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ANEXO
El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

Nt

A LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-09-466
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacion de un Poder de Representacion Legal, documento escnito en inglés y
en espaiol

Certificado Notarial (Sociedad) documento iambién escrito en inglés y en espafiol

Notarizacién, documento escrito en espariol.

~ 5
APOSTILLA 5o
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961) - N
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte _,
1 Pais Reino Unido de la Gran Bretafa e Irlanda del Norte
Este documento pibtico
ha sido firmado James Kerr Milligan .
actuando como Notario Publico
4 lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico
CERTIFICADO ,
en Londres 6 el 01 de septiembre‘de 2004

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y del Commonwealth

Numero G 749037

Sello/Estampilia. 10. Flrma (llegible)
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Sello de la Oficina de Asuntos W Glass

Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion

de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse a la seccién consular

de la misién que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de

legahzacton unicamente confirma que la firma, sello o estampilla sobre el

documento es autentica No significa que los contenidos del documento sean

correctos o que la Oficina de Asuntos Extenores y del Commonwealth apruebe los

contenidos

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 9 de septiembre de

2004, en ia ciudad de Bogota, D C, por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial. Res 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Replblica de Colombia

TRADUCTOR OFICIAL
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© Yo, el infrascrito, JAMES KERR MILLIGAN, Notaro Piblico de la Ciudad
de Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
y letra del Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON, cuya
identidad me consta, Apoderado de la Sociedad denominada
“GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.” (anteriormente denominada
“Smithkline Beecham Biologicals s.a.”), Sociedad legalmente constituida
y cxistente de acuerdo con las leyes de Bélgica, con domicilio social en Rue de

I'Institut 89, B-1330 Rixensart, Bélgica;

QUE el citado Sefior Don MARCUS JONATHAN WILLIAM DALTON est4

debida y suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en

virtud del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 12

de junio de 2002, cuyo original he tenido a la vista.

Y QUE los objetos para los cuales se otorgé dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura

Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE y obre los efectos conducentes expido la presente

que firmo y sello en Londres, el dia de hoy primero de septiembre del afio dos

ne

JAMES KERR MILLIG/

o
Notario Pablico de Londres.: T afétf: ) 'E'J:'.'—’ﬁ?. ﬁ'f:"n.'f.
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Los abao firmados, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., una sociedad organizada y
existente de conformidad con las leyes de Bélgica

con domiciio en rue de I'Institut 89,
B8-1330 Rixensart,
Bélgica

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA yfo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
y/lo ENRIQUE ALVAREZ, domiciiados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No
3-83, piso 6o, nuestros representantes legales ¥
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extraudictales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrafo 1o del articulo 543 del decreto 410 de
1971

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO yfo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autornidades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industniai, a cuyo
~fecto les facultamos para dar ante dichas

Jtondades todos los pasos necesarios al objeto
indicado, elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistmientos, formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcraimente a los regisiros, abonar todos los
Impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por Ia ley, recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo, llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros Intereses, y en caso de producirse
oposicidn, pasando los antecedentes a los tnbunales,
quedan facultados para tomar intervencidn como
demandantes o demandados ante ios Jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesanas, y por el
~resente declaramos desde ahora valdo y bueno

anto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO y/lo IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro

Dado y frmado

-

K
-~

The undersigned, GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., a corporation organized and
existing under the laws of Belgium,

rue de l'institut 89,
B-1330 Rixensart,
Belgium

domiciled at

hereby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appont
Judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971

Doctors ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYQ andfor IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
tepresent us before the administrative, judicial or
poltce authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industnial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, clams, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to lIimit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
Fay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests, and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
bshalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO andfor IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property
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CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

Bélgica
{ss

de 200 , comparecid
, @ quien conozco y
de quien me consta que firmd el antenor documento,
y quien debidamente juramentado declaré y dijo que
éles
de GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A., la
comparila nombrada en el documento que antecede,
una sociedad debidamente organizada y existente
conforme a las leyes de Bélglca, domiciliada en Ia
cudad de Rixensart, Bélgica, legalmente constituida
para un perlodo de duracién que aon no ha
terminado, que ejerce su objeto social, conforme a
las leyes de

