protetor de anticorpo infundido criado
contra proteinas S. aureus expressas durante limitagcao de ferro, dois grupos
de 15 camundongos foram, cada um, infundidos intraperitonealmente ou
com a preparacao de anticorpo purificada (Grupo 1) ou solugéo salina fisio-
l6gica (Grupo 2) em uma infusdo de 200 pL. Dois grupos adicionais de 15
camundongos foram infundidos subcutaneamente ou com preparacao de
anticorpo purificada (Grupo 3) ou solugéo salina fisioloégica (Grupo 4). Apos
60 minutos, os 2 grupos de 15 camundongos recebendo uma infuséo intra-
peritoneal foram provocados intraperitonealmente com 1,3 x 10% cfu de S.
aureus linhagem 19636. Similarmente, os 2 grupos de 15 camundongos re-
cebendo uma infusdo subcutanea foram provocados subcutaneamente com
1,3 x 10° cfu de S. aureus linhagem 1477 para teste quanto a protegao cru-
zada contra provocacgao por uma linhagem de S. aureus diferente. Mortali-
dade e/ou tamanho da leséo foi registrado por 5 dias e os figados de todos
os camundongos foram removidos post-mortem, homogeneizados e plaque-
ados para determinar o niumero de S. aureus presente como uma medida de
infecgcao sistémica. As curvas de sobrevivéncia Kaplan-Meier (Figuras 5 e 6)
mostram o efeito de protegéo fornecido pela infusao de anticorpos de ca-
mundongos vacinados com as proteinas de S. aureus expressas durante
restricdo de ferro. Embora a diferenga entre os grupos infundidos e controle
para grupos provocados com ATCC 19636 nao fosse significante (p=0,076,
teste log-rank), o figado do tnico camundongo que morreu dentro do grupo
infundido com anticorpo no Dia 1 foi culturado em agar de sangue para de-
terminar a auséncia e/ou a presenca do organismo de provocacao (S. au-
reus). A cultura derivada deste camundongo era negativa para Staphylococ-

cus e nao mostrou nenhum desenvolvimento na placa de agar de sangue ou
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meio de cultura, Em contraste, os figados dos camundongos que morreram
dentro do grupo de placebo foram todos positivos para a presenca de Staph-
ylococcus, na verdade, culturas puras foram obtidas em cada placa de agar
de sangue derivada dos figados desses camundongos. Apesar dos dados de
figado néo precludirem a possibilidade que o camundongo que morreu den-
tro do grupo infundido com anticorpo morreu de infecgdo por S. aureus, a
infeccao nao foi sistémica, como foi no grupo de placebo, e o camundongo
pode ter morrido por outras razées. Verificagao desta morte de camundongo
infundido com anticorpo resulta em uma diferenca significante entre trata-
mentos infundidos com anticorpo e placebo (p=0,015, teste log-rank). Os
dados para a provocagao cruzada, onde os camundongos foram infundidos
com anticorpo gerado ap6s vacinagao com proteinas derivadas de ATCC
19636 e provocados por S. aureus linhagem 1477, também mostraram uma
tendéncia protetora. Entre 7 e 14 dias pés-provocacao, todos os camundon-
gos nos grupos infundidos e nao-infundidos comegaram a desenvolver le-
sOes de pele necréticas. No entanto, exame macroscopico de camundongos
claramente revelou um retardo visivel na formacao de uma leséo observavel
bem como a severidade da lesao entre os grupos. Camundongos infundidos
desenvolveram lesbes mais lentamente comparado com camundongos con-
trole nao-infundidos que desenvolveram lesao mais rapido do que os ca-
mundongos infundidos e em um grau de severidade maior. Os camundongos
infundidos cicatrizaram mais rapido do que camundongos nao-infundidos.
Isto era claramente evidente entre 21 e 35 dias p6s-provocacao. Exame ma-
croscopico de camundongos em 35 dias pds-provocagdo mostrou que ca-
mundongos nao-infundidos foram seriamente desfigurados e revelou um
grau maior de cicatrizagdo. Na realidade, muitos desses camundongos per-
deram a postura normal, pelo fato de que eles pareciam ter aparéncia de-
formada, em contraste com camundongos infundidos que quase nao desen-
volveram tecido de cicatriz extenso e/ou desfiguramento conforme ilustrado
pela aparéncia deformada que os camundongos nao-infundidos desenvolve-
ram. No geral, esses dados sugerem que infuséo intraperitoneal de anticor-

pos criados contra proteinas induzidas por ferro em S. aureus pode ambos
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proteger contra e limitar a severidade de infec¢do por S. aureus.

Exemplo 10
Varredura de uma composicdo de vacina derivada de Staphylococcus au-

reus em um rebanho leiteiro cronicamente infectado

Um rebanho leiteiro comercial tendo uma histéria de contagens
de célula somatica cronicamente altas atribuivel a Staphylococcus aureus foi
escolhido para a varredura de uma composicao de vacina conforme descrito
no Exemplo 1. O critério para estabelecimento de eficacia da vacina deste
estudo experimental foi: 1) incidéncia menor de mastite clinica causada por
Staphylococcus aureus dentre controles vacinados comparado com né&o-
vacinados, 2) melhora (isto €, uma diminuicdo) em contagem de célula so-
matica dentre vacinados comparado com controles e 3) diminuicdo em taxas
de isolamento positivas de cultura de S. aureus entre controles vacinados e
ndo-vacinados. Sangue sera coletado no momento da primeira vacinagéo
(dia 0) e novamente nas semanas 3 e 6 pés-imunizacao inicial. Reagbes de
sitio de inje¢do ou reacdes sistémicas seguindo vacinagoes foram monitora-
das durante o estudo. Ainda, amostras de leite de tanque principal foram
culturadas e quantitativamente enumeradas para determinar se houve uma
diminuicdo no nimero de CFU de Staphylococcus aureus culturada apoés
vacinacao.

Trés dos isolatos de Staphylococcus derivados de vacas leiteiras
cronicamente infectadas dentro do rebanho foram cultivados sob condigées
de restricao de ferro e condigbes de nao-restricdo de ferro conforme descrito
no Exemplo 1. Os tirés isolatos foram designados TTX101, TTX102 e
TTX103. Amostras extraidas foram examinadas através de SDS-PAGE para
comparar perfis de formacéo de faixa entre isolatos. Perfis de formacao de
faixa idénticos foram observados dentre os isolados examinados; as compo-
sicoes feitas a partir de cada isolato incluiam proteinas tendo pesos molecu-
lares 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. Essas proteinas sao dos mesmos pesos
moleculares que anteriormente descrito na Tabela 7. Ainda, quando compa-

rando os isolatos perfis de formacéo de faixa idénticos foram vistos com a-
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quelas proteinas que eram expressas em todas as condigbes que ndo eram
reguladas por ferro: 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58, kDa, 50 kDa,
44 kDa, 43 kDa, 41 kDa e 40 kDa. Esses resultados estavam de acordo com
as observagdes anteriores. Um isolato designado TTX101 foi escolhido co-
mo o isolato para fabricagao de uma composi¢ao a ser usada neste estudo.
Exemplo 11

Preparacéo de vacina de Staphylococcus aureus (TTX101)

Uma composigao foi preparada conforme descrito no Exemplo 1
usando o isolato TTX101. A composigéo incluia proteinas expressas sob
condicOes 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 proteinas nao-reguladas por metal tendo pesos mole-
culares de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43
kDa, 41 kDa e 40 kDa. A composicao de imunizagéo derivada da linhagem
TTX101 foi usada para preparar a vacina experimental através da emulsifi-
cacao da suspensao de proteina extraida (400 pg de proteina total por milili-
tro) em um adjuvante comercial (EMULSIGEN, MVP Laboratories, Ralston
NE) usando um recipiente de homogeneizagao T50 Ultra Turrax IKA (IKA,
Cincinnati, OH) para dar uma dose final de 800 pg de proteina total em um
volume injetavel de 2,0 ml com uma concentragédo de adjuvante de 22,5%
vol/vol. A vacina foi administrada subcutaneamente 2 vezes em intervalos de
21 dias.

Exemplo 12
Projeto experimental e vacinacido do rebanho

Dezoito dias antes da primeira vacinacdo todas as vacas leitei-
ras inscritas no estudo (N=80) foram testadas quanto a S. aureus através de
métodos de cultura bacteriolégica aerébica padronizada através da cuitura
de amostras de leite individuais derivadas de cada vaca leiteira, Ainda, as
Contagens de Célula Somatica (SCC) foram enumeradas pela Dairy Herd
Improvement Association usando métodos padrdo. 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-1, vacinado (N=40), e grupo-2, ndo-vacinado (N=40). As quatorze
vacas positivas para Sfaphylococcus clinicamente diagnosticadas foram i-
gualmente distribuidas entre ambos os grupos de maneira que cada grupo
de estudo contivesse 7 vacas com mastite clinica. A SCC média entre gru-
pos antes da primeira vacinacéo foi 203,219 nos controles nao-vacinados
comparado com 240,443 em vacinados (ndo estatisticamente diferentes
p=0,7).

Dezoito dias apds a primeira amostragem todas as vacas no
grupo 1 foram vacinadas subcutaneamente na espadua superior direita com
2 ml de vacina conforme descrito no Exemplo 11. Dez dias ap6s a primeira
vacinacao, amostras de leite foram obtidas neste periodo de tempo através
do DHIA para a enumeracao de células somaticas de cada vaca individual.
Amostras de leite nao foram bacteriologicamente testadas neste mesmo pe-
riodo de tempo para determinagdo da presenca de Staphylococcus. A dife-
renga na SSC entre os grupos neste periodo de tempo foi 125,241 (vacina-
dos) comparado com 196,297 (controles). Isto era uma diferenca de 36% no
namero de células somaticas entre os controles vacinados comparado com
os ndo-vacinados. A diferenca na SCC entre os controles e vacinados neste
periodo de amostragem néo foi estatisticamente diferente (p=0,5). A falta de
diferenca estatistica na SCC entre os grupos em ambos os periodos de a-
mostragem foi devido a grande variagcdo em SCC individual entre as vacas.
O sitio de inje¢do de cada vaca vacinada foi também examinado neste
mesmo periodo de tempo. Nenhuma das vacas examinadas mostrou qual-
quer reacgdo de tecido adversa no sitio de injecao através de exame fisico.
Ainda, ndo houve nenhuma perda mensuravel em producao de leite devido a
vacinagao.

Vinte e um dias ap6s a primeira vacinagao todas as vacas no
grupo-1 (vacinadas) receberam sua segunda vacinagdo ou reforgo. Durante
o periodo de tempo entre a primeira vacinacao e a segunda vacinagao, va-
cas em ambos os grupos (vacinadas e controle) desenvolveram dano a teta

devido a uma queda drastica na temperatura ambiental resultando na forma-
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¢ao de lesdes no final do teste, resultando no desenvolvimento de tetas in-
fectadas e potenciaimente aumentando o isolamento de Staphylococcus du-
rante amostragem, o que foi observado no terceiro periodo de amostragem.
Vinte e trés dias apds a segunda vacinagao amostras de leite foram obtidas
através do DHIA para a enumeracdo de Células Soméaticas de cada vaca
individual. Amostras de leite foram também bacteriologicamente testadas
quanto a presenca de Staphylococcus aureus. Houve um aumento drastico
em taxa de isolamento de S. aureus neste periodo de tempo nas vacas que
testaram negativas no primeiro periodo de amostragem. Nos controles n&o-
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%.
Isto foi uma diferenga de 7,4% entre vacinados conforme comparado com os
controles néo-vacinados. E dificil dizer que a melhora na taxa de isolamento
de S. aureus no grupo vacinado foi devido ao efeito da vacina sozinha. Uma
pessoa nao pode ignorar a dificuldade em obtengdo de amostras de leite
limpas de vacas que tinham dano a teta, o que poderia aumentar a contami-
nagao potencial do leite por S. aureus quando obtendo a amostra. Nao obs-
tante, havia uma diferenca significante na SCC média entre vacinados com-
parado com controles. A SCC média do grupo vacinado era 222.679 compa-
rado com 404.278 células somaticas conforme medido no grupo controle.
Isso foi uma diferenca de 44,9% entre vacinados quando comparado com 0s
controles n&o-vacinados. E interessante especular que a diferenca vista na
SCC entre esses grupos tambem coincide com a diferen¢a na taxa de isola-
mento de S. aureus entre os grupos. No entanto, devido a grande variagédo
em SCC entre animais individuais e o tamanho de amostra pequeno do teste
experimental no nimero de animais a diferenca nao foi estatisticamente dife-
rente (p=0,28).

Neste mesmo periodo de tempo o sitio de injecdo de cada vaca
vacinada foi examinado quanto a qualquer reagdo de tecido adversa que
pudesse ter sido causada pela composig@o de vacina. Nenhuma das vacas
examinadas mostrou qualquer reagao adversa no sitio de injecdo através de

exame fisico. As composi¢des de vacina pareciam ser altamente compati-
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veis com tecido e ndo causaram nenhuma perda mensuravel em produgio
de leite ap6s cada vacinagao.

Monitoramento das vacas é continuado através da medicao de
SSC e amostras de leite quanto a presenca ou auséncia de Staphylococcus
aureus. Algumas das vacas de cada grupo s&o vacinadas uma terceira vez
em 42 dias ap6s a segunda vacinacao, Parece haver uma diferenca favore-
cendo o uso da composi¢ao de vacina para diminuigdo de contagens de cé-
lula somatica e controle de infeccdo causada por Staphylococcus aureus.
Monitoramento adicional inclui sorologia com base em titulos de anticorpo
para a composi¢céo vacinada, mudancas em produgao de leite em vacas va-
cinadas devido a melhora na saide e SCC menor dos animais vacinados
comparado com coortes nao-vacinados. Ainda, outros experimentos sao
conduzidos para investigar o indice de protegdo da vacina com base em
resposta de dose seguindo provocagao com uma S. aureus virulenta.
Exemplo 13

Uma vez que pesos moleculares das proteinas dentre as linha-
gens de S. aureus diferentes foram demonstrados ser similares e uma vez
que protecao heterdloga foi observada no estudo de provocagdo de camun-
dongo, a requerente procurou observar se as proteinas compartilhando pe-
sos moleculares similares na Figura 1 eram proteinas similares. A técnica
escolhida para caracterizar as proteinas era espectrometria de massa por
dessorcaol/ionizacéo a laser auxiliada por matriz (MALDI-MS). Uma porgao
da composigao foi dissolvida usando SDS-PAGE conforme descrito no E-
xemplo 1 e o gel foi tingido com Coomassie Brilliant blue para visualizar as
proteinas.

Materiais e Métodos

Excisdo e lavagem. O gel foi lavado por 10 minutos com agua

duas vezes. Cada faixa de proteina de interesse foi excisada cortando o
mais proximo da faixa da proteina para reduzir a quantidade de gel presente
na amostra.

Cada fatia de gel foi cortada em cubos de 1x1 mm e posta em

tubo de 1,5 ml. Os pedacos de gel foram lavados com agua por 15 minutos.
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Todos os volumes de solvente usados nas etapas de lavagem eram aproxi-
madamente iguais a duas vezes o volume da fatia de gel. A fatia de gel foi
em seguida lavada com agua/acetonitrila (1:1) por 15 minutos. Quando as
proteinas foram tingidas com prata, a mistura de agua/acetonitrila foi remo-
vida, os pedagos de gel secos em um concentrador/secador a vacuo SPE-
EDVAC (ThermoSavant, Holbrook, NY) e entdo reduzidos e alquilados con-
forme descrito abaixo. Quando os pedacos de gel nao foram tingidos com
prata, a mistura de agua/acetonitrila foi removida e acetonitrila foi adicionada
para cobrir até que os pedacos de gel ficassem um branco pegajoso, mo-
mento quando a acetonitrila foi removida. Os pedacos de gel foram reidrata-
dos em NH4HCO3 100 mM e ap6s 5 minutos, um volume de acetonitrila igual
a duas vezes o volume dos pedacos de gel foi adicionado. Isto foi incubado
por 15 minutos, o liquido removido e o pedacos de gel secos em um SPE-
EDVAC.

Reducéo e alquilacdo. Os pedagos de gel secos foram reidrata-
dos em DTT 10 mM e NHsHCO3; 100 mM e incubados por 45 minutos a 56°

C. Apés permitir que os tubos esfriassem para temperatura ambiente, o li-

quido foi removido e o mesmo volume de uma mistura de iodoacetamida 55
mM e NHsHCO3; 100 mM foi imediatamente adicionado. Isto foi incubado por
30 minutos em temperatura ambiente no escuro. O liquido foi removido, ace-
tonitrila foi adicionada para cobrir até que os pedagos de gel ficassem um
branco pegajoso, momento quando a acetonitrila foi removida. Os pedacgos
de gel foram reidratados em NH;HCO3; 100 mM e, apés 5 minutos, um volu-
me de acetonitrila igual a duas vezes o volume de pedacos de gel foi adicio-
nado. Isto foi incubado por 5 minutos, o liquido removido e os pedagos de
gel secos em um Speed vac. Se o gel fosse tingido com coomassie blue, e
coomassie residual ainda permanecesse, a lavagem com NHsHCO; 100
mM/acetonitrila seria repetida.

Digestao In-gel. Pedacos de gel foram completamente secos em

um Speed Vac. Os pedagos foram reidratados em tampao de digestao
(NH4HCO3; 50 mM, CaCl; 5 mM, 12,5 nanogramas por microlitro (ng/ul) trip-

sina) a 4° C. Tampao suficiente foi adicionado para cobrir os pedacos de gel
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e mais foi adicionado conforme necessario. Os pedagos de gel foaram incu-
bados em gelo por 45 minutos e o sobrenadante removido e substituido com
5-2 pl do mesmo tampao sem tripsina. Isto foi incubado a 37° C da noite pa-
ra o dia em uma incubadora a ar.

Extracdo de peptideos. Um volume suficiente de NHsHCOs 25

mM foi adicionado para cobrir os pedagos 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
possivel) e o sobrenadante foi recuperado. A extracao foi repetida duas ve-
zes, usando acido férmico 5% ao invés de NH;HCO3. Um volume suficiente
de acido férmico 5% foi adicionado para cobrir os pedacgos 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
agrupados e DTT 10 mM foi adicionado para uma concentragéo final de DTT
1 mM. A amostra foi seca em um concentrador/secador a vacuo SPEEDVAC
para um volume final de aproximadamente 5 pl.

Dessalinizacdo de peptideos. As amostras foram dessalinizadas

usando pontas de pipeta ZIPTIP (C18, Millipore, Billerica, MA) conforme su-
gerido pelo fabricante. Em suma, uma amostra foi reconstituida em solugéo
de reconstituicao (5:95 acetonitrila:H20, 0,1%-0,5% de acido trifluoracético),
centrifugadas e o pH checado para verificar que era menos do que 3. Uma
ZIPTIP foi hidratada aspirando 10 pl de solugédo 1 (50:50 acetonitrila:HzO,
acido trifluoracético 0,1%) e descartando as aliquotas aspiradas. Isto foi se-
guido por aspiragao de 10 pl da solugéo 2 (acido trifluoracético 0,1% em H;0
deionizada) e descarte das aliquotas aspiradas. A amostra foi carregada na
ponta através de aspiracao de 10 pl da amostra lentamente na ponta, expe-
limento da mesma no tubo de amostra e repeticido disso 5 a 6 vezes. Dez
microlitros de solucdo 2 foram aspirados na ponta, a solugéo descartada a-
través de expelimento e este processo foi repetido 5-7 vezes para lavar. Os
peptideos foram eluidos através de aspiracao de 2,5 pl de solugdo gelada 3

(60:40, acetonitrila:H-0, acido trifluoracético 0,1%), expelimento e entao as-
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piragdo novamente da mesma aliquota para dentro e para fora da ponta 3
vezes, Apos a solugao ter sido expelida da ponta, o tubo é tampado e arma-
zenado em gelo.

Mapeamento de peptideo espectrométrico de massa. Os pepti-

deos foram suspensos em 10 pi a 30 yl de acido férmico 5% e analisados
através de MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics Inc., Billerica, MA). O espectro
de massa dos fragmentos de peptideo foi determinado conforme sugerido
pelo fabricante. Em suma, uma amostra contendo os peptideos resultantes
de uma digestao triptica foi examinada com matriz acido ciano-4-
hidroxicinamico, transferida para um alvo e deixada secar. A amostra seca
foi posta no espectrdmetro de massa, irradiada e o tempo de voo de cada
ion detectado e usado para determinar uma impresséo digital de massa de
peptideo para cada proteina presente na composigao. Polipeptideos conhe-
cidos foram usados para padronizar a maquina.

Andlise de dados. As massas experimentalmente observadas

para os peptideos em cada espectro de massa foram comparadas com as
massas esperadas de proteinas 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, Electrophoresis 20, 3551-

3567 (1999)). Os parametros de pesquisa incluiam: banco de dados, MSDB
ou NCBInr; taxonomia, bactérias (eubactérias) ou Firmicutes (bactérias
gram-positivas); tipo de pesquisa, impressao digital de massa de peptideo;
enzima, tripsina; modificagoes fixas, carbamidometila (C) ou nenhum; modi-
ficagdes variaveis, oxidacao (M), carbamidometila (C), a combinagdo, ou
nenhum; valores de massa, monoisotopico; massa de proteina, ndo-restrita;
tolerancia de massa de peptideo, entre + 150 ppm e + 430 ppm ou *+ 1 Da;
estado de carga de peptideo, Mr; clivagens perdidas max, 0 ou 1; nimero de
interrogacoes, 20.
Resultados

O resultado desta pesquisa foi uma impressao digital de massa
para cada proteina presente na composi¢cdo como € mostrado nas Tabelas
2,3,4eb.
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Exemplo 14
Identificacdao de familias de proteina requlada por ferro usando analise de

expressdo de gene com base em microdisposicdo de S. aureus cultivada

sob condicées com baixo teor de ferro

- L

Para andlise de microdisposicao, as bactérias foram culturadas
em meios guimicamente definidos (CDM) (Chemically Defined Media) feitos
a partir de solugbes de estoque individuais (Tabela 10).