Hoy de

que el declarante esta
autorizado por dicha Compafila para confenr este
poder, que el sello estampado por éi al pie de tal
poder, en nombre y en representacidn de Ia
expresada Compatiia, es el selio oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiere este instrumento
e~+4 comprendido dentro del de la sociedad
suscrito Notario ha wisto los Estatutos de
fncorporacion firmados en .
con fecha . y certifica que de
conformidad con la legislacién de dicho Pals, la
anteror declaracion juramentada es prueba
suficiente de que los hechos sobre que ella versa son
clertos ¢ verdaderos, da lo cual da fe

Notary Public (Notario Publico)

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Belgium
) {ss

On this day of , 200 .
personally
came '
to me known, and known to me to be the person who
signed the foregoing instrument, who being by me
duly sworn did depose and say that he is the
of GLAXOSMITHKLINE
BIOLOGICALS S.A., the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
the Belglum, domiciled at the City of Rixensart,
Bslgium, legally constituted for a penod of tenure
not yet expired, which exercises s corporate
purposes according to the laws of
, that the deponent s
authonized by said Company to confer this power of
atiorney; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation 1s the carporate seal thereof, and that the
purpose for which this Instrument is granted Is
included within the corporate purposes of the
Cocmpany.
The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at
, under date of ,
and hereby certifies that under the laws of said
Country the foregoing acknowledgment is sufficient
proof that the facts therein contained are true, which
he attests

e Ny

. b
COMO MITARIO SUXTO (0 DEL CIRGULO.

% OF BOGPYA HAGO CONSTAR QUE LA |
FOTOCOMA CLIRCIDG CON AL ORIGINAL S

E" . Q& I-E_TEDIHDO A LA VIBTA

- L TR

NOTAR
we 10(E)

-, 2 X 38
O MENDEZ BARAJAS — ©
B mlp - L



Se v g2l ;b’ RN

Q‘J«E;‘P{sz\” L:-e\ﬂ-f-‘l\ﬂ 7 VL

-



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
{21) N° de solicitud (51) Int CI: A61K 39/085
22) Fecha de solicitud 30-03-07 (71)Solictante(s) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS S.A.
(30)Pnondad  (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pals
0421082.9 22-09-04 GB
0421078.7 22.09-04 GB |(72) Inventorfes)  CASTADO, Cindy, LECRENIER, Nicolas,
0421081.1 22.09-04 GB Pierre, Femand, NEYT, Cecile, Anne y
0421079.5 22-09-04 GB POOLMAN, Jan
0503143.0 15-02-05 GB |(74) Apoderado  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha imite inicio fase nacional ~ 22-04-07 (87) Publicacién intemacional
(86) Datos relalivos a la presentacidn de la solicitud PCT Fecha 30-03-06
Fecha de presentacion de lasolictud ~ 20-09-05 N° publicacion W02006/032472 A3

No de solictud PCT/EP2005/010184

(54) Tiuo  COMPOSICION INMUNOGENICA PARA SU USO EN VACUNACION CONTRA ESTAFILOCOCOS

Resumen - Revindicacion(es)

Reivindicacién nimero 1.-

Una composicidn inmunogénica que contiene al menos dos diferentes proteinas o fragmentos inmunogémicos de ellas,
seleccionados de al menos dos grupos de proteinas o fragmentos inmunogénicos seleccionados de los siguientes grupos
Grupo a) al menos una proteina de enlace de componente extracelular o fragmento iInmunogénico de ella, seleccionada de!
grupo que consiste en SdrG, receptor de laminina, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI,
autolisina, CIfA, SdrC, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, S5P-2,
HBP, proteina de enlace de enlace de fibronectina, coagulasa y MAP,

Grupo b) al menos una protelna transportadora estafilocécica o fragmento inmunogénico de ella, seleccionada del grupo que
consiste en transportador ABC iInmunodominante, IsdA, IsdB, transportader de Mg2+, SitC y transportador ABC N,

Grupo ¢) al mencs un regulador de virulencia estafilocterco, toxina o fragmento inmunogénico de ella, seleccionado del grupo

que consiste en toxina alfa {Hla), mutante H35R de toxina alfa, proteina activadora de ARN Il (RAP)




TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL
{PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registio de reterencia del sohicitante 0 agente | PARA FUTURAS ver Forma PCT/ISA/220
CLI/VB61055 ACCIONES asi como, donde aplique, el ftem 5 a contmuacton