Tabela 10: Meio quimicamente definido (CDM) para Staphylococcus aureus

[Final] Composigao Adicionar
de estoque allL
Sais (20X) a/L a/500 mi 50 ml
KzHPO4 7 70
KH2PO4 2 20
Citrato de Nas 1,47 14,7
(NH4)2S04 1 10
Carboidrato (40X) a/L g/500 mi 25 ml
Glicose 5 100
Vitaminas (1000X) ma/L mg/100 ml 1ml
Tiamina 1 100
Acido nicotinico 0,5 50
Biotina 0,005 diluicao*
Pantotenato de calcio 0,25 25
Nucleotideos (100X) ma/L mg/100 mi* 10 ml
*Dissolver em 100 ml de HCI 2N
Adenina 5 50
Guanina 5 50
Citosina 5 50
Uracila 5 50
Timina 10 200
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mg/100 ml estoqueAB* 1 ml

*Fazer estoques A e B, entdo adicionar 1 ml de cada a 98 ml de ddH20 para

fazer estoque final

(A)

CaCl, 0,5 735
H3BO3 0,5 309
CoCh 0,05 118
(NH4)sM07024 0,005 62
(B)

CuSOy4 0,1 125
MnSO, 0,1 169
ZnS0O4 0,05 144
Individual

MgSO, 100

FeSO4 ou outro 10-50
Aminodacidos (200X) mg/L a/100 mi
*Autoclave a menos que de outro modo indicado
Refrigerar

Acido aspartico (0,1 M HCI) 90 1,8
Prolina 80 1,6
Alanina 60 1,2
Histidina 20 0,4
Valina 80 1,6
Arginina 50 1,0
Serina 30 0,6
Metionina 3 0,06
Isoleucina 30 0,6
Filtrado refrigerado no escuro

Triptofano 10 0,2
Tirosina (0,5 M NaOH) 50 1,0
Temperature ambiente

Acido glutamico 100 2,0
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Leucina 90 1,8
Fenilalanina 40 0,8
Glicina 50 1,0
Treonina 30 0,6
Lisina 50 1,0
Cisteina diariamente

fresca 20 0,4

METODO DE FABRICACAO:

Para fabricagdo de meios isentos de ferro, combinar todas as so-

lugbes de estoque exceto cations e micronutrientes e levar para volume a-
propriado em frasco volumétrico usando agua purificada MilliQ e deixando
volume de veio suficiente para acomodar adigbes de cation. Adicionar 15 g
de resina CHELEX por 1 L de meio e agitar em temperatura ambiente por
pelo menos 2 horas. Filtrar a solugdo em garrafa de vidro tratada com acido
sulfarico (10%) usando filiro de garrafa superior de 2 ym. Adicionar solugtes
de estoque de cation 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 sindrome do choque téxico humano) foram usadas. Am-
bos os isolatos foram espalhados em agar de caldo de soja triptico direta-
mente a partir de estoques de congelador de passagem secundaria antes do
uso em experimentos. CDM continha concentragées de citrato finais aproxi-
madamente analogas aquelas no leite bovino (56 mM). Para CDM isento de
ferro, os componentes gque seguem foram combinados (volume total de
0,998 L) e adicionados a 15 g de resina CHELEX (BioRad Laboratories, Her-
cules, CA), entao agitados por 1,5 hora em temperatura ambiente: sal, glico-
se, aminoacidos, vitamina e nucleotideos. O meio de base sem ferro foi en-
tao filtrado usando filtros de garrafa superiores de 2 ym (Nalgene Nunc In-
ternational, Rochester, NY) em garrafas tratadas com acido sulflrico, apoés o
que micronutrientes e MgCl, 100 pM (ambas as solugées preparadas em
vidraria tratada com acido com agua MilliQ) foram adicionados. CDM foi ar-

mazenado a 4° C no escuro até o uso.
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Uma unica col6nia bacteriana foi inoculada em 3 ml de CDM i-
sento de ferro em um tubo de cultura de vidro tratado com acido 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 entdo usado para inocular 500 ml de CDM em um frasco
Erlenmeyer de 2500 ml no dia seguinte. As culturas foram incubadas a 37° C
com agitacdo a 250 rpm. Culturas de CDM isentas de ferro levaram aproxi-
madamente duas vezes mais que CDM + FeSO,4 50 uM para atingir uma OD
de 1,0 (18 h versus 36 horas). Em fase média-log (OD=0,600), aliquotas de
cultura de 4x100 ml foram distribuidas em frascos Erlenmeyer de 500 ml e
deixadas agitar na incubadora por 10 minutos antes da adigéo de solugdes
de ferro experimentais. A um frasco, 300 pl de lactoferrina bovina (50 mg/ml,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foram adicionados para uma concentragao
final de 150 pg/ml. A outro frasco, 50 pl de citrato férrico (100 nM) foram adi-
cionados. O dois frascos controle restantes ndo receberam quaisquer su-
plementos. Em 5, 30, 60 e 120 minutos, 7,5 ml de cultura foram coletados e
adicionados a 5 ml de solugdo de tiocianato de guanidina contendo B-
mercaptoetanol e lauril sarcosina de sodio 0,5%. As solucées foram mistura-
das completamente para parar a transcricao e centrifugadas a 4.000 x g por
8 minutos a 8° C; sobrenadantes foram despejados e as células foram con-
geladas em 250 pl de Trizol (Invitrogen) usando um banho de etanol/gelo
seco, entdo armazenadas a -80° C até extragao de RNA.

Para extracdo de RNA, os péletes de célula foram descongela-
dos em gelo e 750 pl de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) foram adicionados.
As células foram ressuspensas através de vértex e a pasta fluida foi transfe-
rida para um tubo de tampa de rosca de 2 ml contendo contas de silica-
zirconio de 0,1 mm, entdo batidas 3 x 2 minutos em um BeadBeater (Bios-
pec Products, Inc., Bartlesville, OK) com incubagéo em gelo entre as repeti-
gcoes. As pastas fluidas foram incubadas mais 20 minutos em temperatura
ambiente, seguido por centrifugacao para contas de pélete e componentes
celulares. 400 pl de cloroférmio foram adicionados e misturados através de
inversdo, 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 pl de isopropanol seguido por lavagem
com 1 ml de etanol 70%. Péletes de RNA transparentes foram secos ao ar
rapidamente e ressuspensos em 100 pl de RNase-H,0 livre. DNA foi digeri-
do usando kit de DNase padrao (Qiagen, Valencia CA) seguido por limpeza
de acordo com as instrugbes do fabricante em colunas Rneasy (Qiagen).
Finalmente, um kit DNA-livre Turbo (Ambion, Austin, TX) foi usado para as-
segurar eliminacéao de DNA da preparacdo. RNA foi medido em um espec-
trometro e ativado em um Agilent Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA) para
verificar qualidade e quantidade antes da degenerag&o de cDNA para hibri-
dizagao de microdisposicao.

Anadlise de microdisposigao foi realizada de acordo com protoco-
los estabelecidos. A disposigdo, caracterizando 3841 oligonucleotideos de
70mer (lllumina, Sao Diego, CA) representando estruturas de leitura aberta
(ORFs) de nove genomas de S. aureus sequenciados incluindo RF122 e
MSAS553, foi colocada em triplicata em laminas revestidas com aminossilano
Gaps Il (Corning, Acton MA) usando um BioRobotics Microgrid || Array Spot-
ter (BioRobotics, Cambridge, RU). As laminas foram novamente hidratadas,
reticuladas com UV e armazenadas sob dissecacado. Imediatamente antes
da hibridizagédo, as laminas foram incubadas por 1 hora a 42° C em tampéao
de pré-hibridizagéo consistindo em 25 ml de formamida, 1,25 ml de SSC
20X, 12 ml de dH,0, 500 pL de SDS 10% e BSA 0,5 g. As laminas foram en-
xaguadas com 2 L de agua MilliQ e secas através de centrifugacdo. Para
preparar amostras, 8-10 pug de RNA bacteriano total foram incubados com
20 ug de hexameros aleatérios a 70° C por 10 minutos, seguido por transcri-
¢ao reversa com incorporagao de amino-alila usando Superscript Il (Invitro-
gen) e dUTP acoplado a 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 pl cada) foram
lavadas usando um kit de purificagdo de PCR Qiagen, combinadas e adicio-
nadas a 9,8 ul de formamida, 6,8 ul de SSX 20X, 3,4 pyl de DNA de esperma
de salmao (10 mg/ml, Invitrogen) e 1 pl 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 aplicagao a disposicéo. As sondas foram entdo aplicadas a dis-
posigéo, cobertas com uma tampa de vidro e incubadas da noite para o dia
em um banho de agua a 42° C. As laminas foram lavadas completamente
em tampdes de SCC diluidos apds 12-16 horas de incubagéo e varridas u-
sando um Scanner Axon 4100B e Software Axon GenePix (Axon Instru-
ments, Union City, CA). Dados de intensidade brutos foram exportados para
GeneSpring (Agilent Technologies [Silicon Genetics] Palo Alto, CA) para
normalizacgao e filtragem. Os spots foram globalmente normalizados, filtrados
com base em valores de intensidade brutos minimos (>1500) e as triplicatas
tiveram a média tirada. Cada experimento foi realizado duas vezes e uma
lAmina Gnica foi ativada para cada um usando uma troca de corante enire os
pontos de tempo compativeis. Desta maneira, pelo menos 6 pontos de da-
dos de troca de corante foram gerados para cada gene em cada ponto de
tempo, representando pelo menos 2 réplicas biolégicas. Os dados foram a-
nalisados mais através de agrupamento hierarquico (distancia Euclidiana,
ligacdo média, UPGMA) e agrupamento por K-means (distancia medida com
base em correlagdo nao-centrada) usando EPCLUST (Jaak Vilo, EBI) e
SpotFire (SpotFire, Somerville, MA). Analise de significancia para Microdis-
posicoes (SAM (157)) foi usada em razbes log médias-centradas usando o
modelo de uma classe em todos os pontos de tempo para determinar se ex-
pressao 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 sumario de operons mostrando super- ou sub-
regulagem similar através de anélise SAM é mostrado na Tabela 11, apoian-

do a habilidade das disposi¢des em detectar resposta biologicas.
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Tabela 11. Agrupamentos operdnicos com respostas transcripcionais coor-

denadas identificados usando analise de microdisposicdo de expressao de

gene de S. aureus

No. de sondas coordenada-
mente expressas

ID do Ope- Funcao Resposta Genes nao- | Funcionalmen-
ron regulados te relaciona-
contiguos dos, mas nao
contiguos
Sir transporte | Suprarregu- 3 0

de cation lada em teor
de ferro baixo

Fhu transporte Suprarregu- 3 1
de cation lada em teor
de ferro baixo

Opp transporte Suprarregu- 9 N/A
de oligopep- | lada em teor
tideo de ferro baixo
Mnt transporte | Suprarregu- 3 1

de cation lada em teor
de ferro baixo

Pfl (Formato | fermentacgéo Suprarre- 2 4
acetiltrans- gulada na
ferase) presenca de
lactoferrina

Para clonagem padrdo de proteinas, os genes apropriados fo-
ram amplificados a partir de DNA extraido de S. aureus (linhagem
ATCC19636) através de reacdo em cadeia da polimerase padrdo. Os inicia-
dores foram projetados para incorporar sitios de endonuclease de restricéo
Stul e Kpnl e sao mostrados abaixo:

Tabela 12. Iniciadores de Clonagem:
Gene (inicia- Sequéncia de Iniciador SEQ ID
dor) NO
Pfib (5'a 3") GCAGGCCTTTAGAAACAAATAAAAATCATG 507
Pflb (3'a 5") TATGGTACCTTACATACTTTCATGGAATG- 508
TACG
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Gene (inicia- Sequéncia de Iniciador SEQ ID
dor) NO
Opp1A (5'a 3") | GCAGGCCTAAAAAAGAAAACAAGCAATTAA 509
Opp1A (3'a ') | TATGGTACCTTATTTATACTGCATTTCATT- 510
GAA
SirA (5'a 3') GCAGGCCTTCATCTGATAGCA AAGATA- 511
AGG
SirA (3'a 5" TATGGTACCTTATTTTGATTGTTTTTCAA- 512
TATT
SYN2 (5'a 3) GCAGGCCTAAAGAATCATCAACTAAA 513
SYN2 (3'a 5') TATGGTACCCTTTTIGTTCTTTTTTTGA 514
FhuD (5'a 3') | GCAGGCCTACTGAAGAGAAAACTGAAATGA 515
FhuD (3'a 5') TATGGTACCTTATTTTGCTTTTTCTGCA- 516
ATTTT
SYN1 (6'a 3) GCAGGCCTGGTAGCGACGATA- 517
ATGGCTCGT
SYN1 (3'a 5 TATGGTACCTTATTTTCTATAAATTG- 518
CATCTCT
MntC (56'a 3') | GCAGGCCTAGTGATAAGTCAAATGGCAA- 519
ACTA
MntC (3'a5') | TATGGTACCTTATTTCATGCTTCCGTGTA- 520
CAG
SstD (5'a 3') | GCAGGCCTTCAGAAACTAAAGGTTCTAAA- 521
GAT
SstD (3'a 5% TATGGTACCTTATTTTACAACTTTTTCA- 522
AGTT
FhuD2 (5'a 3') | GCAGGCCTACTAAATCTTATAAAATGGAC- 523
GAT
FhuD2 (3'a5’) | TATGGTACCTTATTTTGCAGCTTTAATTA- 524
ATT

DNA extraido 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 ligadas

em vetor pQE30-Xa de corte, transformadas em E. coli XL-1 competente e

avaliadas quando a resisténcia a ampicilina. Clones resistentes foram avali-

ados quanto a insertos de plasmideo usando PCR de col6nia.
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Exemplo 15
Varredura de imunorreatividade de candidatos a proteina protetora

Para avaliar a reatividade de anticorpo das proteinas identifica-
das a partir da analise MALDI-TOF (Exemplo 13) e/ou microdisposi¢éao e
analise genémica (Exemplo 14), uma varredura de duas paries foi usada
para avaliar proteinas staphylococcais individualmente expressas. A primeira
varredura rapida usou fragmentos de PCR transcripcionalmente ativos para
pesquisar ligagao de anticorpo a quantidades pequenas de proteina candida-
ta expressa usando um lisato de E. coli livre de célula. A segunda varredura
usou clonagem, expressao e purificagao com base em PCR padrao de prote-
inas em E. coli usando um vetor comercial (pQE30Xa, Qiagen, Valéncia, CA)
a fim de validar candidatos positivos para a primeira varredura. A segunda
varredura também gerou estoques de semente master de células hospedeiro
de E. coli contendo o vetor de expressao correspondendo a cada candidato
a proteina imunorreativa para produgdo e purificacado de proteina suficiente
para vacinagao e experimentacao.

Um método de alto rendimento para geracéo de antigenos SIRP
individuais foi usado para testar varios genes candidatos codificando protei-
nas S. aureus envolvidas em metabolismo de metal, Este método gera um
amplicon de PCR transcripcionalmente ativo (TAP) usando uma reacéo de
PCR de 2 etapas com iniciadores que adicionam um rétulo Hisg promotor,
terminador e C-terminal. Os amplicons transcripcionalmente ativos resultan-
tes foram usados como um molde para a producédo de proteina em uma rea-
¢ao de transcrigao/traducéo in vitro livre de célula consistindo em lisato de
célula de E. coli, aminoacidos e tampoées. A reagdo de PCR de duas etapas
requereu um primeiro conjunto de iniciadores especificos para o gene de
interesse que também incluia uma sequéncia de ligante compativel com o
segundo conjunto de iniciadores. Cada iniciador mostrado para a primeira
etapa de PCR foi projetado para excluir sequéncias de sinal de processa-
mento de membrana para prevenir integragdo a membrana celular e sao

mostrados abaixo.
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Tabela 13. Iniciadores TAP:

Gene (inicia- Sequéncia de Iniciador SEQID
dor) NO
Pflb (5'a 3') | AGAAGGAGATATACCATGTTAGAAACAAAT 525
Pfib (3'a 5" TTAATGATGATGATGATGATGCATACTTT- 526
CATG
Opp1A (5' a 3') | AGAAGGAGATATACCATGAGAAAACTAACT 527
Opp1A (3'a5") | TTAATGATGATGATGATGATGTTTATACTG- 528
CAT
SirA (5'a 3') ATAAGGAGATATACCATGAATAAAGTAATT 529
SirA (3'a §') TTAATGATGATGATGATGATGTTTT- 530
GATTGTTT
SYN2 (5'a 3") | AGAAGGAGGATATACCATGAGAGGTCTAA- 531
AAACTTTT
SYN2 (3'a %) TTAATGATGATGATGAT- 532
GATGCTTTTGTTCTTTTTTTGA
FhuD (5'a 3") AGAAGGAGGATATACCATGAATAGGAA- 533
TATCGTTAAA
FhuD (3'a 5') TTAATGATGATGATGAT- 534
GATGTTTTGCTTTTTCTGCAAT
SYN1 (5'a3) | AGAAGGAGGATATACCATGAAGAAATCGT- 535
TAATTGCT
SYN1 (3'a ') | TTAATGATGATGATGATGATGTTTTCTATA- 536
AATTGCATC
MntC (5'a 3') AGAAGGAGATATACCAAAAAATTAGTA 537
MntC (3'a 5') TTAATGATGATGATGATGATGTTT- 538
CATGCTTCC
SstD (5'a 3') | AGAAGGAGATATACCATGAAGAAAACAGTC 539
SstD (3'a 5) TTAATGATGATGATGATGATGTTTTACA- 540
ACTTT
FhuD2 (5’ a 3") | AGAAGGAGATATACCATGAAAAAACTATTA 541
FhuD2 (3'a 5" TTAATGATGATGATGATGATGTTTTG- 542
CAGCTTT

Uma reacgdo de PCR de 50 pl padrao foi realizada usando (1 u-

nidade de High Fidelity Tag DNA polymerase (Invitrogen), iniciadores 0,2
pM, dNTP 2 mM (cada), Mg™ final 2 mM e aproximadamente 5 ng de molde
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de DNA de partida, tamponada para TrisSO, 60 mM (pH 8,9) e sulfato de
aménio 18 mM). O protocolo de ciclizagdo de PCR incluia 1 minuto de des-
naturagao inicial a 94° C, seguido por 30 ciclos como segue: Desnaturar/94°
C/30s; Anelar/55° C/30s; Estender/68° C, 90s. Iniciadores idénticos com uma
sobreposicdo apropriada foram utilizados para a segunda etapa da reacao
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 reacao com um
conjunto padrao de iniciadores para adicionar as sequéncias promotoras e
terminadoras usando condigdes similares. O molde de DNA foi entao purifi-
cado e adicionado a uma mistura de reagao Rapid Translation System RTS
100 livre de célula de E. coli (Roche) contendo 12 pl de lisato de E. coli, 12
ul de aminoacidos, 10 pl de mistura de reagéo, 1 ul de metionina adicionada,
5 ul de tampao de reconstituicdo e 10 pl de molde de DNA purificado da rea-
¢ao de PCR de duas etapas. Seguindo incubagéo por 5 horas a 30° C, um
microlitro de cada amostra de preteina (aproximadamente 0,5 pg/ul de prote-
ina total) foi aplicado @ membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) apés
saturagdo com metanol. O blot foi bloqueado da noite para o dia com NFDM
5%/TTBS, incubado com soros de camundongo hiperimunizados aumenta-
dos, de proteina restrita em ferro (IRPE) (/ron-restricted protein, enhanced),
diluido 1:500 ou anticorpo anti-Hisg (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 Bio-Rad AP) por 20 minutos. Os lisatos contendo polipeptideos soror-
reativos foram identificados.

Os clones produzidos conforme descrito no Exemplo 14 foram
cultivados para fase média-log, induzidos com IPTG 1 mM e cultivados por
quatro horas. As células foram peletizadas, lavadas e lisadas em tampéao de
carga de SDS-PAGE fervente. Os lisatos brutos foram separados através de
SDS-PAGE e tingidos com Coomassie. Um segundo conjunto de proteinas
separadas foi transferido para membrana PVDF e immunoblofted com soros

de camundongo hiperimunizados com varina IRPE diluidos 1:500 em NFDM
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1%/TTBS. O blot foi lavado, incubado com anticorpo secundario anticamun-
dongo de cabra conjugado com fosfatase alcalina (AP), lavado e desenvolivi-
do com substrato cromogénico.

Exemplo 16
Preparacao de composicdes de imunizacdo a partir de polipeptideos recom-

binantemente produzidos

A fim de isolar polipeptideos de S. aureus recombinantes para
formulagdo de uma vacina, clones de E. coli descritos no Exemplo 14 foram
cultivados a 37° C (225 rpm) para fase média-log (ODgop=04-06) em 1L de
Caldo de Soja Triptico e entao induzido por 4 horas com isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo 1 mM (IPTG). As culturas foram peletizada por 10 mi-
nutos a 4° C em uma centrifuga Sorvall (400 x g) e congeladas a -80° C an-
tes de sofrerem o procedimento de purificagdo. Péletes bacterianos foram
entdo processados através de dois métodos diferentes, dependendo da so-
lubilidade do polipeptideo de S. aureus expresso em excesso.

Para polipeptideos soliveis (por exemplo, MntC, FhuD, SYN2,
SirA ou SYN1), péletes bacterianos foram ressuspensos em 25 ml de rea-
gente BUGBUSTER (Novagen) e submetidos a 15 minutos de sonificagdo
em gelo usando um sonificador Brandon equipado com uma microponta (ci-
cloddtil 65%, 5 saidas). Material insollavel foi removido por 10 minutos de
centrifugacdo (4000 x g). O sobrenadante soltvel foi filtrado (0,2 pg) e sub-
metido & cromatografia de afinidade com metal (Ni-NTA His-Bind, Novagen)
de acordo com as instrugdes providas pelo fabricante.

Para polipeptideos insoltveis (por exemplo, PfIB ou Opp1A), os
péletes bacterianos foram ressuspensos em 25 ml de reagente BUGBUS-
TER (Novagen), postos em uma plataforma oscilante por 10 minutos e entéo
submetida a centrifugagdo (15.000 x g por 12 minutos). O pélete resultante
foi ressuspenso em 10 ml de BUGBUSTER mais 20 ml de BUGBUSTER
diluido (1:10 em PBS) e submetido a centrifugacéo (5000 x g por 12 minu-
tos). O pélete foi entdo ressuspenso em 20 ml de BUGBUSTER diluido e
submetido a uma etapa final de centrifugagao (15.000 x g por 12 minutos). O
pélete final foi ressuspenso em 10 ml de Tampéao A (NaHzPO4 0,1M, Tris-
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HCI 0,01, Ureia 8M, pH 8,0) e incubado por 10 minutos em uma plataforma
oscilante em temperatura ambiente. As amostras foram entdo submetidas a
centrifugacéo (12.000 x g por 20 minutos) e o sobrenadante resultante foi
separado através de cromatografia por afinidade com metal (Ni-NTA His-
Bind, Novagen) de acordo com as instrugbes providas peio fabricante, mas
com as modificagbes que seguem. Apds carregamento da coluna, 10 ml de
Tampao A foram usados para equilibrar a resina. Seguindo a ligagao de po-
lipeptideo, a coluna foi lavada com 15 ml de Tamp&o B (NaH:PO4 0,1M,
Tris-HCI 0,01, Ureia 8M, pH 6,0) e eluida usando 15 ml de Tampao C
(NaH2PO4 0,1M, Tris-HCI 0,01, Ureia 8M, pH 4.5).

Polipeptideos recombinantes isolados foram eluidos das colunas
em um volume de 15 ml e postos em cassetes de didlise de corte de 20 kDa
(Pierce) para didlise contra 2L de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS). Seguindo trés mudangas de tampao durante 30 horas, os polipepti-
deos foram removidos, filtrados (0,2 pm) e concentrados para 2-3 ml de vo-
lume usando dispositivos Centricon de corte de 20 kDa (Millipore). As con-
centracdes dos polipeptideos purificados foram determinadas usando o me-
todo BCA padrao (Pierce).

10 pg de cada polipeptideo foram combinados e o volume ajus-
tado para 100 pl com PBS para formar uma composi¢cao de imunizagao.

Exemplo 17
Vacinacao de camundongo

Provocacao IV (Estudo A)

Cinquenta camundongos BALB/C fémeas (N=50) obtidos do
Harlan Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas fo-
ram distribuidos 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 agua foram fornecidas ad /ibifum a todos os
camundongos. Todas as vacinas foram formuladas com IFA 50% como um
adjuvante. Os camundongos foram vacinados subcutaneamente com 0,1 ml
da composigao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (70 ug/100 pl)
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(Placebo, 20 camundongos).

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricao de ferro (70 pg/100 pl) (Extrato de SIRP, 20 camundongos).

Grupo 3: Vacinado com polipeptideo recombinante MntC (10
pg/100 pl) (rMntC, 10 camundongos).
Provocacao IP (Estudo B)

Quarenta camundongos BALB/C fémeas (N=40) obtidos do Har-
lan Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas foram
igualmente distribuidos em 4 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-
dongos foram alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5
camundongos por gaiola). Alimento e agua 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 composicéo apropriada em intervalos de 14 dias usando ou
duas vacinagdes (Grupos 1-3) ou trés vacinagoes (Grupo 4) como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado duas vezes com ovalbumina (70
Hg/100 pl) (Placebo).

Grupo 2; Vacinado duas vezes com proteinas ATCC 25904 ex-
pressas sob restricao de ferro (70 pg/100 pl) (Extrato SIRP).

Grupo 3: Vacinado duas vezes com polipeptideos recombinante
PfIB, Opp1A, SirA, SYN2, FhuD, SYN1 e MntC (cada um 10 pg/100 pl, prote-
ina total 70 pg/100 pl) (rSIRP7 (2x)).

Grupo 4: Vacinado trés vezes com polipeptideos recombinantes
PfIB, Opp1A, SirA, SYN2, FhuD, SYN1 e MntC (cada um 10 pg/100 pl, prote-
ina total 70 pg/100 pl) (rSIRP7 (3x)).

Provocacdo IC (Estudo C)

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas foram i-
gualmente distribuidos em 3 grupos (10 camundongos/grupo). Os camun-
dongos foram alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5
camundongos por gaiola). Alimento e agua foram fornecidos ad libitum a to-

dos os camundongos. Os camundongos foram vacinados subcutaneamente
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com 0,1 ml da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias
como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (70 ug/100 pl)
(Placebo).

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restrigao de ferro (70 pg/100 pl) (Extrato de SIRP).

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes PfIB,
Opp1A, SirA, SYN2, FhuD, SYN1 e MntC (cada um 10 pg/100 pl, proteina
total 70 pg/100 pl) (rSIRP7).

Exemplo 18
Preparacio de organismo de provocacao

Provocacéo IV (Estudo A)

Staphylococcus aureus linhagem ATCC 25904 foi usada como
um organismo de provocagdo. Em suma, uma alca de 1 ul de bactérias de
um estoque de glicerol congelado cultivadas em TSB padrao (sem restricao
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 oOptica (ODggp) de 0,4 (Absor-
bancia) ser atingida (fase média-log), entao 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 centrifugacdo em PBS a 4° C. O pélete final foi
ressuspenso em 20 ml de PBS. A dose de provocacao final foi preparada
adicionando uma aliquota desta cultura bacteriana concentrada a PBS para
gerar uma solugdo com uma ODgpp de 4,0 (A), correspondendo a aproxima-
damente 6,67 x 10® CFU/ml. Um pouco antes da provocagao, 1 ml dessas
suspensdes bacterianas foi serialmente diluido e plaqueado em agar para
enumerar o nimero de unidades de formacao de colbnia (CFU) por dose de
camundongo.

Provocacéo IP (Estudo B)

Staphylococcus aureus linhagem ATCC 25904 foi usada como

um organismo de provocacdo. Em suma, uma alca de 1 pl de bactérias de
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um estoque de glicerol congelado cultivado em TSB padrao (sem restricao
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 &ptica (ODsop) de 0,4 (Absor-
bancia) ser atingida (fase média-log), entdo 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 centrifugagao em PBS a 4° C. O pélete final foi
ressuspenso em 20 ml de PBS. A dose de provocacao final foi preparada
adicionando uma aliquota desta cultura bacteriana concentrada a PBS para
gerar uma solugdo com uma ODggo de 6,0 (A), correspondendo a aproxima-
damente 3,33 x 10° CFU/ml. Um pouco antes da provocacao, 1 ml dessas
suspensodes bacterianas foi serialmente diluido e plaqueado em agar para
enumerar o numero de unidades de formacao de colénia (CFU) por dose de
camundongo.
Provocacao IV (Estudo C)

Staphylococcus aureus linhagem ATCC 25904 foi usada como

um organismo de provocacgdo. Em suma, uma alga de 1 pl de bactérias de
um estoque de glicerol congelado cultivadas em TSB padrao (sem restricdo
de ferro) foi usada para inocular uma cultura de 20 mi 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 o6ptica (ODgpo) de 0,4 (Absor-
bancia) ser atingida (fase médio-log), entdo as células foram centrifugadas a
10.000 x g por 10 minutos a 4° C para peletizar as bactérias. O pélete bacte-
riano foi l[avado através de centrifugagcdo em PBS a 4° C. O pélete final foi
ressuspenso em 20 ml de PBS. A dose de provocagao final foi preparada
adicionando uma aliquota desta cultura bacteriana concentrada a PBS para
gerar uma solugéo com uma ODggo de 4,0 (A), correspondendo a aproxima-
damente 6,67 x 102 CFU/mi. Um pouco antes da provocagdo, 1 ml dessas
suspensées bacterianas foi serialmente diluido e plaqueado em agar para

enumerar o nimero de unidades de formacgéo de colénia (CFU) por dose de
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camundongo.

Exemplo 19

Provocacao
Provocacao IV (Estudo A)

Quatorze dias apds a segunda vacinagéo, os camundongos em
todos os grupos (1-3) foram intravenosamente provocados na veia lateral da
cauda com 0,3 ml do organismo apropriado. Os trés grupos de camundon-
gos foram provocados identicamente com 2 x 10° CFU de S. aureus linha-
gem ATCC 25904 por camundongo. A mortalidade foi registrada diariamente
por 10 dias apds provocacgao.

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 provocacéo (Tabela 14). Isto demonstrou que
a linhagem ATCC 25904 causou uma taxa alta de mortalidade em camun-
dongos no nivel de dose administrado. Em contraste com os camundongos
no Grupo 1, apenas 25% dos camundongos no Grupo 2 (vacinados com pro-
teinas extraidas da linhagem ATCC 25904 seguindo crescimento em condi-
¢cOes isentas de ferro, Extrato de SIRP) morreram dentro de 10 dias pos-
provocacao. Esses resultados ilustraram que os camundongos provocados
com a linhagem ATCC 25904 foram significantemente protegidos pela vaci-
nagdo com a composi¢do de proteina derivada de ATCC 25904 isenta de
ferro (p=0,00086, teste log-rank para mortalidade). Ainda, apenas 50% dos
camundongos no Grupo 3 (vacinados com polipeptideos MntC recombinan-
tes, rMntC) morreram dentro de 10 dias pds-provocagéo, indicando que pro-
teinas recombinantes ofereceram protegdo contra provocagaoc com a linha-
gem ATCC 25904 (p=0,100, teste log-rank para mortalidade).

Provocacéo IP (Estudo B)

Quatorze dias apos a segunda vacinagao, os camundongos em

todos os grupos (1-4) foram intravenosamente provocados com 0,5 ml do
organismo apropriado. Os irés 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 apés pro-
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vocacao.

Quando comparando os camundongos provocados com o isolato
ATCC 25904, 60% dos camundongos do Grupo 1 vacinados com placebo
morreram dentro de 10 dias de provocacgao (Tabela 14). Isto demonstrou que
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 proteinas extraidas da linhagem ATCC 25904 seguindo crescimento em
condigoes isentas de ferro, Extrato de SIRP) morreram dentro de 10 dias
pés-provocagédo. Esses resultados ilustraram que os camundongos vacina-
dos com a composicio de proteina derivada de ATCC 25904 isenta de ferro
morreram na metade da taxa de camundongos vacinados com placebo
qguando provocados com a linhagem ATCC 25904 (p=0,143, teste log-rank
para mortalidade). Camundongos vacinados com a combinacao de sete pro-
teinas recombinantes mostraram um nivel maior de protegdo com relacéo a
placebo. Apenas 20% dos camundongos no Grupo 3 (vacinados 2x com po-
lipeptideos recombinantes, rSIRP7 2x) morreram dentro de 10 dias de pro-
vocagdo e apenas 10% dos camundongos no Grupo 4 (vacinados 3x com
polipeptideos recombinantes, rsIRP7 3x) morreram dentro de 10 dias de
provocagdo, indicando que trés vacinagées com proteinas recombinantes
ofereceram protecédo significante contra provocagdo com linhagem ATCC
25904 (p=0,040, teste log-rank para mortalidade).
Provocacao IV (Estudo C)

Quatorze dias apbés a segunda vacinagéo, os camundongos em

todos os grupos (1-3) foram intravenosamente provocados na veia lateral da
cauda com 0,3 ml do organismo apropriado. Os trés grupos de camundongo
foram provocados identicamente com 2 x 10° CFU de S. aureus linhagem
ATCC 25904. A mortalidade foi registrada diariamente por 10 dias apos pro-
vocagao.

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 provocacao (Tabela 14). Isto demonstrou que
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a linhagem ATCC 25904 causou uma taxa alta de mortalidade em camun-
dongos no nivel de dose administrado. Em contraste com os camundongos
no Grupo 1, apenas 40% dos camundongos no Grupo 2 (vacinados com pro-
teinas extraidas da linhagem ATCC 25904 seguindo crescimento em condi-
cbes isentas de ferro, Extrato de SIRP) morreram dentro de 10 dias pés-
provocacdo. Esses resultados ilustraram que os camundongos provocados
com a linhagem ATCC 25904 foram significantemente protegidos pela vaci-
nagdo com a composi¢cao de proteina derivada de ATCC 25904 isenta de
ferro (p=0,0164, teste log-rank para mortalidade). Ainda, apenas 40% dos
camundongos no Grupo 3 (vacinados com polipeptideos recombinantes,
rSIRP7) morreram dentro de 10 dias pds-provocacao, indicando que protei-
nas recombinantes ofereceram protecao significante contra provocagca@o com
a linhagem ATCC 25904 (p=0,0255, teste log-rank para mortalidade).
Os resultados sdo mostrados na Tabela 14 e na Figura 161.

Tabela 14. Mortalidade de Camundongos Vacinados e Nao-vacinados Se-

quindo Provocacéao com isolato ATCC 25904 de Staphylococcus aureus

Grupos No. de ca- No. de Mortalidade
mundongos mortos percentual (%)

Provocacao IV (Estudo A)
Grupo 1 (Placebo) 20 16/20 80
Grupo 2 (Extrato de SIRP) 10 5120 25
Grupo 3 (rMntC) 10 510 50

Provocacao IP (Estudo B)
Grupo 1 (Placebo) 10 6/10 60
Grupo 2 (Extrato de SIRP) 10 3110 30
Grupo 3 (rSIRP (2x)) 10 2/10 20
Grupo 4 (rSIRP (3x)) 10 1/10 10

Provocagao IV (Estudo C)
Grupo 1 (Placebo) 10 9/10 90
Grupo 2 (Extrato de SIRP) 10 4/10 40
Grupo 3 (rMntC) 10 4/10 40

Exemplo 20

Imunizacdo passiva usando polipeptideos recombinantemente preparados

Uma composi¢ao de anticorpo policlonal € preparada conforme
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descrito no Exemplo 8, exceto que os camundongos sdo vacinados com
uma composicao de polipeptideos recombinante preparada conforme descri-
to no Exemplo 16.

A composicdo de anticorpo resultante é usada para imunizar
passivamente camundongos conforme descrito no Exemplo 9. Os camun-
dongos imunizados sé@o provocados conforme descrito no Exemplo 9.

Os camundongos imunizados vao mostrar mortalidade menor
comparado com camundongos nao-vacinados e vacinados com placebo.

Exemplo 21
Fermentacdo e isolamento em grande escala de polipeptideos recombinan-

temente produzidos

Um estoque de semente master da E. coli recombinante do E-
xemplo 14 pode ser preparado através de cultivo do organismo em 2000 ml
de meio RM estéril (20 casaminoacidos, 60 g de Na;HPOy4, 30 g de KH,POy4,
5 g de NaCl, 10 g de NH4CI por litro e 100 ug/ml de ampicilina) por 8 horas a
37° C. As bactérias podem ser coletadas através de centrifugacao a 10.000
x g por 30 minutos. A cultura pode ser lavada duas vezes através de centri-
fugacgao (10.000 x g) e o pélete bacteriano final ressuspenso em 500 ml meio
RM estéril contendo glicerol estéril 20%. Um mililitro da cultura sera transfe-
rido para um criofrasco de 2 ml e armazenado a -85° C.

Um criofrasco (1 ml) do estoque de semente master recombinan-
te pode ser usado para inocular um frasco de cultura de 100 ml contendo o
meio descrito acima, com a exce¢ao de ter 2 g de casamino acidos e glicose
0,5% ("meio RM modificado"). A cultura pode ser incubada a 37° C por sete
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 litros de meio RM modificado exce-
to pelo fato que a concentragcao de casaminoacidos sera de 20 g/litro ("meio
RM de fermentagao"). O pH do meio de fermentacao pode ser mantido entre
6,9 e 7,2 através de titulacdo automatica com NaOH 30% e HCI 10%. A cul-

tura de fermentacao pode ser agitada a 350 rev/min e a cultura pode ser ae-
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rada com 11 litros/minuto a 37° C. Espumacao pode ser controlada automa-
ticamente através da adigcao de desespumante de silicone 0,4% (Antiespu-
mante-B, J.T. Baker, NJ). A cultura pode ser deixada crescer continuamente
nessas condigdes por quatro horas (ODgpo=4,0-6,0), momento quando a cul-
tura pode ser bombeada em um fermentador de 150 litros (W.B. Moore, Eas-
ton, PN), carregada com 10 litros de meio RM de fermentagéo e desespu-
mante 0,2%. Os parédmetros da fermentagao podem ser como segue: 650
rpm, DO 60%, ar 50 sipm, pressédo contraria 68,94 Kpa (10 psi), 37° C, e pH
mantido a 7,2 com NaOH. Apés atingir crescimento de fase exponencial final
(aproximadamente seis horas, ODgp0=15,0), proteinas recombinantes podem
ser induzidas através da adigao de 150 ug/ml de IPTG. A fermentacdo pode
ser deixada crescer por mais trés horas, ponto onde a fermentagao pode ser
terminada diminuindo a temperatura do fermentador para 18° C (ODggp 20-25
em uma diluicéo 1:100).

Apos fermentacgéo, os polipeptideos recombinantemente produ-
zidos podem ser coletados através de meios convencionais. As células séo
rompidas (por exemplo, através de homogeneizacao para liberar os polipep-
tideos recombinantemente produzidos, alguns dos quais sado soltveis e al-
guns dos quais sdo insolaveis).

Polipeptideos soltveis podem ser concentrados atraves de filtra-
gem de fluxo tangencial, solubilizados em detergente e coletados através de
cromatografia por afinidade com metal. Os polipeptideos sollveis coletados
podem ser isolados conforme descrito para o isolamento de polipeptideos
soliveis no Exemplo 16.

Proteinas insoluveis podem ser coletadas através de centrifuga-
cao de alta velocidade. O pélete de polipeptideos insoluveis pode ser coleta-
do e entao isolado conforme descrito para o isolamento de polipeptideos
insoltveis no Exemplo 16.

Exemplo 22
Vacinacdo de camundongo

Polipeptideos SirA, SYN2, FhuD e MntC recombinantemente

produzidos sdo preparados e isolados conforme descrito no Exemplo 16.
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Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas s&o igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sao alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua sdo fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sao vacinados subcutaneamente com 0,1 ml
da composigao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (40 pg/100 pl)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricao de ferro (70 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes SirA,
SYN2, FhuD e MntC (cada um 10 pg/100 pi, proteina total 40 ug/100 pl).

Os camundongos sao provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 23
Vacinacio de camundongo

Polipeptideo PflIB recombinantemente produzido é preparado e
isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas séo igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sao alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua séao fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sdo vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da compaosicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pug/100 pl)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricdo de ferro (10 ug/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes PfIB (cada
um 10 pg/100 pl).

Os camundongos s&o provocados conforme descrito no Exem-
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plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 24
Vacinacao de camundongo

Polipeptideo Opp1A recombinantemente produzido & preparado
e isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas s&o igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sdo alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua sao fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sdo vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composicéo apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pg/100 ul)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricao de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes Opp1A
(cada um 10 pg/100 pli).

Os camundongos sdc provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 25
Vacinacdo de camundongo

Polipeptideo SirA recombinantemente produzido é preparado e
isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas s&o igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sdo alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua sao fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sé@o vacinados subcutaneamente com 0,1ml

da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:
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Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pg/100 pl)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricdo de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes SirA (cada
um 10 pg/100 wl).

Os camundongos sao provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 26
Vacinagao de camundongo

Polipeptideo SYN2 recombinantemente produzido é preparado e
isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indiandpolis, IN) pesando 16-22 gramas séo igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sdo alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua sao fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sdo vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pg/100 pi)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricéo de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes SYN2 (ca-
da um 10 pg/100 pl).

Os camundongos sdo provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongoes no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 27
Vacinacdo de camundongo

Polipeptideo FhuD recombinantemente produzido é preparado e
isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
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Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas s&o igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos séo alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua séo fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sdo vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pg/100 pl)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricéo de ferro (10 pg/100 wl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes FhuD (ca-
da um 10 pg/100 pl).

Os camundongos s&o provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 28
Vacinacdo de camundongo

Polipeptideo SYN1 recombinantemente produzido é preparado e
isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas s&o igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos séo alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua s&o fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos s&o vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 ug/100 pt)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restrigao de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes SYN1 (ca-
da um 10 pg/100 pl).

Os camundongos sao provocados conforme descrito no Exem-

plo 19. Os camundongos no Grupo 3 véo exibir mortalidade reduzida compa-
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rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 29
Vacinacdo de camundongo

Polipeptideo MntC recombinantemente produzido é preparado e
isolado conforme descrito no Exempio 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas s&o igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sdo alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e dgua séo fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sao vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pg/100 pi)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricao de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes MntC (ca-
da um 10 pg/100 pi).

Os camundongos sdo provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 v&o exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 30
Vacinacdo de camundongo

Polipeptideo SstD recombinantemente produzido & preparado e
isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas sao igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos so alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua sao fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sao vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composicao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 pg/100 pl)
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Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricdo de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes SstD (cada
um 10 pg/100 pi).

Os camundongos s&o provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 31
Vacinacédo de camundongo

Polipeptideo FhuD2 recombinantemente produzido é preparado
e isolado conforme descrito no Exemplo 16.

Trinta camundongos BALB/C fémeas (N=30) obtidos do Harlan
Breeding Laboratories (Indianapolis, IN) pesando 16-22 gramas séo igual-
mente distribuidos em trés grupos (10 camundongos/grupo). Os camundon-
gos sao alojados em gaiolas de camundongo de policarbonato (N=5 camun-
dongos por gaiola). Comida e agua sao fornecidas ad libitum a todos os ca-
mundongos. Os camundongos sao vacinados subcutaneamente com 0,1ml
da composigao apropriada duas vezes em intervalos de 14 dias como segue:

Grupo 1: Placebo, vacinado com ovalbumina (10 ug/100 pl)

Grupo 2: Vacinado com proteinas ATCC 25904 expressas sob
restricdo de ferro (10 pg/100 pl)

Grupo 3: Vacinado com polipeptideos recombinantes FhuD2
(cada um 10 pg/100 pl).

Os camundongos sédo provocados conforme descrito no Exem-
plo 19. Os camundongos no Grupo 3 vao exibir mortalidade reduzida compa-
rado com camundongos no Grupo 1.