Solicitud internacional No Fecha de regisiro mternacional (din/mes/aic) Fecha de Prionidad (Primern) (din/mes/ario}
PCT/EP2005/010184 20/09/2005 22/09/2004

Solicitante

GLAXOSMITHKLINE BIOCLOGICALS S A

Este Reporte de Bisqueda Intemacional ha sido preparado por esta Autondad de Busqueda Internacional y es transmtido al solicitante
Segun el Articulo 18 Una copia serd transritida o 1a Oficina Internacional

Este Reporte de Busqueda Intemacional consta de un total de § hojas
Tambien esta acompailado de una copia de cada documento lecnico antenor citado en este reporte

1 DBaoses del reporte

a Respecto at lenguaye, l2 busqueda internacional se llevo a cabo segun
@ 12 sohicitud internacional cn el lenguaje en el cual se presentd,

D la traduccion de la solicitud internacional en . el cual es ¢! lenguaje de la truduccidn proporcionada para el
propdsito de la bisqueda internacional {(Reglas 123 (a)y 23 1(b))

b E Respecto 2 una secuencia de dcido nucledtido y/o amino revelado en 1a sohcitud intemmacional, ver casilla |

2 E Crestas relvindicaciones no pudieron locahzarse (Ve. Recuadio II)

k] I:I Falta umdad de Invenaién (ver Recundro I1I)

4 Respecto al titulo,

L__I El texto es aprobado segtin lo pesenta el sohcitante
E Esta Autonidad ha establecido que el texto se lea asi

COMPOSICION INMUNOGENICA PARA 5U USO EN VACUNACION CONTRA ES | ATILOCOCOS

5 Respecto al resumen,
El texto s aprobado segun lo presenta el solicitante

D Esta Autondad ha establecido el texto de acuerdo con la Norma 38 2(b), scgun aparece en ¢l Recuadro [V El solicitante puede, un
mes despues de la fecha de haber enviado por correo este repoite de biisquedn internacional, presentar comentanos a esta Autoridad

6 Respecioa los dibujos,
¢ la figura de tos dibujos que se publicara con ¢l resumen es le Figura No

I:I como lo sugino el solicitante
D como lo sugind la Autoridad, porque el sohciante no sugind una figura
[:I como 1o suginé la autondud, porque esta figuta caracteriza mejor a la invencidn-

b m Ninguna de las figuras se publicara en el resumen

Forma PCT/ISA/210 (Primera hoja) (Abn! 2003)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud internacional No
PCT/EP2005/01C0184

Casilla No. 1 Nucleétido y/o secuencia(s) aminoicida(s) (continuacion del item 1.b de la primera hoja)

1 Respecto a cualquier nucledtido y/o secuencia aminodicida revelada en la solicitud internacional y necesana
para la invencion reivindicada, la buisqueda internacional se ha establecido segin

a. tipo de material

B4 un Listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el istado de secuencia

b. formato de matenal

(4 en formato escnto
B en formato legible por computador

¢ tiempo de presentacién/suministro
[] contemido en 1a solicitud internacional segiin se registro
[ registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
[ proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bisqueda..

2. DX Ademas, en el caso en que més de una version o copia de un histado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segin se presenté o no va mis
alla de la solicitud seglin se registrd, segin lo apropiado, fueron suministradas

3 Comentarios adicionales.

Forma PCT/ISA/210 (Continuacsdn de Ia primera hoja (1)) {Abn] 2005)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No

PCT/EP2005/010184

A CLASIFICACION DE MATERIA

AGLK 39/085  AGIK39/116 AG1P31/04 CO7K16/12

Segun 1z Clasificacion de Patentes Internacional {CPI) o segun Ia clasificacion nacional y la CPI

B CAMPOS BUSCADOS

AGIK

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de elasificacion)

Documentacidn buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

EPQ-Intemo, BIOSIS, EMBASE, Dato WP, PAJ, Secuencia de busqueda

Base de datos electronica consultada durante Jn busqueda nternacional (nombre de a base de datos y, donde sea prdctico, buscar términos usados)

C DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categona ®

Citacion de documenty, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos 1€levantes

Relevante a La1eivindicacion Nu

9 de marzo de 2004 (2004-03-09)

HOSPITAL, INC)

27 de Enero de 2000 (2000-01-27)
pigma 32, linea 5-pagina 36, linea 9
rewvindicaciéon 92