Exemplo 32

Polipeptideos recombinantes sédo especificamente ligados por
soros gerados por infecgdo por S. aureus

S. aureus foram preparadas como organismos de provocacao
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 provocagao ou de camundongos que tinham recebido vacina de
placebo que tinham sido provocados com S. aureus Newman e se recupera-
ram (convalescentes). Sangue foi coletado de camundongos provocados e
nao-provocados e soros foram obtidos através de centrifugacdo. Os soros
foram usados para avaliar a reatividade dos polipeptideos recombinante-
mente produzidos individuais usando um método de immunoblot descrito no
Exemplo 15.

Soros coletados de camundongos antes da provocagao nao rea-
giram com qualquer um dos polipeptideos recombinantes.

Anticorpo nos soros produzidos como um resultado de provoca-
cao com S. aureus reagiram com os polipeptideos recombinantemente pro-
duzidos conforme mostrado na Figura 202. Anticorpo criado contra polipepti-
deos expressos durante infeccao por S. aureus reconhece variantes recom-
binantemente produzidas dos polipeptideos. Desta maneira, polipeptideos
recombinantes sao substitutos imunolégicos para — por exemplo, fragmentos
imunologicos de — polipeptideos imunologicos expressos pela S. aureus de
provocagao.

Exemplo 33

Anticorpo contra polipeptideos recombinantemente produzidos e
polipeptideos de membrana regulados por ferro extraidos diretamente de
reacao cruzada de células de S. aureus

Polipeptideos regulados por ferro recombinantes sdo expressos
e purificados conforme descrito no Exemplo 16. Polipeptideos de membrana
regulados por ferro séo extraidos diretamente de células de S. aureus culti-
vadas em condi¢gbes com baixo teor de ferro conforme descrito no Exemplo
1. Os polipeptideos recombinantes sao formulados em uma vacina conforme
descrito no Exemplo 16 e usados para vacinar camundongos conforme des-
crito no Exemplo 17. Os polipeptideos extraidos com S. aureus sao formula-
dos em vacinas conforme descrito no Exemplo 2 e usados para vacinar ca-
mundongos conforme descrito no Exemplo 3. Para as vacinas de polipepti-
deo recombinante, um polipeptideo recombinante Gnico sera formulado na

vacina. Antissoros de camundongos vacinados sao coletados e usados para
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immunoblots conforme descrito no Exemplo 15.

Os antissoros de animais vacinados com polipeptideos regula-
dos por ferro recombinantemente produzidos séo usados ainda para avaliar
a reatividade com polipeptideos regulados por ferro extraidos seguindo a
separacao dos polipeptideos regulados por ferro extraidos através de SDS-
PAGE. Antissoros de animais vacinados com polipeptideos recombinantes
vao se ligar a polipeptideos extraidos separados por SDS-PAGE apropriados
onde epitopos de anticorpo sdo conservados entre os polipeptideos extrai-
dos e os polipeptideos recombinantemente produzidos.

Os antissoros de animais vacinados com polipeptideos regula-
dos por ferro extraidos sdo usados ainda para avaliar a reatividade com poli-
peptideos regulados por ferro recombinantemente produzidos individuais
seguindo a separagao dos polipeptideos recombinantemente regulados atra-
vés de SDS-PAGE. Antissoros de animais vacinados com polipeptideos ex-
traidos se ligarao a polipeptideos recombinantes separados por SDS-PAGE
onde epitopos de anticorpo sdo conservados entre os polipeptideos recom-
binantemente produzidos e os polipeptideos extraidos.

Exemplo 34

Analise Western blot de proteinas de S. aureus recombinantes

Proteinas de S. aureus recombinantes foram preparadas con-
forme descrito no Exemplo 16, entdo submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio 10% e transferidas para mem-
branas de nitrocelulose (BioRad, Hercules, CA) para analise Western blot.
Blots individuais foram reagidos com soro de doadores humanos saudaveis
(nenhuma infeccao por Staphylococcus relatada) ou convalescentes (S. au-
reus Resistente a Meticilina).

Como um controle para identificar cada proteina marcada com
Histidina recombinante, cada blot foi co-incubado com anticorpos anti-
Histidina (Rockland Immunochemicals, Inc., Gilbertsville, PA e Qlagen Gm-
bH, Hilden, Alemanha) para identificar as proteinas recombinantes usando
analise de duas cores. Todos os antissoros primarios foram usados em uma

diluicdo 1:1000 e incubados por 1 hora em um oscilador. Seguindo varias
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lavagens com TBS+Tween 0,05% para remover anticorpo nao-ligado, as
membranas foram subsequentemente incubadas com um anticorpo secun-
dario humano conjugado a corante 800CW (Rockland Immunochemicals,
Inc., Gilbertsville, PA), anticorpo secundario de camundongo conjugado a
corante 680 (Li-cor Bioscience, Lincoln, NE) ou um anticorpo secundario de
coelho conjugado a corante 800CW (Li-Co Bioscience) na diluicdo recomen-
dada pelo fabricante, por 1 hora, no escuro. As membranas foram lavadas
mais trés a cinco vezes adicionais com Tween 0,005% TBS com a dltima
lavagem em TBS apenas. Sinais fluorescentes (680 e 800) foram detectados
usando o Odyssey Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences). Os resul-
tados sdo mostrados na Figura 203 (saudaveis) e Figura 204 (convalescen-
tes).

Exemplo 35

Expressdo na superficie de S. aureus DU5875 de polipeptideos reqgulados

por metal

S. aureus linhagem DU5875 (cap-, spa-) foi cultivada em condi-
¢bes com ferro (TSB + cloreto férrico 0,3 mM) ou sem ferro (TSB + dipiridila
1 mM) para uma ODggo de aproximadamente 0,6.

Nos painéis A-C da Figura 205, S. aureus linhagem DU5875 foi
cultivada em condigdes sem fero para uma ODggo de aproximadamente 0,75
e congelada. As bactérias foram descongeladas, lavadas em PBS e ressus-
pensas em PBS + IgG de Porco 1% + BSA 1% como uma etapa de bloqueio.
Antissoro de camundongo criado contra FhuD, Opp1A ou PfIB foi usado em
uma diluigdo de 1:100 para tingir aproximadamente 2x108 bactérias. Soro de
camundongo pré-imune foi usado como um controle negativo. As bactérias
foram entao lavadas em tampao de bloqueio e incubadas com um anticorpo
secundario anticamundongo de cabra conjugado AF633 e analisadas em um
citdbmetro de fluxo. As bactérias incubadas com soro de camundongo pré-
imune, a 1:100, foram usadas como um controle negativo.

No painel D da Figura 205, S. aureus linhagem DU5875 foi culti-
vada em condi¢cbes sem ferro para uma ODggy de aproximadamente 2,0 e

congelada. As bactérias foram descongeladas, lavadas em PBS e ressus-
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pensas em PBS+ IgG de Porco 0,2% + BSA 0,1% como uma etapa de blo-
queio. Antissoro de camundongo criado contra rSIRP7 foi usado em uma
diluigao de 1:50 para tingir aproximadamente 5 x 107 bactérias, com soro de
camundongo pré-imune usado como um controle negativo. As bactérias fo-
ram entdo lavadas em tampéao de blogueio e incubadas com um anticorpo
secundario anticamundongo de cabra AF633-conjugado e analisadas em um
citébmetro de fluxo.

Os resultados deste ensaio indicam que 0s anticorpos de murino
criados contra as proteinas SIRP se ligam a células de S. aureus. As células
cultivadas sob condigdes sem ferro se ligam a mais anticorpo do que células
cultivadas sob condigées com ferro, provendo evidéncia adicional que FhuD,
Opp1A e PfIB sdo expressas em niveis mais altos sob condi¢gdes de baixo
teor de ferro e sao antigenos que podem induzir atividade imunolégica con-
tra Staphylococcus spp. O aumento em intensidade de fluorescéncia média
(MF1) (Median Fluorescence Intensity) demonstra o aumento relativo em flu-
orescéncia quando anticorpos anti-SIRP se ligam a células de S. aureus
comparado com a MFI de soro de camundongo pré-imune, os resultados séo
mostrados na Figura 205.

Exemplo 36

Um ensaio Luminex foi usado para avaliar expressao de citocina
por esplendcitos de camundongos imunizades com a combinagao (rSIRP7)
de componentes SIRP recombinantes PfIB (SEQ ID NO:353), Opp1A (SEQ
ID NO:364), SirA (SEQ ID NO:375), SYN2 (SEQ ID NO:386), FhuD (SEQ ID
NO:397), SYN1 (SEQ ID NO:408 e MntC (SEQ ID NO:419) ou placebo, en-
tao reestimulados com Extrato de SIRP (SIRPE) ou rSIRP7. Varias citocinas
foram suprar-reguladas quando da reestimulacao e os perfis de citocina in-
duzida por reestimulacdo de SIRPE e rSIRP7 foram similares. O perfil de
citocina geral em resposta a reestimulagao de rSIRP7 ou SIRPE lembrou
aquele esperado de uma resposta imune tipo Th1/Th17 e demonstra que
vacinacdo com os componentes SIRP recombinantes induz uma resposta
imune celular que pode ser medida com base em expressao de citocina.

Métodos. Os camundongos foram vacinados duas vezes, 14 di-



10

15

20

25

30

178/187

as de intervalo, com 70 pl de proteina total (OVA, Extrato de SIRP ou
rSIRP7) formulada com IFA 50%. Células T CD* purificadas de suspensbes
de esplendcitos por selecdo negativa usando um kit de isolamento de célula
T CD4" e colunas LD (Miltenyi Biotec, Inc., Auburn, CA). Em suma, anticor-
pos biotinilados foram usados para marcar todas as células exceto células T
CD4", e entado 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
95% puras com base em expressao de CD3 e CD4. Esplendcitos puros fo-
ram tratados com Mitomicina C para gerar células apresentando antigeno
mitoticamente inativas. 4 x 10° APC adicionadas a 5 x 10° células T CD4*
mais antigeno de estimulagdo, seguido por 42 horas de incubagdo. Os so-
brenadantes foram analisados através de Luminex usando os parametros de
ensaio padrao. Os resultados sdo mostrados na Figura 206.

Exemplo 37

Extratos de S. aureus de varias 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 ym de
2,2-dipiridila (Sigma-Aldrich St. Louis, MO) ou meios com ferro contendo 300
uM de FeCl; (Sigma-Aldrich St. Louis, MO).

As proteinas 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. Marcagao modificada com amina
de extratos de membrana de linhagem Newman de Staphylococcus aureus
deficiente em ferro e com ferro foi realizada com reagentes ITRAQ-8plex
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando 40,0 pg de extrato de
membrana (reagentes 113 versus 115) de acordo com o protocolo 8Plex do
fabricante. Cromatografia de troca de cation foi aplicada usando uma coluna
MCX (Waters Corp., Milford, MA) e os peptideos separados usando um sis-
tema ULTIMATE 3000 NANO LC (Dionex Corp. Bannockburn, IL) acoplado a
modo ESI usando um espectrémetro de massa QSTAR XL (Applied Biosys-
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temss, Inc, Foster City, CA).

A razao de polipeptideos regulados por metal produzidos por cé-
lulas cultivadas em meios restritos em ferro comparado com meios com ferro
foi medida. A razdo € uma medida relativa de expressédo de proteina e nao
prové dados indicando uma quantidade absoluta de proteina presente no

extrato. Os resultados sdao mostrados na Tabela 15.

Tabela 15
Proteina Identificada em extrato | Aumento em vezes em
teor de ferro baixo
MntC Sim 22
SYN1 Sim Nao-determinado
FhuD Nao Nao-determinado
SYN2 Sim 23
SirA Sim 36
Opp1A Sim Nao-determinado
PfiB Sim Nao-determinado
FhuD2 Sim 6
SstD Sim 14
Exemplo 38

Um ensaio de queima oxidativa pode ser usado para medir a
producdo de espécies oxigénio-reativas por neutréfilos, uma indicacéo de
uma resposta inflamatéria. Para obter neutréfilos a partir de sangue fresco,
as células vermelhas de sangue humano fesco sao lisadas através da adi-
¢cao de tampao de lise (NH,Cl 150 mM, KHCO3; 10 mM, EDTA dissédico 1
mM, pH 7.4) em uma diluicdo 1:10, incubadas por 10 minutos em temperatu-
ra ambiente e centrifugadas por 10 minutos a 430 x g. O sobrenadante é
removido através de inversao do tubo e os péletes sao lavados duas vezes
com PBS, entao ressuspensos em 5 ml de RPMI-Hepes FCS 5% + Glutami-
na (RPMI completo) e enumerados usando um MULTISIZER (Beckman
Coulter, Inc., Brea, CA) apés uma diluicao 1/500 de suspensao celular em
ISOTON (20 pl de células em 10 ml de ISOTON, Beckman Coulter, Inc.,
Brea, CA).

Para a preparacéo 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-
0. A partir desta cultura, 5 ml sdo peletizado por 10 minutos a 4000 rpm a 4°
C. O pélete & entao lavado com 50 ml de PBS e novamente peletizado atra-
vés de centrifugagao por 10 minutos a 4000 rpm a 4° C. A etapa de lavagem
& repetida e o pélete de bactéria € ressuspensoc em 5 ml de PBS. As bacté-
rias sdo ajustadas para uma densidade tedrica de 1.10° CFU/ml e as dilui-
¢6es celulares sao plaqueadas em égar e incubadas para enumeracéo exata
no dia seguinte.

Para descomplementar os soros, todos os soros sdo incubados
por 30 minutos a 56° C. Misturas de soros e células sao realizadas em pla-
cas DW estéreis de polipropileno em um volume final de 500 pl por cavida-
de. Em cada cavidade, os reagentes que seguem sao adicionados (confor-
me mostrado na Tabela 16) na ordem: meio de cultura (RPMI-Hepes, gluta-
mina, FCS 5%), bactérias vivas na concentracdo apropriada, os soros na
diluicao apropriada, o complemento, hPMNs na concentragdo apropriada €,
finalmente, a molécula DHR (Life Technologies, Inc., Carisbad, CA) como o
marcador da queima oxidativa. As placas sao incubadas por 25 minutos a
37° C com agitacao. A reacéo € parada através da incubacéo das placas por
cinco minutos em gelo.

Tabela 16

1./ 3
Conc. De Vo Concentracao

Reagente ldentificacao trabalho ca::a- final (;,\Ir)n 500

Bactérias TSB, 20h, 37°C 1.25.108

]
vivas 10® G oFum | 200 Ml | 5. 107 CFU/mI

De 2 doadores

Leucocitos
diferentes apods a 2.5.10°
de sangue | S ap 100 pl | 0,5.10° cells/mi
. lise de célula san- cells/ml
integral ,
guinea

Life Technologies,
DHR Inc. No. Cat. D632 | 100 pg/ml 50 pl 10 pg/ml
(10 mg/mi)

Comple- Produzido em ca-
mento de 110 50 pl 1/100 (1%)

. sa
coelho bebé
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Conc. De Vol./ Concentragao
Reagente Identificacao i cavida- | final (em 500
trabalho
de )
Soro de camun-
) ad
dange imuresde 1/10 504l 1100
com adjuvante
sozinho
Soros Controle célula
. 1/100 50ul 1/1000
anti-integral
Proteina Anti-S. 1/10 and
aureus 1/100 50pl 1/100 e 1/1000

Para analise citométrica de fluxo, as PMNs humanas s&o primei-
ro identificadas de acordo com seu tamanho e granularidade e entao verifi-
cadas através de expressao de superficie de marcadores especificos (CD35,
CD16, GR1, etc), entdo marcador de queima oxidativa. Os dados séo forne-
cidos em termos de porcentagem de hPMNs ativadas capazes de induzir
gueima oxidativa em comparagdo com o grupo controle negativo (Didier,
2003; Ploppa, 2008).

Exemplo 39
Ensaio Opsonofagocitico

Um ensaio opsonofagocitico (OPA) foi desenvolvido para esti-
mular a atividade fagocitica funcional de soro para Staphylococcus aureus
através da medicao da atividade opsénica dependente de complemento do
soro. O OPA é sumarizado na Tabela 17. Duas linhagens de S. aureus sao
usadas neste ensaio. A linhagem DU5875, que ndo produz capsula ou prote-
ina A, é usada para controlar melhor o ensaio. A linhagem LST4 Lowenstein,
que expressa capsula e proteina A, & usada como uma linhagem do tipo sel-
vagem no ensaio. O nimero de bactérias usadas no ensaio é dependente da
fonte das células sanguineas brancas efetoras e varia em concentragio de a
partir de 1 x 10° cfu/ml a 5 x 10" cfu/ml. Células sanguineas brancas de vo-
luntarios saudaveis humanos ou de uma linhagem de célula de leucemia
promielocitica humana, HLO60, sao usadas como células efetoras fagociti-
cas. Como a Tabela 17 indica, o nimero de células efetoras usadas no en-

saio & dependente da fonte das células. Soro de coelho bebé é usado como
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uma fonte de complemento e é diluido de 1% a 10% 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 a ativi-
dade opsénica, pré- ou pés-imunizacado, sao descomplementados a 56° C
por 30 minutos e sdo testados no ensaio em uma diluicao de 1:20 a
1:2.000.000. Fagocitose € determinada através de contagens viaveis (cfu) de
S. aureus. Soro de teste que demonstra uma perda significante de cfu em
combinagdo com complemento ativo quando comparado com soro pré-
imune € considerado opsoénico. Os dados de ensaio sdo analisados através
do Teste t de Student usando distribuicdo de uma variavel com variancia
desigual. (Kim 2010; Stranger-Jones 2006; Dryla 2005).

Tabela 17
Reagente Concentragéo final
Bactérias | aprox. 1 x 10° cfu/ml quando usando células efetoras HL-60
vivas aprox. 5 x 10 cfu/ml quando usando WBCs humanas sau-
daveis
Células efe- | Linhagem de célula humana HL-60 quimicamente induzida
toras para diferenciar com N,N-dimetilformamida diluida para 10 x
10%ml
ou
células sanguineas brancas humanas de volundarios sau-
daveis diluidas para 1 x 10"/ml
Comple- Soro de coelho bebé diluido de 1% a 10% de acordo com
mento Lote de soro
Soro de Soro obtido apés a dltima imunizagao, descomplementado e
Teste serialmente diluido de 1:20 a 1:2.000.000
Exemplo 40

Estudos de mecanismo imune (in vivo)

Em outro exemplo, 0 mecanismo imune através do qual protei-
nas de vacina conferem protecédo a camundongos sera avaliado. Esses ex-
perimentos podem incluir dois tipos: (1) usando camundongos de inativagao
de gene em experimentos de provocagdo de vacina para determinar se
componentes imunoespecificos sdo necessarios para protecao; e (2) expe-
rimentos de transferéncia adotiva, onde células imunes de camundongos

doadores imunizados sao transferidas para recipientes puros para provoca-
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cao bacteriana a fim de testar se os componentes transferidos sao suficien-
tes para conferir protecao.

Para exemplos envolvendo experimentos de provocacio de va-
cina em camundongos de inativagdo de gene, os camundongos podem ser
comprados de vendedores comerciais e podem incluir varias linhagens bem
caracterizadas tais como, por exemplo, inativagdes de célula B (uMT), inati-
vacdes de celula T (TCRa), e uma variedade de inativagdes de citocina, tais
como IFN-y, IL-1a, TNFa, IL-17, etc). Os camundongos podem ser imuniza-
dos conforme descrito no Exemplo 3 e entdo provocados com S. aureus,
conforme descrito no exemplo 5. O uso de camundongos do tipo selvagem
com a mesma base genetica (Balb/c) pode prover controles adequados para
medir o efeito da inativacdo sobre prote¢do mediada por vacina contra S.
aureus. Por exemplo, se os camundongos inativados em célula B vacinados
morrerem mais rapidamente, ou em nimeros maiores com relacao aos ca-
mundongos controle vacinados em resposta a provocagio bacteriana, pode
ser concluido que células B (ou seus produtos) sao importantes para a pro-
tecao mediada por vacina contra S. aureus. Essas estratégias sdo pratica
padrao no campo para medigdo de contribuicbes de varios componentes
imunes para protecéo de vacina (Spellberg, 2008; Lin, 2009).

Para exemplos envolvendo transferéncia 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-
feréncia adotiva. Esses camundongos podem ser eutanizados 2-4 semanas
apés a segunda imunizacdo e o sangue coletado através de pungdo cardia-
ca e tecido linfoide secundario (nos linfaticos e bago) coletado. Os nés linfa-
ticos coletados podem incluir: axiliar, braquial, mesentérico, inguinal, superfi-
cial, cervical, cervical profundo e lombar. Soro pode ser isolado do sangue
usando metodologia padrao, tais como separadores de soro baseado em
centrifugagéo, e entao transferido de volta para um conjunto separado de
camundongos recipientes através de injecdo intravenosa ou intraperitoneal.
O uso de 1-3 camundongos doadores por recipiente € uma razao razoavel

para transferéncia de soro e pode ocorrer em volumes 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 & pratica padrdo no campo. E tipico atingir 95-99% de pureza celular
usando esses metodos, conforme avaliado através de tingimento das protei-
nas da superficie celular com anticorpos para marcadores de linhagem es-
pecificos e exame das células através de citometria de fluxo. As populagées
de célula de interesse (por exemplo, células T CD4", células T CD8", etc)
podem ser transferidas de volta para animais recipientes através de injegdo
intravenosa (entre 2.000.000 e 5.000.000 células T por recipiente). Camun-
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
transferéncia de volta para recipientes puros. Como para um controle positi-
vo, um grupo de recipientes que fica imunizado com a vacina de protegéo
padrao pode ser incluido a fim de prover uma varredura de linha de base de
eficacia de protegdo quando da provocacéao bacteriana.

Uma vez os camundongos recipientes tendo recebido varias cé-
lulas ou soros transferidos, eles podem ser provocados com S. aureus con-
forme descrito no Exemplo 5. Com base na porcentagem de morte e na taxa
de morte, a contribuicao relativa de varios componentes imunes para prote-
¢ao de vacina pode ser avaliada. Por exemplo, se recipientes que foram ad-
ministrados com ceélulas T a partir de doadores vacinados sédo protegidos
contra provocagao na mesma taxa que o controle positivo, pode ser conclui-
do que células T s&o suficientes para protegdo mediada por vacina. Esta
estratégia experimental & pratica padrao no campo para varredura dos me-
canismos imunologicos de vacinas (Speliberg, 2008; Lin 2009).

Exemplo 41
Ensaio de inibicdo de absorcao de ferro

Para avaliagéo de se anticorpos direcionados contra componen-
tes SIRP inibem crescimento celular através do bloqueio da absorgdo de

ferro, um ensaio de absorgéo/transporte de ferro pode ser realizado usando
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células bacterianas que sdo pré-incubadas com antissoro anti-SIRP, Células
de S. aureus de qualquer linhagem s&o cultivadas da noite para o dia em
meios quelatados ou ricos em ferro. As células s@o subculturadas nos mes-
mos meios e cultivadas para fase log média até final, peletizadas e incuba-
das com antissoro anti-SIRP ou antissoro controle em PBS por até uma ho-
ra. As celulas foram entéo coletadas através de filtragem usando filtros de
0,45 pM, entao ressuspensas em meio minimo tratado com Chelex-100 para
eliminar ferro ambiental. As células s3o agitadas rapidamente. Nesse inte-
rim, uma fonte de ferro (por exemplo, ferrichrome) é misturada com *°FeCl,
radiomarcado (ou outra molécula de ferro radiomarcada) com acido nitrilotri-
acético e deixada incubar por varios minutos.

Para iniciar a absorcdo de ferro, uma aliquota pequena (por e-
xemplo 10 pl) da mistura de ferro radiomarcada foi adicionada as células
(em um volume de 1 ml) em um tubo de cultura livre de Fe. O tubo foi incu-
bado com vortexagdo e amostragem periddicas de aliquotas filtradas em
filtros de membrana e lavadas com LiCl. Seguindo secagem, as membranas
séo contadas em fluido de cintilagao para quantificar a absorgéo 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-
bulsky, 2000; Goel, 2001).

Exemplo 42
Protocolo de purificacido de proteina de alto rendimento

Em alguns casos, rSIRPS recombinantes foram purificadas u-
sando um método de alto rendimento. Este método é otimizado para rendi-
mentos maiores e pureza maior do polipeptideo. O método é realizado atra-
vés de ressuspenséo do pélete bacteriano contendo o polipeptideo produzi-
do recombinante em Tris 20 mM, pH 9; NaCl 300 mM complementado com
lisozima (100 pg/ml final) e MgCl; (1 mM final). A amostra é entao incubada
com oscilagéo leve por 15 minutos a 4° C. Apés 15 minutos, 1 U/ml de ben-
zoato € adicionado e a amostra é incubada por uma hora em temperatura
ambiente. O lisato soltvel obtido apés centrifugagdo (20.000 x g, 20 minutos

a 4° C) deve ser filtrado com um filtro de 0,45 um e adicionado a uma coluna
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de gravidade de 5 ml equilibrada revestida com resina de ligacdo de niquel-
His (Novagen 69670-4, EMD Chemicals, Inc., Gibbstown, NJ). A purificacdo
da proteina N-Hisg € realizada seguindo as instrucées do fabricante. A purifi-
cacao da proteina N-Hisg & finalizada usando uma coluna de exclusdo de
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 BioCAD FPLC (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA) e 15 ml da amostra de proteina sdo carregados na coluna HilLoad em
uma taxa de fluxo de 1,5 ml/min. A amostra é eluida seguindo 3,5 horas de
tempo de atividade em uma taxa de fluxo de 1,8 mlI/min usando Tris 20 mM,
pH 9; NaCl 300 mM como a fase maovel.

O polipeptideo é quantificado usando uma versdo modificada do
procedimento BCA (Thermo Fisher Scientific, Inc., Rockford, IL) onde dodecil
sulfato de sodio 15% (SDS), ureia 8M e 3-([3-Colamidopropilldimetilamonio)-
2-hidréxi-1-propanossuifonato (CHAPS) 2,5% sao usados para assegurar
solubilidade completa de toda a proteina dentro da amostra. O ensaio tam-
bém consiste em SDS 5% adicionado ao reagente de trabalho BCA para
manter solubilidade da proteina durante a fase reativa de BCA. A leitura e a
analise de BCA séo realizadas de acordo com a literatura do produto.

Para analise densitométrica, 3,0 ug de antigeno de produto final
foram quantificados quanto & 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 areas dos componentes prin-
cipais foram determinadas com relacao a area total. Endotoxina residual foi
removida usando um kit blue one/endosafe Endotrap (Hyglos GmbH, Re-
gendburg, Alemanha). A batelada final & armazenada com uma faixa de
concentragao de 1,0 mg/ml a 4,0 mg/ml em tampao de armazenamento de
PBS em menos do que -70° C em aliquotas apropriadas.

O relat6rio completo de todas as patentes, pedidos de patente, e
publicagGes, e material eletronicamente disponivel (incluindo, por exemplo,
submissbes de sequéncia de nucleotideo em, por exemplo, GenBank e Ref-

Seq, e submissdes de sequéncia de aminodacido na, por exemplo, SwissProt,
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PIR, PRF, PDB e traducées de regides de codificacdo anotadas em Gen-
Bank e RefSeq) citados aqui sdo incorporados a titulo de referéncia. No caso
de qualquer inconsisténcia existir entre o relatério do presente pedido e o(s)
relatério(s) de qualquer documento incorporado aqui a titulo de referéncia, o
relatério do presente pedido deve prevalecer. A descrigdo detalhada e os
exemplos acima foram dados para clareza de compreensao apenas. Quais-
quer limitagcbes desnecessarias devem ser compreendidas a partir deles. A
invengdo nao deve ser limitada aos detalhes exatos mostrados e descritos,
uma vez que variagbes 6bvias a um versado na técnica serao incluidas na
invengao definida pelas reivindicacoes.

A menos que de outro modo indicado, todos os niimeros expres-
sando quantidades de componentes, pesos moleculares e outros usados no
relatorio e nas reivindicagbes devem ser compreendidos como sendo modifi-
cados em todos os casos pelo termo "cerca de". Desta maneira, a menos
que de outra maneira indicado o contrario, os parametros numéricos mostra-
dos no relatério e nas reivindicacdes sao aproximacées que podem variar
dependendo das propriedades desejadas que pretendem ser obtidas pela
presente invengdo. No minimo, e n&o como uma tentativa de limitar a doutri-
na de equivalentes do escopo das reivindicagées, cada parametro numérico
deve ser pelo menos considerado & luz do nimero de digitos significantes
relatados e através da aplicacéo de técnicas de arredondamento comuns.

Sem importar que as faixas numéricas e parametros mostrando
0 escopo amplo da invengdo sejam aproximagdes, os valores numeéricos
mostrados nos exemplos especificos sdo relatados o mais precisamente
possivel. Todos os valores numéricos, no entanto, contém inerentemente
uma faixa necessariamente resultante do desvio padrao encontrado em suas
respectivas medicdes de teste.

Todos os cabegalhos sdo para a conveniéncia do leitor e nio
devem ser usados para limitar o significado do texto que segue o cabegalho,

a menos que especificado.
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REIVINDICAGOES

1. Composi¢ao compreendendo:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 92% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:397, contanto
que se o polipeptideo isolado incluir um ou mais aminoacidos adicionais no
terminal amino, o um ou mais aminoacidos adicionais incluam pelo menos
uma delecdo de aminoacido ou pelo menos uma substituicdo de aminoacido
comparado com os aminoacidos 1-26 da SEQ ID NO:399.

2. Composi¢ao compreendendo:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 98% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408, contanto
que se o polipeptideo isolado incluir um ou mais aminoacidos adicionais no
terminal amino, 0 um ou mais aminoacidos adicionais incluam pelo menos
uma delecdo de aminoacido ou pelo menos uma substituicdo de aminoacido
comparado com os aminoacidos 1-5 da SEQ ID NO:415.

3. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, onde a
composicao protege um animal contra provocagao com uma S. aureus sele-
cionada da ATCC 19636 ou ATCC 25904.

4. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 1 ou
reivindicagcdo 2 compreendendo ainda um carreador farmaceuticamente
aceitavel.

5. Composic¢ao de acordo com a reivindicacéo 1, onde o polipep-
tideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 95% de
similaridade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:397.

6. Composicao de acordo com a reivindicagao 1, onde o polipep-
tideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 92% de
similaridade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:397.

7. Composicao de acordo com a reivindicacéo 6, onde o polipep-
tideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 95% de

identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
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NO:397.

8. Composigao de acordo com a reivindicagao 2, onde o polipep-
tideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 98% de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:397.

9. Composicao de acordo com a reivindicacéo 2, onde o polipep-
tideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 98% de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:408.

10. Composicado de acordo com a reivindicagao 1 ou reivindica-
¢ao 2 compreendendo ainda pelo menos um segundo polipeptideo, onde o
segundo polipeptideo € isolavel de uma Staphylococcus aureus quando in-
cubado em meios compreendendo um quelante de ferro e nao-isolavel
quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro.

11. Composicédo de acordo com a reivindicagado 10, onde o se-
gundo polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo
menos 85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido 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
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
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
NO:427, SEQ ID NO:428 ou SEQ ID NO:429.

12. Composigcao de acordo com a reivindicagdo 1 compreenden-
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do ainda pelo menos um segundo polipeptideo, onde o segundo polipeptideo
é isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de metal, ndo € isolavel quando cultivado nos mei-
0s sem 0 quelante de metal e compreende uma sequéncia de aminoacido
tendo pelo menos 85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido de
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. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 12, onde o se-
gundo polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo
menos 85% de identidade com a sequéncia de aminoacido 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. Composigédo de acordo com a reivindicagdo 2 compreenden-
do ainda pelo menos um segundo polipeptideo, onde o segundo polipeptideo
€ isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro, ndo é isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro e compreende uma sequéncia de aminoacido tendo
pelo menos 85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido de qual-
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. Composicao de acordo com a reivindicagao 14, onde o se-
gundo polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo
menos 85% de identidade com a sequéncia de aminoacido 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. Composicado de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindica-
¢ao 2 compreendendo ainda:

um polipeptideo isolado € isolavel 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 combinagao de tais polipeptideos isolados.

17. Método para tratamento de uma infecgdo em um individuo, o
método compreendendo:

administracdo de uma quantidade eficaz de uma composigcao a
um individuo tendo ou sob risco de ter uma infecgdo causada por Staphylo-
coccus spp., onde a composigao compreende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:397.

18. Método para tratamento de um sintoma em um individuo, o
método compreendendo:

administracdo de uma quantidade eficaz de uma composicao a
um individuo tendo uma infec¢gado causada por Staphylococcus spp., onde a
composi¢cao compreende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:397.

19. Método para tratamento de uma infecgdo em um individuo, o
método compreendendo:

administracdo de uma quantidade eficaz de uma composigcao a
um individuo tendo ou sob risco de ter uma infecgdo causada por Staphylo-
coccus spp., onde a composigao compreende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:397.

20. Método para tratamento de uma infeccdo em um individuo, o
método compreendendo:

administracdo de uma quantidade eficaz de uma composicao a
um individuo tendo ou sob risco de ter uma infecgdo causada por Staphylo-
coccus spp., onde a composi¢gao compreende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade

de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408.
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21. Método para tratamento de um sintoma em um individuo, o
método compreendendo:

administrar uma quantidade eficaz de uma composigdo a um in-
dividuo tendo uma infecgdo causada por Staphylococcus spp., onde a com-
posicao compreende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408.

22. Método para tratamento de uma infeccdo em um individuo, o
método compreendendo:

administrar uma quantidade eficaz de uma composicdo a um in-
dividuo tendo ou sob risco de ter uma infec¢gdo causada por Staphylococcus
spp., onde a composicao compreende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408.

23. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17-
22, onde a composigao compreende ainda pelo menos um segundo polipep-
tideo, onde o segundo polipeptideo é isolavel de uma Staphylococcus au-
reus quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro e
nao-isolavel quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro.

24. Método de acordo com a reivindicagao 23, onde o segundo
polipeptideo tem um peso molecular conforme determinado através de ele-
troforese em um gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio de 88 kDa, 55
kDa, 38 kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa.

25. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17-
22, onde a composigao compreende ainda pelo menos um segundo polipep-
tideo compreendendo uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 85%
de similaridade com a sequéncia de aminoacido 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
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
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 reivindicagdes 17-
19, onde a composi¢cao compreende ainda pelo menos um segundo polipep-
tideo, onde o segundo polipeptideo é isolavel de uma Staphylococcus au-
reus quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro, nao
€ isolavel quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro e compreen-
de uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 85% de similaridade
com a sequéncia de aminoacido 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 reivindicagao 26, onde o segundo
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
85% de identidade com a sequéncia de aminoacido 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.

28. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 20-
22, onde a composigao compreende ainda pelo menos um segundo polipep-
tideo, onde o segundo polipeptideo é isolavel de uma Staphylococcus au-
reus quando incubado em meios compreendendo um quelante de ferro, nao
€ isolavel quando cultivado nos meios sem o quelante de ferro e compreen-
de uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos 85% de similaridade

com a sequéncia de aminoacido de qualquer uma da: SEQ ID NO:397, SEQ
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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 reivindicagao 29, onde o segundo
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
85% de identidade com a sequéncia de aminoacido 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 reivindicagdes 17-
22, onde a composi¢ao compreende ainda:

um polipeptideo isolado que ¢é isolavel 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 sédio de 150 kDa, 132 kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50
kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa, 40 kDa, ou

uma combinacgao de tais polipeptideos isolados.

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17-
22, onde o individuo é um mamifero.

32. Método de acordo com a reivindicagao 31, onde o mamifero
€ um humano.

33. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17-
22, onde a Staphylococcus spp. € S. aureus.

34. Método para tratamento de uma infecgdo em um individuo, o
método compreendendo:

administracdo de uma quantidade eficaz de uma composicao a
um individuo tendo ou sob risco de ter uma infecgao causada por Staphylo-
coccus spp., onde a composi¢gao compreende:

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo isolado
tendo pelo menos 80% de similaridade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO:397.

35. Método para tratamento de uma infecgdo em um individuo
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compreendendo:

administragdo de uma quantidade eficaz de uma composigéo a
um individuo tendo uma infec¢gado causada por Staphylococcus spp., onde a
composi¢gao compreende:

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo isolado
tendo pelo menos 80% de similaridade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO:397.

36. Método para diminuicdo da colonizagdo em um individuo, o
método compreendendo:

administrar uma quantidade eficaz de uma composicdo a um in-
dividuo colonizado por uma Staphylococcus spp., onde a composigdo com-
preende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:397.

37. Método para tratamento de uma infecgdo em um individuo, o
método compreendendo:

administrar uma quantidade eficaz de uma composigdo a um in-
dividuo tendo ou sob risco de ter uma infecgdo causada por Staphylococcus
spp., onde a composi¢cdo compreende:

anticorpo que liga especificamente um polipeptideo isolado ten-
do pelo menos 80% de similaridade de sequéncia com a sequéncia de ami-
noacido da SEQ ID NO:408.

38. Método para tratamento de um sintoma em um individuo
compreendendo:

administrar uma quantidade eficaz de uma composi¢do a um in-
dividuo tendo uma infecgdo causada por Staphylococcus spp., onde a com-
posicao compreende:

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo isolado
tendo pelo menos 80% de similaridade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO:408.

39. Método para diminuicdo da colonizagdo em um individuo, o

método compreendendo:
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administrar uma quantidade eficaz de uma composi¢do a um in-
dividuo colonizado por uma Staphylococcus spp., onde a composigao com-
preende:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408.

40. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 34-
39, onde a composi¢cdo compreende ainda anticorpo que se liga especifica-
mente a pelo menos um segundo polipeptideo, onde o segundo polipeptideo
€ isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e nao-isolavel quando cultivado nos meios
sem o quelante de ferro.

41. Método de acordo com a reivindicagao 40, onde o segundo
polipeptideo tem um peso molecular conforme determinado através de ele-
troforese em um gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio de 88 kDa, 55
kDa, 38kDa, 37 kDa, 36 kDa, 35 kDa ou 33 kDa.

42. Método de acordo com a reivindicagao 40, onde o segundo
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido 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 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 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
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 reivindicacdes 34-
36, onde a composi¢cado compreende ainda anticorpo que se liga especifica-
mente a pelo menos um segundo polipeptideo, onde o segundo polipeptideo
é isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro, ndo € isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro e compreende uma sequéncia de aminoacido tendo
pelo menos 85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido 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.

44. Método de acordo com a reivindicagado 43, onde o segundo
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
85% de identidade com a sequéncia de aminoacido 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.

45. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 37-
39, onde a composi¢cdo compreende ainda anticorpo que se liga especifica-
mente a pelo menos um segundo polipeptideo, onde o segundo polipeptideo
é isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro, ndo € isolavel quando cultivado nos meios
sem o quelante de ferro e compreende uma sequéncia de aminoacido tendo
pelo menos 85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido 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
NO:404, SEQ ID NO:405, SEQ DD NO:406 ou SEQ ID NO:407.

46. Método de acordo com a reivindicagdo 45, onde o segundo
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido tendo pelo menos
85% de similaridade com a sequéncia de aminoacido 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 ouSEQ ID NO:407.
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47. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 34-
39, onde a composigao compreende ainda:

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo que é
isolavel de uma S. aureus quando cultivado em meios sem um quelante de
metal e tem um peso molecular conforme determinado através de eletrofore-
se em um gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sddio de 150 kDa, 292
kDa, 120 kDa, 75 kDa, 58 kDa, 50 kDa, 44 kDa, 43 kDa, 41 kDa, 40 kDa; ou

uma combinacgao de tais polipeptideos isolados.

48. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 34-
39, onde o individuo é um mamifero.

49. Método de acordo com a reivindicagcado 48, onde o mamifero
€ um humano.

50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34-
39, onde a Staphylococcus spp. € S. aureus.

51. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34-
39, onde o anticorpo € anticorpo policlonal.

52. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34-
39, onde o anticorpo € anticorpo policlonal.

53. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 34-
39, onde o anticorpo é anticorpo monoclonal.

54. Estojo para detecgdo de anticorpo que se liga especifica-
mente a um polipeptideo compreendendo em recipientes separados:

um polipeptideo isolado tendo pelo menos 80% de similaridade
de sequéncia com a sequéncia de aminoacido da SEQ ID NO:408 ou SEQ
ID NO:397; e

um reagente que detecta um anticorpo que se liga especifica-
mente ao polipeptideo.

55. Método de acordo com a reivindicagao 24 ou 41,

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 88 kDa
tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impresséo digital de massa de um polipeptideo de 88 kDa expres-
so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptideo
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€ isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e nao-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro;

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 55 kDa
tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impressao digital de massa de polipeptideo de 55 kDa expresso
por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636, e onde o polipeptideo é
isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado nos meios com-
preendendo um quelante de ferro e ndo-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro;

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 38 kDa
tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impresséo digital de massa de um polipeptideo de 38 kDa expres-
so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptideo
€ isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e ndo-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro;

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 37 kDa
tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impressao digital de massa de um polipeptideo de 37 kDa expres-
so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptideo
é isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e ndo-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro;

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 36 kDa
tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impresséo digital de massa de um polipeptideo de 36 kDa expres-
so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptideo
€ isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e ndo-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro;

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 35 kDa
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tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impressao digital de massa de um polipeptideo de 35 kDa expres-
so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptideo
é isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e ndo-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro;

onde o polipeptideo isolado com um peso molecular de 33 kDa
tem uma impressao digital de massa de pelo menos 80% de similaridade
com uma impresséo digital de massa de um polipeptideo de 33 kDa expres-
so por Staphylococcus aureus linhagem ATCC 19636 e onde o polipeptideo
€ isolavel de uma Staphylococcus aureus quando incubado em meios com-
preendendo um quelante de ferro e ndo-isolavel quando cultivado em meios
sem o quelante de ferro,

56. Composi¢cao compreendendo:

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo isolado
tendo pelo menos 92% de similaridade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO:397, contanto que se o polipeptideo isolado inclu-
ir um ou mais aminodacidos adicionais no terminal amino, os um ou mais
aminoacidos adicionais incluam pelo menos uma delecdo de aminoacido ou
pelo menos uma substituicido de aminoacido comparado com os aminoaci-
dos 1-26 da SEQ ID NO:399.