27 de mayo de 1993 (1993-05-27)
pigwna 2, linea 18-pagina 3, linea 12
rewvindicaciones 1,2,8,10-14

X US 6 703 025 Bi (PATTI JOSEPH M ET AL)
columna 6, linea 64-columna 39, linea 41

X WO 00/03745 A (THE BRIGHAM AND WOMEN'S

X WO 93/09811 A (UNIVAX BIOLOGICS, INC,
FATTOM, ALI, IBRAEIM, WRIGHT, D, CRAIG)

-

1-25

22-25

22-25

E En €l recuadro C se enumeran mas docunentos

E En ¢l anexo se enumeran miembros de la familia de patentes

°® Categonas especiales de documentos citados

'A' documento que define ¢l estado general de la téemea el cual no se
considera de relevancia

'E' documento anterior pero publicado en o después de la fecha de
presentacion intemacional

'L' documento que puede anojar dudas solne rervindicaciones de
priondad o que se cite para establecer la fecha de publicacién de oaa
otacién u otra razdn especial (segln se especifica)

'Q' documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhubicion u
otros medios

'P* documento publicado antes de la fecha de presentacion internacional
pero despues de la fecha de pnondad rervindicada

'T' documento posterior publicado despues de la fecha de presentacion
internacional o fecha de pnondad y que no estd en conflicto con la
solicitud pero citado para entender €] principio o 1eoria que susienta
la 1nvencion

'X' documento de relevancia particular, la invencidn reivindicada no
puede considerarse nueva o no pucde considerarse que compiende
un paso mventivo cuando el documento se tonig solo

'Y' doecumento de relevancia particular, la invencion reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuendo el
documento se combina con uno o mas documentos, siendo dicha
combinacion obvia para und pe1sona experta en la teenica

'&"' documento miembro de la misma tamlia de patentes

Fecha de la terminacion real de la busqueda intemacional

Fecha de envio por correo del reporte de biisqueda internacional

Tel {(+31-70) 340-2040, Tx 31 651 eponl,
Fax (+31-70) 340-3016

31 de marzo de 2006 24/0472006

Nombre y direccion de correo de ISA/ Funcionano autonzado
European Patent OfTice, PB 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Ryswk Ulbrecht, M

Forma PCT/ISA/210 (boja segunda) (Abnl 2008)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Sohicitud Internacional No
PCT/EP2005/010184

C (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicaciin, donde sea apropiado, de los textos
relevantes

Relevante a la reivindicacion
No

X

US 2004/072748 A1 (BALABAN NAOMI)

15 de abnl de 2004 (2004-04-15)

paragrafo [0216]-paragrafo [0226]

US 2002/169288 A1 (HOOK MAGNUS ET AL)

14 de noviembie de 2002 (2002-11-14)

1ewindicaciones 1-15

MENZIES BARBARA E ET AL "La inmunizacién pasiva con
antisuero a una alfa-toxina mutante no téxica de staphylococcus aereus,
es protectora en un medelo murino"

INFECTION AND IMMUNITY,

vol 64, no 5, 1996, pagmas 1839-1841,

XP002374979

ISSN 0019-9567

citado en la sohcitud

documento completo

US 2003/113350 Al (FATTCM ALITET AL)

19 de junio de 2003 (2003-06-19)

ejemplos 1,2

WO 02/094868 A (CHIRON SPA, MASIGNANI,
VEGA, MORA, MARIROSA, SCARSELLI, MARIA,
CHIRON) 28 de noviembre de 2002 (2002-11-28}
pagna 23, linea 1-pigina 24, linea 16

rervindicaciones 1,11,13

SEQID Nos 682, 1096, 1168, 1170

WO 02/45742 A (U S. ARMY MEDICAL RESEARCH
AND MATERIAL COMMAND, DRABICK, JOSEPH, J,
U) 13 de jumo de 2002 (2002-06-13)

ejemplo 7

rewvindicaciones 1,4,9-12

22-25

22-25

22-25

22-25

1-25

1,12,14

Forma PCT/ISA/210 (contmuacion de la hoja segunda) (Abnl 2005)
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Solicitud 1nternacional No

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2005/010184

Casilla Il Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron mescrutables (Continuacidn del Item 2 de
la primera hoja)

Este reporte de bisqueda intetnacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones

1 E Reivindicaciones Nos
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber
Aunque las rervindicaciones 19 y 24 estin dingidas a un métedo de tratamiento del cuerpo humano/animal, la
blsquecda ha sido basada y llevada a cabo en los efectos allegados de los efectos del compuesto/composicion

2 D Rewvindicaciones Nos
porque se relacionan con partes de la solicitud internactonal que no cumplen con los requisitos prescritos hasta

tal grado que no se puede llevar a cabo una biisqueda internacional significativa, especificamente

3 |:| Reivindicaciones No
porque son rervindicaciones dependientes y no estdn disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera oracion de

la Regla 6 4(a)

Casilla No. 11} Observaciones donde faltn unidad de invencién (Continuacién del Item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Blisqueda Internacional encontrd invenciones multiples en esta solicitud internacional, asi

1 D Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este mmforme de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables

b

D Pugesto que todas las rervindicaciones investigables pudieron mvestigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales

3 D Puesto que sélo algunos de los derechos de biisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre nicamente aquelias reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos

4 |:| El solicitante no pagé oportunamente los derechos de bosqueda adicionales requeridos Por
consiguente, este informe de bisqueda intzrnacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.

Comentario sobre Protesta [] Los derechos de biisqueda adicionales estuvieron acompaiados por la protesta del solicttante

[ El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuve acompafado por una protesta

Forma PCT/ISAS210 (contimuacion de pnmera pegina {2)) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No

mformacién sobre miembros famihas de patentes PCT/EP2005/010184
Documento de patente . .ys
citado en el reporte de Fecha de publicacién Mxembro(;)atcl ;::sfamlha de pEﬁ?chiZn
bisqueda

Us 6703025 Bl 09-03-2004 NINGUNA

WO 0003745 A 27-01-2000 AU 771563 B2 25-03-2004
AU 5000199 A 07-02-2000
CA 2333931 Al 27-01-2000
EP 1096952 A2 09-05-2001
JP 2002520374 T 09-07-2002

WO 9309811 A 27-05-1993 AT 237351 T 156-05~2003
AU 681573 B2 04-09-1997
AU 3074792 A 15-06-1993
CA 2123811 A}l 27-05-1993
DE 69233012 D1 22-05-2003
DE 69233012 T2 06-11-2003
DX 648127 T3 19-05-2003
EP 0648127 Al 19-04-1995
ES 2198405 T3 01-02-2004
FI 942359 A 20-05-1994
JP 7508498 T 21-09-1995
JP 2004155789 A 03~06-2004

US 2004072748 Al 15-04~2004 NINGUNA

US 2002169288 Al 14-11-2002 NINGUNA

US 2003113350 Al 19-06-2003 CA 2460749 Al 31-07-2003
CN 1638794 A 13-07-2005
EP 1427442 A2 16-06-2004
JP 2005515237 T 26-05-2005
MX  PA04002624 A 17-02-2005
Wo 03061558 A2 31-07-2003
ZA 200402185 A 25-04-2005

WO 02094868 A 28-11-2002 CA 2440368 Al 28-11-2002
EP 1373310 A2 02-01-2004
JP 2005502326 T 27-01-2005

WO 0245742 A 13-06-2002 AU 8896101 A 18-06-2002

Fonna PCT/ ISA/ 210 (anexo famiha de patentes) {(Abnl 2005)



PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

{PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applcant's or agent's file mference FOR FURTHER se8 Form PCTASAZ220
CLJ/VB61055 ACTION as woll as, where applicable, item S balow
Intematonal appheaton No Internabonal fiing date (day/month/yaar) (Eariest) Pnonty Date (day/month/year)}
PCT/EP2005/010184 20/09/2005 22/08/2004
Applicant

GLAXOSMITHKLINE BICLOGICALS S.A.

Thus international search report has heen prepared by this International Searching Authonty and s transmitted to the apphcant
according to Arhicle 18 A copy 15 being transmuttad to the Intemnatisnal Bureau

This interngtional search reportconsisisofatotalof & = sheets.
[X] s also accompanied by a copy of each pror art document cited m this report

1 Basls of the report
a With regard to the languagae, the intemational search was camed out on the bas:s of
IE the international applcabon in the tanguage in which it was filed

D a translation of the internauonal application it . which 15 the language
of a translatron furmishad for the purposes of intemational search (Rulas 12 3{a) and 23.1(b}}

b E With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the internatonal applicabon, sea Box No |
2 [X] certan claims were found unsearchable (Sea Box No 1)
3 D Unity of invention s lacking (sse Box No l1I)