57. Composi¢cao compreendendo:

anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo isolado
tendo pelo menos 98% de similaridade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO:408, contanto que se o polipeptideo isolado inclu-
ir um ou mais aminodacidos adicionais no terminal amino, os um ou mais
aminoacidos adicionais incluam pelo menos uma delecdo de aminoacido ou
pelo menos uma substituicido de aminoacido comparado com os aminoaci-
dos 1-5 de SEQ ID NO:415.
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FIG. 1
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*Fe™As bactérias cultivadas na presenca de cloreto férrico (Fe™)
*Dp As bactérias cultivadas na presenga de um quelante de ferro (2,2 dipiridinila (Dp)
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FIG. 2
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FIG. 3

Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando
sobrevivéncia percentual apés vacinacio e
provocacg&o homdloga com S. aureus ATCC 19636
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FIG. 4

Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando
sobrevivéncia percentual apds vacinagao e
provocagdo homdloga com S. aureus ATCC19636
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FIG. 5

Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando

sobrevivéncia p
e provocacgao ho|

ercentual apés imunizacdo passiva
mologa com S. aureus ATCC19636
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FIG. 6

Curva de sobrevivéncia Kaplan-Meier mostrando
sobrevivéncia percentual ap6s imunizacdo passiva
e provocagdo homdloga com S. aureus ATCC19636
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FIG. 7
LETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNY TLYEGNDSFLAGPTEATSKL
WEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKVASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPFK
RSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTD YRKTHNQGVFDAYSREMLNCR
KAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIRL

REELSEQYRALKELKELGQK YGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGAA
MSLGRTSTYLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSGD
PTWVTVSIGGVGIDGRPLYTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKTY
CAKMSIKTSSIQYENDDIMRES Y GDDYGIACCVSAVTIGKQMQFFGARANIAKTLL

. YAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYINSLNVI

HYMHDK YSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK YAQVKPIRNEEG
LVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHK TYRDSEHTMSVLTIT
SNVVYVKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCKD
GISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLIDAMEHP
EEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM
(SEQ ID NO:353) |

FIG. 8

MLETNKNHATA WQGFKNGRWNRHVDVREFIQLN YTL YEGNDSFLAGPTEATSK

LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTK VASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPF

KRSMQPFGGIRMAKAACEA YGYELDEETEKIFTDYRK THNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR

LREELSEQYRALKELKELGQKY GFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA

AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKI RIVKFARTPD YNELFSG

DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRES YGDD YGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGYVYINSIN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK YAQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHK TYRDSEHTMSVLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTESIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLIDAME

HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:354)
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FIG. 9
MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTK VASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPF

- KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTHNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGV YINSLN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSATK YAQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHK TYRDSEHTMS VLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTRHESM
(SEQ ID NO:355)

FIG. 10
MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKVASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRK THNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDA YGRGRIIGDYRRVALYGVDF LMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGF DLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIY AERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSF RFLHSLDNLGPAPEPNLTVI,WSVRI:PDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFF GARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGV YINSLN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLS VAADSLSAIKYAQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHKTYRDSEHTMS VLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTESIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM
(SEQ ID NO:356)
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FIG. 11

MILETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTL YEGNDSFLAGPTEATSK.
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKVASTITSHDAGYLDKD LETIVGVQTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTD YRK THN! QGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYINSLN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK YAQVKPIRNEE
GLVVDFE[EGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRS}H(TYRDSEHTMSVLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK.
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:357)

FIG. 12
MLETNKNHATA WQGFKNGR WNRHVDVREFIQLNYTL YEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKVASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRK THNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMS TEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAATIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIIDHFIMKLRIVKRARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESY GDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYINSLN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK Y AQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHKTYRDSEHTMSVLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVENRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM
(SEQ ID NO:358)
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FIG. 13

MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLN YTL YEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKVASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPF
. KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRK THNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLY TKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT |
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRES YGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGY YINSLN
VIHYMHDK YSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK YAQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHK TYRDSEHTMS VLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNL TSMLDGY AMQCGHHLNINVFNRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM
(SEQ ID NO:359)

FIG. 14
MLETNKNHATA WQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK.
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTK VASTITSHDAGYLDKDLETIVGY QTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKA ACEAYGYELDEETEKIFTDYRK THNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWL YLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRES YGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDOMMDWLAGVYINSLN
VIHYMHDK YSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK Y AQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHK TYRDSEHTMSVLTI
TSNVVYGKK TGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHLNINVFNRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM
(SEQ ID NO:360)
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FIG. 15 |
MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTL YEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTK VASTITSHDAGYL DKDLETIVGVQTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKAACEA YGYELDEETEKIFTDYRK THNQGVFDA YSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKEI KELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLESLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIK TSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYINSLN
VIHYMHDK YSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLS VAADSLSAIK Y AQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHKTYRDSEHTMSVLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDONRNLTSMLDGYAMQCGHILNINVENRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM
(SEQ.ID NO:361)

FIG. 16

MLETNKNHATAWQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKVASTITSHDAGYLDKDLETIVGVQTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKAACEAYGYELDEETEKIFTDYRKTHNQGVFDA YSREMINC
RKAGVITGLPDAYGRGRIGDYRRVALYGVDFLMEEKMHDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQKYGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYABRDLKAGVITESEVQENDHFIMKLRIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGVGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQ YENDDIMRES YGDD YGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGV YINSLN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLS VAADSLSAIK Y AQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHK TYRDSEHTMS VLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQKGALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHI NINVFNRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SBQ ID NO:362)
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FIG. 17

MLETNKNHATA WQGFKNGRWNRHVDVREFIQLNYTLYEGNDSFLAGPTEATSK
LWEQVMQLSKEERERGGMWDMDTKYV ASTITSHDAGYLDKDLETIVGYQTEKPF
KRSMQPFGGIRMAKAACEA YGYELDEETEKIFTD YRK THNQGVFDAYSREMLNC
RKAGVITGLPDAYGRGRIIGDYRRVALYGVDFLMEEKMEDFNTMSTEMSEDVIR
LREELSEQYRALKELKELGQK YGFDLSRPAENFKEAVQWLYLAYLAAIKEQNGA
AMSLGRTSTFLDIYAERDLKAGVITESEVQEIDHFIMKI RIVKFARTPDYNELFSG
DPTWVTESIGGYGIDGRPLVTKNSFRFLHSLDNLGPAPEPNLTVLWSVRLPDNFKT
YCAKMSIKTSSIQYENDDIMRESYGDDYGIACCVSAMTIGKQMQFFGARANLAKT
LLYAINGGKDEKSGAQVGPNFEGINSEVLEYDEVFKKFDQMMDWLAGVYINSLN
VIHYMHDKYSYERIEMALHDTEIVRTMATGIAGLSVAADSLSAIK YAQVKPIRNEE
GLVVDFEIEGDFPKYGNNDDRVDDIAVDLVERFMTKLRSHKTYRDSEHTMSVLTI
TSNVVYGKKTGNTPDGRKAGEPFAPGANPMHGRDQK GALSSLSSVAKIPYDCCK
DGISNTFSIVPKSLGKEPEDQNRNLTSMLDGYAMQCGHHI NINVENRETLIDAME
HPEEYPQLTIRVSGYAVNFIKLTREQQLDVISRTFHESM

(SEQ ID NO:363)

FIG. 18

KKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYGGSMSAESMIYEPLVRNTEDGIKPLLAKKWG
VSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPFDADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDN
VKVKDKYTVELNLKEAYQPALAELAMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGT
GPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWGEKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETN
FAFTDDGGTDSLDKDSLKQLKDTGDYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDK
TVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQEKPATQLFAKNVTDINFDMPTRKYDLKKAESL
LDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNLEMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIK
LNINGETSDKIAERRTSGDYDLMFNQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGMKVQHQAL
RIKIKYTTALMTHLKSKTVKSVQTLIK TFNKLMMK VSLSLFHTVVQLLRRKIKKY
HSHNHSTNYHSMKCSIN

(SEQ ID NO:364)

FIG. 19
MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLYRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF
DADAVEKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL



11/112

AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQY WG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDSAVSDK TVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRKYDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMY YDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIABRRTSGD YDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKTYNSIDDAFKIQNGKERSDA
YKNILKQVNDEGTFIPISHGSMTVVAPKDI.EKVSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:365) |

FIG. 20

MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTTF
DADAVKKNIDAVQQNKKLHSWILKISTLIDNVKVKDK YTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKK GETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
- DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDK TVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRK YDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGD YDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDA
YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEK VSFTQSQYELPENEMQYK
(SEQ ID NO:366)

FIG. 21

MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKK WDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF

DADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
EXKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMLYVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNYTDINFDMPTRK YDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMY YDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGDYDLMF
NQTWGLL YDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDA

YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEKVAFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:367)
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FIG. 22
MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPL VRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF
DADAVKKNIDAVQQNKKLHSWLKISTLIDNVKVKDK YTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKK GETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRK YDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMYYDK.GSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERR TSGD YDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSGA:
YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEK VSFTQSQYELPFNEMQYK
(SEQ ID NO:368)

FIG. 23
MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF
DADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAXNVTDINFDMPTRKYDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGDYDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDA
YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVV APKDILEKVSFTQSQYELPFNEMQ YK
(SEQ ID NO:369)

FIG. 24
MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTTF
DADAVKEKNIDAVQONKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFENGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
EKSKINKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRKYDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL



131112

EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGDYDLME
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDA
YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEK VSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:370)

FIG. 25

MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKK WDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF

DADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVK VKDKYTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
BKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKK GETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRK Y DLKK AESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMY YDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGD YDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDA

YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEKVSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:371)

FIG. 26
MRKLTKMSAMLLTSGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF
DADAVEENIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQYWG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRKYDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGD YDLMFE
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDA.
YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEKVSFTQSQYELPFNEMQYK
(SEQ ID NO:372)

FIG. 27

MREKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF
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DADAVKKNIDAVQENKKLHSWLKISTLIDNVKVKDK YTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQY WG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG

DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRK YDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMY YDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERRTSGDYDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKEKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSDAY
KNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEKVSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQ ID NO:373)

FIG. 28

MRKLTKMSAMLLASGLILTGCGGNKGLEEKKENKQLTYTTVKDIGDMNPHVYG
GSMSAESMIYEPLVRNTKDGIKPLLAKKWDVSEDGKTYTFHLRDDVKFHDGTPF
DADAVKKNIDAVQQNKKLHSWLKISTLIDNVKVKDKYTVELNLKEAYQPALAEL
AMPRPYVFVSPKDFKNGTTKDGVKKFDGTGPFKLGEHKKDESADFNKNDQY WG
EKSKLNKVQAKVMPAGETAFLSMKKGETNFAFTDDRGTDSLDKDSLKQLKDTG
DYQVKRSQPMNTKMLVVNSGKKDNAVSDKTVRQAIGHMVNRDKIAKEILDGQE
KPATQLFAKNVTDINFDMPTRK YDLKKAESLLDEAGWKKGKDSDVRQKDGKNL
EMAMYYDKGSSSQKEQAEYLQAEFKKMGIKLNINGETSDKIAERR TSGDYDLMF
NQTWGLLYDPQSTIAAFKAKNGYESATSGIENKDKIYNSIDDAFKIQNGKERSGA
YKNILKQIDDEGIFIPISHGSMTVVAPKDLEK VSFTQSQYELPFNEMQYK

(SEQID NO:374)

FIG. 29
SSDSKDKETTSIKHAMGTTEH(GKPKRVVTLYQGATDVAVSLGVK_PVGAVESWT
QKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNLEEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPT
VSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKEAEDLLKKYDDKVAAFQEDAKAKYKDAW
PLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEILNDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESI
PLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKKTESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEIL
TWNLAGGYKSSLKLIDDLYEKLNIEKQSK
(SEQ ID NO:375)
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FIG. 30
MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQRPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAK YKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVENNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK
(SEQ ID NO:376)

FIG. 31

MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVILYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAK YKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGG YKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK

(SEQ ID NO:377)

FIG. 32

MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDSKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPKR
VVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNLE
EISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLEKYDDKVAAFQKDAKAK YKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK

(SEQ ID NO:378)

FIG. 33
MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE



16/112

AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVEKK -
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLYEKILNIE
KQSK

{(SEQ ID NO:379)

FIG. 34

MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK.
RVVILYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASK VRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGG YK SSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK

(SEQ ID NO:380)

FIG. 35 A
MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKEK
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGG YKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK

" (SEQ ID NO:381)

FIG. 36

MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTRLMGKALGKEKE
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGG YKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK  (SEQIDNO:382)
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FIG. 37
MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEY[KNDLKDTKIVGQEFAPNL '
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE '
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAK YKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAAL VKK
TESEWTSSKEWKNLDAVENNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK
(SEQ ID NO:383)

FIG. 38 _‘
MNKVIKMLVVTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIKGKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVEPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLKK YDDKVAAFQKDAKAKYKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVEKNNQVSDDLDEITWNLAGGYKSSLKLIDDL YEKLNIE
KQSK
(SEQ ID NO:384)

FIG. 39

MNKVIKMLVYTLAFLLVLAGCSGNSNKQSSDNKDKETTSIKHAMGTTEIK GKPK
RVVTLYQGATDVAVSLGVKPVGAVESWTQKPKFEYIKNDLKDTKIVGQEPAPNL
EEISKLKPDLIVASKVRNEKVYDQLSKIAPTVSTDTVFKFKDTTKLMGKALGKEKE
AEDLLKKYDDKVAAFQKDAKAK YKDAWPLKASVVNFRADHTRIYAGGYAGEIL
NDLGFKRNKDLQKQVDNGKDIQLTSKESIPLMNADHIFVVKSDPNAKDAALVKK
TESEWTSSKEWKNLDAVKNNQVSDDLDEITWNLAGG YKSSLKLIDDLYEKLNIE
KQSK

(SEQ ID NO:385)

FIG. 40
KESSTKDTISVKDENGTVKVPKDAKRIVVLEYSFADALAALDVKPVGIADDGKKK.
RIKPVREKIGDYTSVGTRKQPNLEEISKLKPDLIIADSSRHKGINKELNKIAPTLSLK
SFDGDYKQNINSFKTIAKALNKEKEGEKRLAEHDKLIKK YKDEIKFDRNQKVLPA
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VVAKAGLLAHPNYSYVGQFLNELGFKNALSDDVTKGLSKYLKGPYLQLDTEHLA
DLNPERMIIMTIDNAKKDSAEFKKLQEDPTWKKLNAVKNNRVDIVDRDVWARSR
GLISSEEMAKELVELSKKEQK

(SEQ ID NO:386)

FIG. 41

MEKKLLLPLIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA

PTYAGGLKXLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGD GDVEKVAKEKPDLII
VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWE
ETI‘AKDGKEIK.KAIG,QDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAF GLKMQP
EQQKLTARAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWEKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:387)

FIG. 42

MKKLLLPLIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKS YKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA

PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEK VAKEKPDLII

VYSTDKDIKK YQKVAPTVVVDYNKHK YLEQQEMLGKIVGKEDK VKA WKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP
EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEK YAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:388)

FIG. 43

MKKLLLPLIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKS YKMDDGK TVDIPKDPKRIAVVA.
PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDIEKVAKEKPDLITV
YSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHK YLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWEE
TTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQARGLKMQPE
QQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:389)
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FIG. 44

MKKLLLPLIIMLI, VLA ACGNQGEKNNKAETKS YKMDDGK TVDIPKDPKRIAVVA

PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEK VAKEKPDLII

VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHK YLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP
FQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDEMRKDLKEKLIKAAK '

(SEQ ID NO:390) '

FIG. 45

MKKLLLPLIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA
PTYAGGLEKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTRIGDGDVEKVAKEKPDLII
VYSTDKDIKK YQKVAPTVVVDYNKHK YLEQQEMLGKIVGKEDK VKA WKKDWE
BTTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP |
EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK '
(SEQ IDNO:391)

FIG. 46

MKKLLILPLIMLLYVLAACGNQGEKNNKAETKS YKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA

PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSK VLKDKFKGVTKIGDGDVEKVAKEKPDLII

VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHK YLEQQEMLGKIVGKEDK VKA WKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP
BQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKY AGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK

(SEQ ID NO:392)

FIG. 47
MKKLLLPLIMLLYLAACGNQGEKNNKAETKS YKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA
PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEK VAKEKPDLII
VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP
EQQKLTAKAGWAEVKQREEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK
(SEQ ID NO:393)
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FIG. 48
MKKLLLPLOIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKSYKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA
PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEKVAKEKPDLII
VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP
EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK
(SEQ ID NO:394)

FIG. 49
MKKLLLPLI[MLLVLAACGNQGEKNNKAE’IKSYKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA
PTYAGGLEKLGANIVAVNQ QVDQSKVLKDKF KGVTKIGDGDVEKVAKEKPDLII
VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLFDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMQP
EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDFMRKDLKEKLIKAAK
(SEQ ID NO:395) -

FIG. 50
MEKLLLPLIMLLVLAACGNQGEKNNKAETKS YKMDDGKTVDIPKDPKRIAVVA
PTYAGGLKKLGANIVAVNQQVDQSKVLKDKFKGVTKIGDGDVEKVAKEKPDLII
VYSTDKDIKKYQKVAPTVVVDYNKHKYLEQQEMLGKIVGKEDKVKAWKKDWE
ETTAKDGKEIKKAIGQDATVSLEDEFDKKLYTYGDNWGRGGEVLYQAFGLKMOQP
EQQKLTAKAGWAEVKQEEIEKYAGDYIVSTSEGKPTPGYESTNMWKNLKATKEG
HIVKVDAGTYWYNDPYTLDEMRKDLKEKLIKAAK
(SEQ ID NO:396)

FIG. 51
TEEKTEMTTIKDELGTEKIKKNPKRVVVLEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSSKN
ITKSVRDKIGAYESVGSRSQPNMEVISKLKPDLITADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLV
SGTGDYNANIEAFKTVAKAVGREKEGEKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFALG
ISRAGMFINNEDTFMGQFLIKMGIQPEVTKDKTAHVGERKGGPYIYLNNEELANIN
PKVMILATDGK TDKNRTKFIDPAVWKSLKAVKDNKYVYDVDRNKWLKSRGIIASE
SMAEDLEKIAEKAK
(SEQ ID NO:397)
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FIG. 52

, MBVISKLKPDLIIADVNRH]UGKSELSKLAPTMVSGTGbmAmEAFKWAKAV
GKEKEGEKRLEKHDKLLAEIRKKJEQSTLKSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLIK
MGIQPEVTKDKTMHVGERKGGPYIYLNNEELANINPK VMILATDGKTDKNRTKFI
DPAVWKSLKAVKDNKVYDVDRNKWLKSRGIIASESMAEDLEKIAEKAK
(SEQ ID NO:398) '

FIG. 53
MNRNIVKLVVFMLILVVAVAGCGQKDTEEKTEMTTIKDELGTEKIKKNPEKRVVV
LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTKNITKSVRDKIGAYESVGSRPQPNMEVISK
LKPDLIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGD YNANIEAFKTVAKAVGKEKEG
EKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGMI‘INNEDTFMGQFLIKMGIQPE
VTKDKTTHVGERKGGPYTYLNNEELANINPKVMILATDGKTDKNRTKFIDPAVW
KSLKAVKDNKVYDVDRNK WLKSRGIIASESMAEDLEKIAEKAK
(SEQ ID NO:399)

FIG. 54 .
MNRNIVKLVVEMLILVVAVAGCGQKDTEEK TEMTTIKDELGTEKIKKNPKRIVVL
EYSFADYLAALDMEKPVGIADDGSTKNITKSVRDKIGA YESVGSRPQPNMEVISKL
KPDLIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVAK AVGKEKEGE
KRILEKHNKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLIKMGIQPEV
TKDKTAHVGERKGGPYTYLNNEELANINPK VMILATNGKTDKNRTKFIDPAVWKS
LKAVKDNKVYDVDRNKWLQSRGIMASESMAEDLEKIAEKAK |
(SEQ ID NO:400)

FIG. 55
MNRNIVKLVVFMLILVVAVAGCGQKDTEEKTEMTTIKDELGTEKIKKNPKRVVV
LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSSKNITKSVRDKIGAYESVGSRPQPNMEVISKL
KPDLIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVAKAVGKEKEGE
KRLEKHDXKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLLKMGIQPEV
TKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPKVMILATDGKTDKNRTKFIDPAVWKS
LKAVKDNKVYDVDRNKWLKSRGIIASESMAEDLEKIAEKAK
(SEQ ID NO:401)
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FIG. 56

MNRNIVKLVVEMLILVVAVAGCGQKDTEEK TEMTTIKDELGTEKIKKNPKRVVV
LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTKNITKSVRDKIGA YESVGSRPQPNMEVISK
LKPDLIIADVSRHKKIKSETSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFK TVAKAVGKEKEG
EKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLIKMGIQPE
VTKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPK VMILATDGK TDKNRTKFIDPAVW
KSLKAVKDNKYVYDVDRNKWLKSRGIIASESMAEDLEKIAEK AK

(SEQ ID NO:402)

FIG. 57

MNRNIVKLVVFMLILVVAVAGCGQKDTEEK TEMTTIKDELGTEKIKKNPKRVVV
LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTRNITKS VRDKIGAYESVGSRPQPNMEVISK
LKPDLIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVAKAVGKEKEG
EKRLEKHDKILAFIRKKIEQSTLKSAFAFGISR AGMFINNEDTFMGQFLIKMGIQPE
VTKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPKVMILATDGKTDKNRTKFIDPAVW
KSLKAVKDNKVYDVDRNKWLKSRGIIASESMAEDLEKIAEKAK

(SEQ ID N0:403)

FIG. 58
MTTIKDELGTEKIKKNPKRVVVLEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTKNITKSVR
DKIGAYESVGSRPQPNMEVISKLKPDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGD
YNANIEAFKTVAKAVGKEKEGEKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAG
MFINNEDTFMGQFLIKMGIQPEVTKDKTTHVGERKGGP YIYLNNEELANINPKVMI
LATDGKTDKNRTKFIDPAVWEKSLKAVKDNKVYDVDRNKWLKSRGIIASESMAED
LEKIAEKAK

(SEQ ID NO:404)

FIG. 59

MNRNIVKLVVFMLILVVAVAGCGQKDTEEKTEMTTIKDELGTEKIKKNPKRVVV
LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTKNITKSVRDKIGAYESVGSRPQPNMEVISK
LKPDLIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVAKAVGKEKEG
EKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLIKMGIQPE
VTKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPK VMILATDGK TDKNRTKFIDPAVW
KSLKAVKDN'KVYDVDRNKMKSRGHASESMAEDLEKIAEKAK

(SEQ ID NO:405) )



23/112

FIG. 60

MTTIKDELGTEKIKKNPKRVVVLEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSTKNITKSVR
DKIGAYESVGSRPQPNMEVISKLKPDLIIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGD

YNANIEAFKTVAKAVGKEKEGEKRLEKHDKILAEIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAG
MFINNEDTFMGQFLIKMGIQPEVTKDK TTHVGERKGGPYTYLNNEELANINPK VMI
LATDGKTDKNRTKFIDPAVWEKSLKAVEDNKVYDVDRNK WLKSRGIIASESMAED
LEKIAERKAK

(SEQ ID NO:406)

FIG. 61

MNRNIVKLVVEMLILVVAVAGCGQKDTEEK TEMT TIKDELGTEKIKKNPKRVVY
LEYSFADYLAALDMKPVGIADDGSSKNITKSVRDKIGAYESVGSRPQPNMEVISKL,
KPDLIADVSRHKKIKSELSKIAPTIMLVSGTGDYNANIEAFKTVAKAVGKEKEGE
KRLEKHDKILABIRKKIEQSTLKSAFAFGISRAGMFINNEDTFMGQFLLKMGIQPEV
TKDKTTHVGERKGGPYIYLNNEELANINPK VMILA TDGKTDKNRTKFIDPAVWKS
LKAVKDNKVYDVDRNKWLKSRGIASESMAEDLEKIAEKAK

(SEQ ID NO:407)