4  With regard to the title,
|:| the text 1s approved as submitied by the apphcant
[X]  the texthas bean established by this Authonty to raad as follows
IMMUNOGENIC COMPOSITION FOR USE IN VACCINATION AGAINST STAPHYLOCOQCCEI

5 With reganrd to the abstract,
[X] the textis approvad as submtied by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 33 2(b), by thus Authonty as it appears in Box No IV The applicant
may, within ona month from the date of mading of this internabonal search report, subnut comments to this Authonty

6 With regard to the drawings,
& the figure of the drawings to te published with the abstract is Figure No
[ ] assuggested by the applcant
|:| as selected by this Authonty, because the apphcant failed to sugge-sl a hgure
D as selacted by thus Authonty, bacause this figure better charactenzes the invention
b [X] none of the figures 1s to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (Apnl 2005)



intornational applicaton No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2005/010184

Box No | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1 With regard to any nuclaotde and/or ammo acid sequance disclosed In the intematonal application and necessary to the claimed
nvention, the intamatonal search was carmed out on the basis of

a typeof matenal

E a saquence hstng
D tabla(s) related to the sequence Lsting

b format of matenal

E on paper

E n elactronic form

¢ tme of iimgAurnishing
D contalnad in the iIntamational applicabon as filed
D filed 1ogether with the internatonal application in electronic form
E fumished subsequently to this Authonty for the purpose of search

2 E In addion, In the case that more than one varsion of copy of a sequance listing and/or table relating thareto has been filed
or funished, the required statements that the information n the subsequent or addibonal copies rs identical to that in the
application as filed or does not go bayond the application as filed, as appropnate, ware fumished

3 Additional commants

Form PCTASA/210 (contnuation of first sheel (1)) (Apni 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Intsernatienal applicstion No

PCT/EP2005/010184

A, CLASSIFICATION OF S)BJECT
A61K39/P

Accomding 1o Intemabonal Patent Classdicabion (IPC) or io both national classiication and IPC

MATTER
085 A61K39/116 A61P31/04 C07K16/12

B. FIELDS SEARCHED

Mirumum docurmeniatlon searched (classdication system followed by clasailrcaton symbols)

A61K

Documentabon searchad other than munemum documarntation to the extant that such documends are mcuded w the helds searched

Etecironic data base consulted dunng the wtemational sgarch (name of daty base and, where practical, search temns used)

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data, PAJ, Sequence Search

€ DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category” | Ciabon of document, with incication, whene appropnate, of the relevani passages

Relevant 1o claim No

X US 6 703 025 B1 (PATTI JOSEPH M ET AL)
9 March 2004 (2004-03-09)

column 6, 1ine 64 - column 39, Tine 41
X WO 00/03745 A (THE BRIGHAM AND WOMEN'S
HOSPITAL, INC)

27 January 2000 (2000-01-27)

page 32, line 5 - page 36, line 9
claim 92

X WO 93/09811 A (UNIVAX BIOLOGICS, INC;
FATTOM, ALI, IBRAHIM; WRIGHT, [., CRAIG)
27 May 1993 (1993-05-27)

page 2, 1ine 18 - page 3, 1ine 12
claims 1,2,8,10-14

-f—

1-25

22-25

22-25

m Further documenis are Uated in the contnuabon of Box C E See patent family annax

* Specal categones of cted documents

"A" documem definng the ganaral state of the art which 1s not o

consxdered o ba of particular relevance

T later documernt publishad after the intemalional fiing date

date and not In conflct with the apphcaton but

ciled to understand the princple or theory underlying the
"E" eamer documers but published on of ater the. mtemational > mcumamoiparlnuhr ralsvance, tha claimed invention

hhrg da cannot ba coneldered novel or cannol be consxlersd 1o
"L* documeni :&?\bﬂu‘? Hg: gaubb on wmlv dalm(s) of Involve an nventive stap when the documani s mken alone
which 18 esla o publicabon data of anciher *Y* document of partrcular ralevance, the claimad imventon
citaton or olher spacial season (as Mlﬁﬂl cannot ba mpgsldend to involve an inventive step when the
‘0" document refernng to an oral disciosure, usa, axtabion or docurnant 13 comisnad with ona or more ather Such docu—
athar means ments, such combnation baing cbvious o a person skilled
P+ dacument pubhishad pror to the imemanonal fiing date but in the an
later than the priority date claimed "&" document mamber of the same patent family