FIG. 62
GSDDNGSSKSPYHRIVST_;MPSNTEILYELGLGKYIVGVSTVDDYPKDVKKGKKQF
DALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATANKVLSSLEKQGIKVVYVKDAQSIDETY
NTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNIDKVIDSIPAHHKKSKVFIEVSSKPEIYTAG
KHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPVTKESIIKKNPDILISTEAKTRSD YMDIIKK
RGGFNKINAVEKNTRIEVVNGDEVSRPGPRIDEGLKELRDAIYRK
(SEQ ID NO:408)

FIG. 63

MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKDNDKQGSDDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEIL YEL
GLGKYIVGVSTVDDYPKDVEKKGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATA
NKVLSSLEKQGIKVVYIKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNIDK
VIDSIPAHHKKSK VFIEVSSKPEIY TAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPVT
KESIKKNPDILISTEAKTRSD YMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:409)
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FIG. 64
MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKDNDKQGSDDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEIL YEL
GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKEGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATA
NKVLSSLEKQGIKVVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHK K SK VFIEVSSKPEIY TAGKHTFFNDMLEKLEAQNV YSDINGWNPV
TKESIKKNPDILISTEAKTRSD YMDIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK
(SEQ ID NO:410)

FIG. 65
MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKDNDKQGSDDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEIL YEL
GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKKGKK QFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATA
NKVLSSLEKQGIKVYVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHEKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHKKSKVFIEVSSKPEIYTAGKHTFFNDMLEKLEAQNV YSDINGWNPV
TKESIKKNPDILISTEAKTRSD YMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEV VNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK
(SEQ ID NO411)

FIG. 66

MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKDNDKQGSNDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEILYEL

GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKEGKKQFDALNLNKEELLKEKPDLILAHESQKATA

NKVLSSLEKQGIKVVYVKDAQSH)ETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHKKSKVFIEVSSKPEIY TAGKHTFFNDMLEKIL EAQNVYSDINGWNPV
TKESIIKKNPDILISTEAKTRSDYMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK '

(SEQ ID NO:412)

FIG. 67

MKKSLIAFILIFMLYLSGCGMKDNDKQGSNDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEIL YEL
GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKKGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATA
NKVLSSLEKQGIKVVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHKK SKVFIEVSSKPEIY TAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPV
TKESIKKNPDILISTEAK TRSDYMDIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:413)
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FIG. 68

MKXSLIAF ILIFMLVLSGCGMKDNDKQGSDDNGSSKSPYIRNSLWSNTEEYEL
GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKEGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATA
NKVLS SLEKQGIKVVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHKKSK VFIEVSSKPEIY TAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPV
TKESIKKNPDILISTEAKTRSDYMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK ‘

(SEQ ID NO:414)

FIG. 69

MKDNDKQGSNDNGSSKSPYHRNSLMI’SNTEILYELGLGKYIV GVSTVDDYPKDV
KKGKKQFDALNLNKEELLK AKPDLILAHESQKATANKVLSSLEKQGIKVVYVKD
AQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNIDK VIDSIPAHHKK SKVFIEVSS
KPEIYTAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPVTKESIIKKNPDILISTEAKTRS
DYMDIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGPRIDEGLKELRDAIYRK

(SEQ ID NO:415) ’

FIG. 70
MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKDNDKQGSNDNGSSK SPYHRIVSLMPSNTEIL YEL
GLGKYIVGYSTVDDYPKDVKKGKK QFDALNLNKEELL K AKPDLILAHESQKATA
NKVLSSLEKQGIKVVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHKKSKVEFIEVSSKPETY TAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPV
TKESIKKNPDILISTEAKTRSDYMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
RIDEGLKELRDAIYRK : |
(SEQ ID NO:416)

FIG. 71
MKDNDKQGSNDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEIL YELGLGK YIVGVSTVDDYPKDV
KKGKKQFDALNLNKEELLKAKPDLILAHESQKATANKVLSSLEKQGIKVVYVKD
AQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNIDK VIDSIPAHHKKSKVFIEVSS
KPEIYTAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPVTKESIKKNPDILISTEAKTRS
DYMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGPRIDEGLKELRDATYRK
(SEQ ID NO:417)
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FIG. 72
MKKSLIAFILIFMLVLSGCGMKDNDK QGSNDNGSSKSPYHRIVSLMPSNTEILYEL
GLGKYIVGVSTVDDYPKDVKEGKKQFDALNLNKEELLKEKPDLILAHESQKATA
NKVLSSLEKQGIK VVYVKDAQSIDETYNTFKQIGKLTHHDKQAEQLVEETKDNID
KVIDSIPAHHKKSK VFIEVSSKPEIYTAGKHTFFNDMLEKLEAQNVYSDINGWNPV
TKESIKKNPDILISTEAKTRSDYMDIIKKRGGFNKINAVKNTRIEVVNGDEVSRPGP
R IDEGLKELRDAIYRK
(SEQ ID NO:418)

FIG. 73
SDKSNGKLKVVTINSILYDMAKNVGGDNVDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLT
DADVILYNGLNLETGNGWFEKALEQAGKSLKDKKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNK
DKQDPHAWLSLDNGIKYVKTIQQTFIDNDKKHKADYEKQGNK YIAQLEKLNNDS
KDKFNDIPKEQRAMITSEGAFKYFSKQYGITPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFV
KKHKLKHLLVETSVDKKAMESLSEETKKDIFGEV Y TDSIGKEGTKGDS Y YKMMK
SNIETVHGSMK
(SEQ ID NO:419)

FIG. 74
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDN
VDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEK ALEQAGK
SLKDKKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNKDKQDPHAWLSLDNGIK Y VK TIQQTFIDND
KKHKAD YEKQGNK YIAQLEKLNNDSKDKFNDIPK EQRAMITSEGAFK YFSKQYGI
TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKK AMESLSEETKKD
IFGEVYTDSIGKEGTKGDS Y YKMMKSNIETVHGSMK “

(SEQ ID NO:420)

FIG. 75
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDN
VDIHSIVPVGQDPHEYEVEPKDIKKLTDADVIL YNGLNLETGNGWFEKALEQAGK
SLXDKKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNKDKQDPHA WLSLDNGIK Y VK TIQQTFIDND
KKHKADYEKQGNK YIAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFK YFSKQYGI
TPGYTWEINTEKQGTPEQMROQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKK AMESLSEETKKD
IFGEVYTDSIGKEGTKGDSY YKMMKSNIETVHGSMK.

(SEQ ID NO:421)
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FIG. 76
MKKILVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTINSILYDMAKNVGGDN
VDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVIL YNGLNLETGNGWFEKALEQAGK
SLKDKKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNKDKQDPHAWLSLDNGIKY VK TIQQTFIDND
KKHKADYEKQGNK YTAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFK YFSKQYGI
TPGYTWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLL VETSVDKKAMESLSEETKKD

. IFGEVYTDSIGKEGTKGDSY YKMMKSNIETVHGSMK
(SEQ ID NO:422)

FIG. 77

MEKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDN

VDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEKALEQAGK
SLKDKKVIAVSKDVK PIYLNGEEGNKDK QDPHA WLSLDNGIK Y VKTIQQTFIDND
KKHKADYEKQGNK YTAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFK YFSKQYGI
TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFW(K}H(LK}ELVETSVDKKARIESLSEETKKD
IFGEVYTDSIGKEGTKGDSY YKMMKSNIETVHGSMK

(SEQ ID N0:423)

FIG. 78
MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDN
VDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEKALEQAGK
SLKDKKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNKDKQDPHAWILSLDNGIK YVKTIQQTFIDND
KKHKADYEKQGNKYIAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFK YFSKQYGI
TPGYIWEINTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKKAMESLSEETKKD
IFGEVYTDSIGKEGTKGDSY YKMMKSNIETVHGSMK
(SEQ ID NO:424)

FIG. 79

MKKLVPLLLALLLLVAACGTGGKQSSDKSNGKLKVVTTNSILYDMAKNVGGDN

VDIHSIVPVGQDPHEYEVKPKDIKKLTDADVILYNGLNLETGNGWFEKALEQAGK
SLKDKKVIAVSKDVKPIYLNGEEGNKDKQDPHAWLSLDNGIKYVKTIQQTFIDND
KKHKADYEKQGNK YIAQLEKLNNDSKDKFNDIPKEQRAMITSEGAFK YFSKQYGI
TPGYIWE]NTEKQGTPEQMRQAIEFVKKHKLKHLLVETSVDKKAMESLSEETKKD
IFGEVYTDSIGKEGTKGDSY YKMMKSNIETVHGSMK

(SEQ ID NO:425)
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FIG. 84
TTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATGGAA
GATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACACTCTT
TATGAAGGTAATGATTCATTTTITAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTAAACT
TTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGGCATG
TGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTGGTTA
TTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCATTCA
AACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTGTGAA
GCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATTATCG
TAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTGAACT
GCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGGACGT
ATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTITATATGGTGTAGATTTCTTAATGGAA
GAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGATGTAA
TTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATTAAAA
GAACTTGGGCAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAACTTCAA
AGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGAACAAA
ACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATACTTAGATATCTATGCT
GAACGTGACCTTAAAGCAGGTGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGAAATTAT
TGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTITGCTCGTACACCTGATTA
CAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGTATCTATCGGTGGTG
TAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCTTACACT

' CATTAGATAACTTAGGTCCAGCACCAGAACCAAACTTAACAGTATTATGGTCA
GTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTATTAAAAC
AAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATGGCGATG
ACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGGTGACAATTGGTAAACAAATGCAA
TTCTTCGGTGCACGTGCGAACATAGCTAAAACATTACTTTACGCTATCAATGG
TGGTAAAGATGAAAAGTCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAGGTATTA
ACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAAATGAT
GGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTACATGCA
CGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGAAATTG
TACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACTCATTA
TCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGTCTTGT
AGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGACGACC
GTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTATGACTAAATTACGT
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AGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACAATTAC
TTCAAACGTTGTATACGTTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGACGTAAA
GCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGACCAAA
AAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTGCTGTA
AAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAAAGAA
CCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCAATGCA
ATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAATAGATG
‘CAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTGGTTAC
GCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAGTTAGATGTAATTICTCGT
ACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:430)

FIG. 85

ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATITTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTITAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGTGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGAA
ATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACCT
GATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCGG
TGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTITCTT
ACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCACCAGAACCAAACTTAACAGTATTAT
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GGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTATT
AAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATGG
CGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAAA
TGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATCA
ATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGCGCACAAGTTGGTCCAAACTICGAAGG
TATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAAA
TGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTACA
TGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGAA
ATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACTC
ATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGTC
TTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGAC
GACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTATGACTAAATT
ACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACAA
TTACT TCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGACGT
AAAGCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGACC
AAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTGCT
GTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAAA
GAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCAAT
GCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAAC GTATTTAACCGTGAAACATTAATAG
ATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTGGT
TACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAATTTCT
CGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:431)

FIG. 86

ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTITATCCAATTAAACTACAC
TCTTITATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TICAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
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AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCT'ITATATGGTGTAGATTTCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTA CCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGCGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTITACGCAAT
CAATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAA
GGTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCA
AATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTA
CATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAG
AAATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGAC
TCATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGG
TCTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATG
ACGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTAAA
TTACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAAC
AATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGA
CGTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGA
CCAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTG
CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTA
AAGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGC
AATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAA
TAGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTITAACAATCCGTGTATCT
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GGTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAAT
TTCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA
- (SEQ ID NO:432)

FIG. 87

ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTITACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTITACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGGCGTGG
ACGTATT‘ATCGGTGACTA{I’CGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTITAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGTG'I"I‘ATTACTGA_AAGCGA_AGT TCAAGAA
ATTATTGACCACTTCATCATGAAA'ITACGTA'ITGTTAAATTTGCTCGTACACCT
GATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCGG
TGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCTT
ACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCACCAGAACCAAACTTAACAGTATTAT |
GGTCAGTACGTTTACCAGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTATT
AAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATGG
CGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAAA
TGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATCA
ATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAGG
TATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAAA -
TGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTITACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTACA
TGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGAA
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ATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACTC
ATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGTC
TTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGAC
GACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTATGACTAAATT
ACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACAA
TTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGACGT
AAAGCTGGCGAACCATTIGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGACC
AAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATTCCTTACGATTGCT
GTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAAA
GAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCAAT
GCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAATAG
ATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTGGT
TACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAATTTCT
CGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:433)

FIG. 88

ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
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AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC
AATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAG
GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAA
ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC
ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA
AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACT
CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT
CTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGA
CGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTATGACTAAAT
TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACA
ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGAC
GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGA
CCAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCITACGATTG
CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTA
AAGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGC
AATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTITAACCGTGAAACATTAA
TAGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCT
GGTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAAT
TTCTCGTACATTCCATGA AAGTATGTAA

(SEQ ID NO:434)

FIG. 89 A
ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTITAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
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GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCA_ATGCAACCATTCGGTGGTATI‘CGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTITG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACT GGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATITCTTAAT
GGAAGAA.AAAATG‘CACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAA:AAGAATI‘
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGA.ACGTGAC CTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACA(_—\GTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC
AATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAG
GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAA
ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC
ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA
AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACT
CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT
CTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGA
CGACCGTGTAGATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTAAAT
TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACA
ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGAC
GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGAC
CAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTGC
TGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAA
AGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCA
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ATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAAT
AGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTG
GTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAATT
TCICGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:435)

FIG. 90
ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATI‘AAAC TACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGG’CGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTICGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATITCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTT AAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTICT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGCGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGITGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCAAT .
CAATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAA
GGTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCA
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) AATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTA
CATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAG
AAATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGAC
TCATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGG
TCTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATG
ACGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTAAA
TTACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAAC
AATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGA
CGTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGA
CCAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTG
CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTA
AAGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGC
AATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATITAACCGTGAAACATTAA
TAGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCT
GGTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAAT
TTCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA
(SEQ ID NO:436)

FIG. 91
ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG

| CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTIG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG

. ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
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ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA

. AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC
AATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAG
GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAA
ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC
ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA
AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTITATCAGTAGCAGCTGACT
CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT
CTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGA
CGACCGTGTAGATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTAAAT
TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACA
ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGAC
GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGAC
CAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTGC
TGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAA
AGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCA
ATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAAT
AGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTG
GTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAATT
TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:437)

FIG. 92
ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA



-
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AACTTTGGGAACAAGTAATGCAG'I'IATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTICTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAAITC'ITCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACA'ITACTTTACGCTATC
AATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTIGGTCCAAACTTCGAAG
GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAA
ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC
ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA
AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACT
CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT
CTTGTAGTAGACTITGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGA
CGACCGTGTAGATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTAAAT
TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACA
ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGAC
GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGAC
CAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTGC
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TGTAAAGATGGTATTTCAAATACATICAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAA
AGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCA
ATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAAT
AGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTG
GTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAATT
TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA |

(SEQ ID NO:438)

FIG. 93

ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG
GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC
TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG
CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG
TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTITACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTITACCTGATGCATACGGACGTGG
ACGTATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATITCTTAAT
GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT
GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTTTCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC
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AATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAG
GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAA
ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC
ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA
AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACT
CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT
CTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGA
CGACCGTGTAGATGATATTGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTCATGACTAAAT
TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACA
ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGAC
GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCTCCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGAC
CAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTGC
TGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTAA
AGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGCA
ATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATTTAACCGTGAAACATTAAT
AGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCTG
GTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAATT
TCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:439) '

FIG. 94

ATGTTAGAAACAAATAAAAATCATGCAACAGCTTGGCAAGGATTTAAAAATG

GAAGATGGAACAGACACGTAGATGTAAGAGAGTTTATCCAATTAAACTACAC

TCTTTATGAAGGTAATGATTCATTTTTAGCAGGACCAACAGAAGCAACTTCTA
- AACTTTGGGAACAAGTAATGCAGTTATCGAAAGAAGAACGTGAACGTGGCGG

CATGTGGGATATGGACACGAAAGTAGCTTCAACAATCACATCTCATGATGCTG
GTTATTTAGACAAAGATTTAGAAACAATTGTAGGTGTACAAACTGAAAAGCCA.
TTCAAACGTTCAATGCAACCATTCGGTGGTATTCGTATGGCGAAAGCAGCTTG

TGAAGCTTACGGTTACGAATTAGACGAAGAAACTGAAAAAATCTTTACAGATT
ATCGTAAAACACATAACCAAGGTGTATTCGATGCATATTCTAGAGAAATGTTG
AACTGCCGTAAAGCAGGTGTAATCACTGGTTTACCTGATGCATACGGACGTGG
ACG'TATTATCGGTGACTATCGTCGTGTAGCTTTATATGGTGTAGATTTCTTAAT

GGAAGAAAAAATGCACGACTTCAACACGATGTCTACAGAAATGTCAGAAGAT

GTAATTCGTTTACGTGAAGAATTATCAGAACAATATCGTGCATTAAAAGAATT
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AAAAGAACTTGGACAAAAATATGGTITCGATTTAAGCCGTCCAGCAGAAAAC
TTCAAAGAAGCAGTTCAATGGTTATACTTAGCATACCTTGCTGCAATTAAAGA
ACAAAACGGTGCAGCAATGAGTTTAGGTCGTACATCAACATTCTTAGATATCT
ATGCTGAACGTGACCTTAAAGCAGGCGTTATTACTGAAAGCGAAGTTCAAGA
AATTATTGACCACTTCATCATGAAATTACGTATTGTTAAATTTGCTCGTACACC
TGATTACAATGAATTATTCTCTGGAGACCCAACTTGGGTAACTGAATCTATCG
GTGGTGTAGGTATTGACGGACGTCCACTTGTTACGAAAAACTCATTCCGTTTCT
TACACTCATTAGATAACTTAGGTCCAGCTCCAGAACCAAACTTAACAGTATTA
TGGTCAGTACGTTTACCTGACAACTTCAAAACATACTGTGCAAAAATGAGTAT
TAAAACAAGTTCTATCCAATATGAAAATGATGACATTATGCGTGAAAGCTATG
GCGATGACTATGGTATCGCATGTTGTGTATCAGCGATGACAATTGGTAAACAA
ATGCAATTCTTCGGTGCACGTGCGAACTTAGCTAAAACATTACTTTACGCTATC
AATGGTGGTAAAGATGAAAAATCTGGTGCACAAGTTGGTCCAAACTTCGAAG
GTATTAACAGCGAAGTATTAGAATATGACGAAGTATTCAAGAAATTTGATCAA
ATGATGGATTGGCTAGCAGGTGTTTACATTAACTCATTAAATGTTATTCACTAC
ATGCACGATAAATACAGCTATGAACGTATTGAAATGGCATTACATGATACAGA
AATTGTACGTACAATGGCAACAGGTATCGCTGGTTTATCAGTAGCAGCTGACT
CATTATCTGCAATTAAATATGCACAAGTTAAACCAATTCGTAACGAAGAAGGT
CTTGTAGTAGACTTTGAAATCGAAGGCGACTTCCCTAAATACGGTAACAATGA
CGACCGTGTAGATGATATCGCAGTTGATTTAGTAGAACGCTTTATGACTAAAT
TACGTAGTCATAAAACATATCGTGATTCAGAACATACAATGAGTGTATTAACA
ATTACTTCAAACGTTGTATACGGTAAGAAAACTGGTAACACACCAGACGGAC
GTAAAGCTGGCGAACCATTTGCACCAGGTGCAAACCCAATGCATGGCCGTGA
CCAAAAAGGTGCATTATCTTCATTAAGTTCTGTAGCTAAGATCCCTTACGATTG
CTGTAAAGATGGTATTTCAAATACATTCAGTATCGTACCAAAATCATTAGGTA
AAGAACCAGAAGATCAAAACCGTAACTTAACTAGTATGTTAGATGGTTACGC
AATGCAATGTGGTCACCACTTAAATATTAACGTATITAACCGTGAAACATTAA
TAGATGCAATGGAACATCCAGAAGAATATCCACAGTTAACAATCCGTGTATCT
GGTTACGCTGTTAACTTCATTAAATTAACACGTGAACAACAATTAGATGTAAT
TTCTCGTACATTCCATGAAAGTATGTAA

(SEQ ID NO:440)
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FIG. 95

AAAAAAGAAAACAAGCAATTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGGGATA
TGAACCCGCATGTITACGGTGGATCGATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAG
CCGCTTGTACGTAACACGAAAGACGGGATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAATG
GGGTGTGTCTGAAGATGGGAAGACATACACGTTCCATITGAGAGATGACGTTA
AATTCCATGATGGTACGCCATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGAC
GCAGTTCAAGAAAACAAAAAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAAT
TGACAATGTTAAAGTTAAAGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAA
GCATATCAACCTGCATTGGCTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTG
TCTCCAAAAGACTTTAAAAACGGCACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCG
ATGGTACTGGTCCGTTTAAATTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGAC
TTTAACAAAAATGATCAATACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTAC
AAGCAAAAGTAATGCCTGCTGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGG
TGAAACGAACTTTGCCTTCACAGATGATGGAGGTACAGATAGCTTAGACAAA
GACTCTTTAAAACAATTGAAAGATACTGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCA
ACCTATGAATACGAAAATGTTAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTG
TCAGTGACAAAACAGTCAGACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAA
AATTGCCAAAGAAATTTTAGATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTG
CGAAAAATGTAACAGACATTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTT
AAAAAAGCAGAATCATTATTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACA
GCGATGTTCGTCAAAAAGATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGAC
AAAGGTTCTTCAAGTCAAAAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTA
AGAAAATGGGTATTAAGTTAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGC
TGAACGTCGTACTTCTGGTGATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATT
ATTGTACGATCCACAAAGTACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTATGA
AAGTGCAACATCAGGCATTGAGAATAAAGATAAAATATACAACAGCATTGAT
GACGCATTTAAAATCCAAAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACA
TTTTGAAACAAGTTGATGATGAAGGTATCTTTATCCCTGTTTCACACGGTAGTA
TGACAGTTGITGCGCCGAAAGATITAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAG
TACGAATTACCATTCAATGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:441)
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FIG. 96

ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGGGATATGAACCCGCATGTTTACGG
TGGATCGATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCACTTGTACGTAACACGA
AAGATGGGATTAAGCCTTTATTAGCTAAAAAATGGGATGTTTCTGAAGATGGG
AAGACATATACATTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGCC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCGGTTCAAGAAAACAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGCACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAA
ATTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAA |
TACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTG
CTGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTC
ACAGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGA
AAGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAAT
GTTAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAGCGCTGTCAGTGACAAAACAGTCA
GACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTT
AGATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATITGCGAAAAATGTAACAGAC
ATTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATT
ATTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAA
GATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCA
AAAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAG
TTAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGG
TGATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAA
GTACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGC
ATTGAGAATAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCC
AAAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAGTTAA
TGATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCC
GAAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCA
ATGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:442)



46/112

FIG. 97

ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAATGGGATGTGTCTGAAGATGGG
AAGACTTATACATTCCATTTAAGAGATGATGTGAAATTCCATGATGGAACAAC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGATGCGGTTCAACAAAATAAAA
AATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAAA
GATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGGC
TGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACGGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTCAGTGACAAAACAGTCAGA
CAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTAG
ATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGACAT
TAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTAT
TAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGTGATGTTCGTCAAAAAGA
TGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAAA
AAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGTT
AAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGTG
. ATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAGT
- ACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCAT
TGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCAA
AACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATTGATG
ATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCGA
AAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAAT
GAAATGCAGTATAAATAA '
(SEQ ID NO:443)
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FIG. 98

ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTIT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAA_AAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGGGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCGATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGGATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAATGGGATGTGTCAGAAGATGG
GAAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGC
CATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGAAAACAA
AAAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTTAAAGTTA
AAGATAAGTACACGGTTGAATTAAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTG
GCTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTAT’ITGTATCTCCAAAAGACTTTAAA
AACGGCACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTA
AATTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACT’I‘TAATA.AAAATGATCA
ATACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCT
GCTGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACAAACTTTGCC’IT
CACAGACGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTG
AAAGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAA
TGTTAGTGGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTCAGTGACAAAACAGTC
AGACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTT
TAGATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGA
CATTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCAT
TATTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAA
AGATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTICTTCAAGTC
AAAAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTITAAGAAAATGGGTATTAA
GTTAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTG
GTGA'ITATGA_CTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAA
AGTACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAG
GCATTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAAT
CCAAAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATT
GATGATGAAGGTATTTTITATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCG
CCGAAAGATTTAGAAAAAGTAGCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATT
CAATGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:444)
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FIG. 99

ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCGATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGAATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAATGGGATGTGTCTGAAGATGG
GAAGACATATACATTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACAC
CATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGATGCGGTTCAACAAAATAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATITGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACATAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACGGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG
ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTA
GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGATA
TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA
TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAAG

- ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAA
AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGT
TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT
GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAG
TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCA
TTIGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCA
AAACGGTAAAGAGCGTTCAGGCGCTTATAAAAACATTITGAAACAAATTGAT
GATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCG
AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA
TGAAATGCAGTATAAATAA
(SEQ ID NO:445)
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FIG. 100
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT |
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAGTGGGATGTGTCTGAAGATGGG
AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGCC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGAAAACAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCGACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATITGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG
ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTA
GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGACA
TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA
TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAAG
ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTICAAGTCAA
AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGT
TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT
GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAG
TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCA
TTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCA
AAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATTGAT
GATGAAGGTATCTTTATCCCTATITCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCACCA
AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA

" TGAAATGCAGTATAAATAA
(SEQ ID NO:446)
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FIG. 101
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAATGGGATGTGTCTGAAGATGGG
AAGACTTATACATTCCATTTAAGAGATGATGTGAAATTCCATGATGGAACAAC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGATGCGGTTCAACAAAATAAAA
AATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAAA
GATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGGC
TGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTA’ITTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGAC’ITTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
| CAGATGATAGAGGTACGGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTCAGTGACAAAACAGTCAGA
CAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTITAG
ATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGACAT
TAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTAT
TAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGTGATGTTCGTCAAAAAGA
TGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAAA
AAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGTT
AAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGTG
ATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAGT
ACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCAT
. TGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCAA
AACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATTGATG
ATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCGA
AAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAAT
GAAATGCAGTATAAATAA
(SEQ ID NO:447)
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ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAGTGGGATGTGTCTGAAGATGGG A
AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGCC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGAAAACAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCGACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTIGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
VACGGTACAACAAAAGATGGCG’I‘TAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
»TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACT”ITAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG
ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTITA
GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTITGCGAAAAATGTAACAGACA
TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA
TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAAG
ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAA
AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGT
TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT
GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAG
TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCA
TTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCA
AAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATTGAT
GATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCACCA
AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA
TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:448)
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ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTACATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAGTGGGATGTGTCTGAAGATGGG
AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGCC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGAAAACAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCGACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCA‘ATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG
ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTA
GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGACA
TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA
TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAAG
ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAA
AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGT
TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT
GATTATGACTITAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAG
TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCA
TTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCA
AAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATITTGAAACAAATTGAT
GATGAAGGTATCTTITATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCACCA
AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA
TGAAATGCAGTATAAATAA

(SEQ ID NO:449)
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FIG. 104
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTTACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCAATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGTATTAAGCCTTTACTAGCTAAAAAGTGGGATGTGTCTGAAGATGGG
AAGACATACACGTTCCATTTGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACGCC
ATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGACGCAGTTCAAGAAAACAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCGACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTCGATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACACAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACAGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG
ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTTTA
GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATTTGCGAAAAATGTAACAGACA
TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA
TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAAG
ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAA
AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGT
TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT
GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATIGTACGATCCACAAAG
TACTATTGCAGCATTTAAAGAGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGC
ATTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCC
AAAACGGTAAAGAGCGTTCAGACGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATTGA
TGATGAAGGTATCTTTATCCCTATTTCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCACC
AAAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCA
ATGAAATGCAGTATAAATAA
(SEQ ID NO:450)
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FIG. 105
ATGAGAAAACTAACTAAAATGAGTGCAATGTITACTTGCATCAGGGCTAATTTT
AACTGGTTGTGGCGGTAATAAAGGTTTAGAGGAGAAAAAAGAAAACAAGCAA
TTAACGTATACGACGGTTAAAGATATCGGTGATATGAATCCGCATGTTTACGG
TGGATCGATGTCTGCTGAAAGTATGATATACGAGCCGCTTGTACGTAACACGA
AAGATGGAATTAAGCCTTTACTAGCTAAA.AAATGGGATGTGTCTGAAGATGG
GAAGACATATACATTCCATTITGAGAGATGACGTTAAATTCCATGATGGTACAC
CATTTGATGCTGACGCAGTTAAGAAAAATATTGATGCGGTTCAACAAAATAAA
AAATTGCATTCTTGGTTAAAGATTTCAACATTAATTGACAATGTTAAAGTTAA
AGATAAGTACACGGTTGAATTGAATTTGAAAGAAGCATATCAACCTGCATTGG
CTGAATTAGCGATGCCTCGTCCATATGTATTTGTGTCTCCAAAAGACTTTAAAA
ACGGTACAACAAAAGATGGCGTTAAAAAGTTC GATGGTACTGGTCCATTTAAA
TTAGGTGAACATAAAAAAGATGAGTCTGCAGACTTTAACAAAAATGATCAAT
ACTGGGGCGAAAAGTCTAAACTTAACAAAGTACAAGCAAAAGTAATGCCTGC
TGGTGAAACAGCATTCCTATCAATGAAAAAAGGTGAAACGAACTTTGCCTTCA
CAGATGATAGAGGTACGGATAGCTTAGACAAAGACTCTTTAAAACAATTGAA
AGATACAGGTGACTATCAAGTTAAGCGTAGTCAACCTATGAATACGAAAATGT
TAGTTGTCAATTCTGGTAAAAAAGATAACGCTGTGAGTGACAAAACAGTCAG
ACAAGCGATTGGTCATATGGTAAACAGAGATAAAATTGCCAAAGAAATTITA
GATGGTCAAGAAAAACCAGCAACTCAATTATITGCGAAAAATGTAACAGATA
TTAATTTCGATATGCCAACACGTAAGTATGACCTTAAAAAAGCAGAATCATTA
TTAGATGAAGCTGGTTGGAAGAAAGGTAAAGACAGCGATGTTCGTCAAAAAG
ATGGTAAAAACCTTGAAATGGCAATGTACTATGACAAAGGTTCTTCAAGTCAA
AAAGAACAAGCAGAATACTTACAAGCAGAATTTAAGAAAATGGGTATTAAGT
TAAACATCAATGGCGAAACATCAGATAAAATTGCTGAACGTCGTACTTCTGGT
GATTATGACTTAATGTTCAACCAAACTTGGGGATTATTGTACGATCCACAAAG
TACTATTGCAGCATTTAAAGCGAAAAATGGTTATGAAAGTGCAACATCAGGCA
TTGAGAACAAAGATAAAATATACAACAGCATTGATGACGCATTTAAAATCCA
AAACGGTAAAGAGCGTTCAGGCGCTTATAAAAACATTTTGAAACAAATTGAT
GATGAAGGTATCTTTATCCCTATTITCACACGGTAGTATGACAGTTGTTGCGCCG
AAAGATTTAGAAAAAGTATCATTCACACAATCACAGTATGAATTACCATTCAA.
TGAAATGCAGTATAAATAA
(SEQ ID NO:451)
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FIG. 106

TCATCTGATAGCAAAGATAAGGAAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTA
CAACTGAAATTAAAGGGAAACCAAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCC
ACTGACGTCGCTGTATCTTTAGGTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATG
GACACAAAAACCGAAATTCGAATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAG
ATTGTAGGTCAAGAACCTGCACCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACC
GGACTTAATTGTCGCGTCAAAAGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTAT
CTAAAATCGCACCAACAGTTTCTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACA
ACTAAGTTAATGGGGAAAGCTTTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATITAC
TTAAAAAGTACGATGATAAAGTAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAA
GTATAAAGATGCATGGCCATTGAAAGCTTCAGTTGTTAACTICCGTGCTGATC -
ATACAAGAATTTATGCTGGTGGATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGA
TTICAAACGTAATAAAGACTTACAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTAT
CCAACTTACATCTAAAGAAAGTATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGT
AGTAAAATCAGATCCAAATGCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAA
AGCGAATGGACTTCAAGTAAAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACA
ACCAAGTATCTGATGATTTAGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATAT
AAATCATCATTAAAACTTATTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAA
ACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:452)

FIG. 107

ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTITTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTITAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCG
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATITACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
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GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA

GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT

GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT

AGATGAAATCACTTIGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:453)

FIG. 108

ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTITA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTICGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATIGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:454)

FIG. 109
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTTTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAGCAATCATCTGATAGCAAAGATAAGG
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AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGCGTTGTTACACTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAAGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGT’fTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTITTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:455) '

FIG. 110

ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTTTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTITAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAAC CTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTAC GATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTITATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCCAAAGAAA

B L Ty S—
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GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAATGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT

AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTAAAATTGA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:456)

FIG. 111
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTTTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATIT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA
(SEQ 1D NO:457)

FIG. 112
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTIGTTTTA,
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
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GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:458)

FIG. 113
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTITCCTACTTGTITTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAG’ITGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTI‘ACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA



60/112

AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:459)

FIG. 114
ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTTGCTTTCCTACTTGTTTTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA |
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA
(SEQ ID NO:460)

FIG. 115

ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTIGTTGITACGCTTGCTTTCCTACTTIGTTTTA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
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CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTTTCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATITACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCTAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAGTGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCTTCATTAAAACTTA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA

(SEQ ID NO:461)

FIG. 116

ATGAATAAAGTAATTAAAATGCTTGTTGTTACGCTIGCTTTCCTACTTIGTTITA
GCAGGATGTAGTGGGAATTCAAATAAACAATCATCTGATAACAAAGATAAGG
AAACAACTTCAATTAAACATGCAATGGGTACAACTGAAATTAAAGGGAAACC
AAAGCGTGTTGTTACGCTATATCAAGGTGCCACTGACGTCGCTGTATCTTTAG
GTGTTAAACCTGTAGGTGCTGTAGAATCATGGACACAAAAACCGAAATTCGA
ATACATAAAAAATGATTTAAAAGATACTAAGATTGTAGGTCAAGAACCTGCA
CCTAACTTAGAGGAAATCTCTAAATTAAAACCGGACTTAATTGTCGCGTCAAA
AGTTAGAAATGAAAAAGTTTACGATCAATTATCTAAAATCGCACCAACAGTTT
CTACTGATACAGTTITCAAATTCAAAGATACAACTAAGTTAATGGGGAAAGCT
TTAGGGAAAGAAAAAGAAGCTGAAGATTTACTTAAAAAGTACGATGATAAAG
TAGCTGCATTCCAAAAAGATGCAAAAGCAAAGTATAAAGATGCATGGCCATT
GAAAGCTTCAGTTGTTAACTTCCGTGCTGATCATACAAGAATTTATGCTGGTG
GATATGCTGGTGAAATCTTAAATGATTTAGGATTCAAACGTAATAAAGACTTA
CAAAAACAAGTTGATAATGGTAAAGATATTATCCAACTTACATCCAAAGAAA
GCATTCCATTAATGAACGCTGATCATATTTTTGTAGTAAAATCAGATCCAAAT
GCGAAAGATGCTGCATTAGTTAAAAAGACTGAAAGCGAATGGACTTCAAGTA
AAGAATGGAAAAATTTAGACGCAGTTAAAAACAACCAAGTATCTGATGATTT
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AGATGAAATCACTTGGAACTTAGCTGGCGGATATAAATCATCATTAAAATTGA
TTGACGATTTATATGAAAAGTTAAATATTGAAAAACAATCAAAATAA
(SEQ ID NO:462)

FIG. 117

AAAGAATCATCAACTAAAGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAG
TAAAAGTACCTAAAGATGCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCA
GATGCATTAGCAGCATTAGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAA
GAAAAAACGTATCATTAAACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTG
TAGGTACACGTAAACAGCCAAACTTAGAGGAAATTAGTAAATTAAAACCGGA
TTTAATTATCGCTGATAGCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACA
AAATTGCACCAACATTATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAAC
ATTAATTCGTTCAAAACAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCG
 AAAAGCGTCTTGCTGAACATGATAAATTAATCAAAAAGTATAAAGATGAAAT
TAAGTTTGATAGAAATCAAAAAGTGCTTCCAGCAGTTGTTGCTAAAGCTGGTT
TATTAGCACATCCAAACTATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTTGGAT
TTAAAAATGCATTAAGTGATGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATACTTGAAA
GGACCTTACTTACAATTAGATACTGAACATTTAGCTGACTTAAATCCTGAACG
CATGATTATTATGACAGATAATGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAGT
TACAAGAAGATCCAACTTGGAAAAAGTTGAACGCAGTTAAAAATAATCGCGT
GGATATTGTTGACCGTGATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTICTTCTGA
AGAAATGGCTAAAGAACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAG

(SEQ ID NO:463)

FIG. 118

ATGAAG’ITATACATATTAAGGAGTGGAACGATGAGAGGTCTAAAAAC TTTTAG
TATATTGGGATTAATAGTTGCCTTATTTTTAGTTGCAGCTTGTGGTAATACGGA
TAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAAAGATACTATTTCGGTAAAAGATG
AAAATGGCACAGTAAAAGTACCTAAAGATGCAAAACGTATCGTTGTATTAGA
GTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATTAGACGTTAAACCAGTTGGTATTG
CTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTAAACCAGTTAGAGAAAAAATTGG
GGATTATACTTICTGTAGGTACACGTAAACAGCCAAACTTAGAGGAAATTAGTA
AATTAAAACCGGATTTAATTA_TCGCTGATAGCAGTAGACATAAAGGTATTAAT
AAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATTATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGA
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CTACAAACAAAACATTAATTCGTTCAAAACAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAG
AAAAAGAAGGCGAAAAGCGTCTTGCTGAACATGATAAATTAATCAAAAAGTA
TAAAGATGAAATTAAGTTTGATAGAAATCAAAAAGTGCTTCCAGCAGTTGTTG
CTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAACTATTCATATGTTGGACAATTTTTAA
ACGAACTTGGATTTAAAAATGCATTAAGTGATGATGTAACAAAAGGTTTAAGT
AAATACTTGAAAGGACCTTACTTACAATTAGATACTGAACATTTAGCTGACTT
AAATCCTGAACGCATGATTATTATGACAGATAATGCTAAAAAAGATTCTGCTG
AATTCAAGAAGTTACAAGAAGATCCAACTTGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAA
AAATAATCGCGTGGATATTGTTGACCGTGATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCT
TAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGAACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAA
CAAAAGTAA

(SEQ ID NO:464)

FIG. 119

ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTTTTA
GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA
GCCAAACTTAGAGGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA
GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATT
ATCATTAAAGAGTTITGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTCAAAA
CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTCTTGCTGA
GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGAAATC
AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC
TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTAAAAATGCATTAAG
TGACGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATATTTGAAAGGACCTTACTTACAAT
TAGACACTGAACATTTAGCTGATTTAAATCCAGAGCGTATGATCATTATGACA
GATCATGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAGTTACAAGAAGATGCAA
CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAATAATCGCGTGGATATTGTTGACCGT
GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGA
ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:465)
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FIG. 120

ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTATTTTTA
GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATTCGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACAG
CCAAACTTAGAGGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATAG
CAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATTA
TCATTAAAGAGTTTTGATGGTGACTACAAGCAAAATATCGATGCTTTCAAGAC
AATTGCGAAAGCTTTAGATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTCTTGCTGAA
CATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGAAATCA
AAAAGTGCTTCCAGCAGTTGTTGCGAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAACT
ATTCGTATGTTGGACAATTTITAAACGAACTTGGATTTAAAAATGCATTAAGT
GATGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATACTTGAAAGGACCTTACTTACAATT
AGATACTGAACATTTAGCTGACTTAAATCCTGAACGCATGATTATTATGACAG
ATAATGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAGTTACAAGAAGATGCAAC
ATGGAAAAAATTGAATGCAGTTAAAAATAATCGTGTTGATATTGTTGACCGTG
ATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGAA
CTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:466)

FIG. 121
ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTTTTA

GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTITCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGACGTTAATCCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA
GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA
GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATT
ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAACATTAATTCGTTCAAAA
CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTCTTGCTGA
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GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGAAATC
AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC
TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTAAAAATGCATTAAG

TGACGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATATTTGAAAGGACCTTACTTACAAT
. TAGACACTGAACATTTAGCTGATTTAAATCCAGAGCGTATGATCATTATGACT

GATCACGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAATTACAAGAAGATGCAA

CATGGAAAAAATTGAATGCAGTTAAAAATAATCGCGTGGATATTGTTGACCGT
GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGA

ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:467)

FIG. 122

ATGAGAGGTCTAAAAACTTTITAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTTTTA
GTITGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGAC'GTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATFGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA
GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA
GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATT
ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTCAAAA
CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTCTTGCTGA
GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGAAATC
AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC
TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTAAAAATGCATTAAG
TGACGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATATTTGAAAGGACCTTACTTACAAT
TAGACACTGAACATTTAGCTGATTTAAATCCAGAGCGTATGATCATTATGACA
GATCATGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAGTTACAAGAAGATGCAA
CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAATAATCGCGTGGATATTGTTGACCGT
GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGA
ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:468)
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FIG. 123

ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTITTA
GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA
GCCAAACTTAGAGGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA
GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATT
ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTCAAAA
CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTCTTGCTGA
GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGAAATC
AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC
TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTAAAAATGCATTAAG
TGACGATGTAACAAAAGGTITAAGTAAATATTTGAAAGGACCTTACTTACAAT
TAGACACTGAACATTTAGCTGATTTAAATCCAGAGCGTATGATCATTATGACA
GATCATGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAGTTACAAGAAGATGCAA
CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAATAATCGCGTGGATATTGTTGACCGT
GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGA
ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NO:469)

FIG. 124

ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTTTTA
GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTTCTGTAGGTACACGTAAACA
GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAAC CGGATTTAATTATCGCTGATA
GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATT
ATCATTAAAGAGTTITTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTCAAAA
CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTICTTGCTGA
GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAATTTGATAGAAATC
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AAAAAGTGCTTCCAGCAGTAGTTGCTAAAGCTGGTTTATTAGCACATCCAAAC
TATTCATATGTTGGACAATTTTTAAACGAACTAGGATTTAAAAATGCATTAAG
TGACGATGTAACAAAAGGTTTAAGTAAATATTTGAAAGGACCTTACTTACAAT
TAGACACTGAACATITAGCTGATTTAAATCCAGAGCGTATGATCATTATGACA
GATCATGCTAAAAAAGATTCTGCTGAATTCAAGAAGTTACAAGAAGATGCAA
CATGGAAAAAGTTGAATGCAGTTAAAAATAATCGCGTGGATATTGTTGACCGT
GATGTTTGGGCAAGATCTCGTGGCTTAATTTCTTCTGAAGAAATGGCTAAAGA -
ACTTGTTGAATTATCAAAAAAAGAACAAAAGTAA

(SEQ ID NQ:470)

FIG. 125
ATGAGAGGTCTAAAAACTTTTAGTATATTGGGATTAATAGTTGCCTTACTTTTA
GTTGCAGCTTGTGGTAATACGGATAATTCAAGTAAAAAAGAATCATCAACTAA
AGATACTATTTCGGTAAAAGATGAAAATGGTACAGTAAAAGTACCTAAAGAT
GCAAAACGTATCGTTGTATTAGAGTACTCATTTGCAGATGCATTAGCAGCATT
AGACGTTAAACCAGTTGGTATTGCTGATGATGGTAAGAAAAAACGTATCATTA
AACCAGTTAGAGAAAAAATTGGGGATTATACTICTGTAGGTACACGTAAACA
GCCAAACTTAGAAGAAATTAGTAAATTAAAACCGGATTTAATTATCGCTGATA
GCAGTAGACATAAAGGTATTAATAAAGAATTAAACAAAATTGCACCAACATT
ATCATTAAAGAGTTTTGATGGAGACTACAAACAAAATATTAATTCGTTCAAAA
CAATTGCTAAAGCTTTAAATAAAGAAAAAGAAGGCGAAAAACGTCTTGCTGA
GCATGATAAATTAATCAATAAGTATAAAGATGAAATTAAA<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>