Date of the actual completion of the mternabonal saarch

Data ol makng of the infernatonal search report

31 March 2006 24/04/2006

Name and mailing address of tha ISA/ Authonzed

European Patent Office, P B 5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Ryswyk

Fax (+31-70) 340-30

cfficer

Tel (+31-T0) 340-2040, Tx 31 051 epon, Ulbrecht, M

Form PCTASAZ10 (second sheet) (Apnl 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2005/010184

C{Conlinuation)

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category’ | Crtabon of docurnent, with mdicabon, where approprete, of the relevani passages

Aolavant to claim No

X

US 2004/072748 Al (BALABAN NAOMI)

15 April 2004 (2004-04-15)

paragraph [0216] - paragraph [0226]

US 2002/169288 Al (HOOK MAGNUS ET AL)

14 November 2002 (2002-11-14)

¢laims 1-15

MENZIES BARBARA E ET AL: "Passive
immunization with antiserum to a nontoxic
alpha-toxin mutant from Staphyiococcus
aureus is protective in a murine model”
INFECTION AND IMMUNITY,

vol. 64, no. 5, 1996, pages 1819-1841,
XP002374979

ISSN: 0019-9567

cited in the application

the whole document

US 2003/113350 Al (FATTOM ALI 1 ET AL)

19 June 2003 (2003-06-19)

examples 1,2

WO 02/094868 A (CHIRON SPA; MASIGNANI,
YEGA; MORA, MARIROSA; SCARSELLI, MARIA;
CHIRON) 28 November 2002 (2002-11-28)
page 23, line 1 - page-.24, 1ine 16
claims 1,11,13

SEQ ID Nos. 682, 1096, 1168, 1170

WO 02/45742 A (U.S. ARMY MEDICAL RESEARCH
AND MATERIAL COMMAND; DRABICK, JOSEPH, J;
U) 13 June 2002 (2002-06-13)

example 7

claims 1,4,9-12

22-25

22-25

22-25

22-25

1-25

1,12,14

Farm PCT/IBA/Z1D {contimmuon of second sheet) (Aprd 2005}

page 2 of 2
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Intemational applicaton No

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2005/010184

Box Il Observations where certaln claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Search Report has not been established in respect of certan claims under Asticla 17{2}(a} for the following reasons

1 m Claims Nos

because thay refate to subjact matter not required to be saarched by this Authonty, namely

Although claims 19 and 24 are directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2 |:| Claims Nos
because they relate to parts of the Intemational Applicabon that do not comply with the prescnbed requrements to such
an extent that no meaningful Intematonal Search can be camed out, specsfically

3 D Claims Nos

bacause they are depsndant ciaims and are not drafied in accardance with the second and third sentences of Rule 8 4(a)

Box lil Observations where unity of mvention is lacking (Continuation of ltem 3 of first sheet)

This Intemational Searching Authonty found muitiple mventions in tis imematonal apphcation, as follows

1 As all required additonal search faes were tmely paid by the applicant, this Intemational Search Report covers all
searchable clams

2 I:l As all searchable claims could be searched wrthout affort justifying an addmonal fee, this Authonty did not mwite payment
of any addrional fee

3 D As only same of the required addional saarch fees wera Lmely paid by the appixcant, thus Imemational Search Report
covers only those claims for which fees wara paid, speciically clamms Nos

4 D No required addibonal search fees were tmely pald by the apphcant Consaquently, this Intemational Search Report 15
restncted to the inventian first mentionad in the dalms, it 15 covered by claims Nos

Remark on Protast D The additonal search fees ware accompanied by the applicant's protest.

D No prclest accompanied the payment of additional search fees

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT
International appliestion No
information on pacent amily membere PCT/EP2005/010184
Patent document Publicatron Patent family Publication

crted n search raport date member(s) date

Us 6703025 Bl 09-03-2004 NONE

WO 0003745 A 27-01-2000 AU 771563 B2 25-03-2004
Al 5000199 A 07-02-20600
CA 2333931 Al 27-01-2000
EP 1096952 A2 09-05-2001
JP 2002520374 T 09-07-2002

WO 9309811 A 27-05-1993 AT 237381 T 15-05-2003
AU 681573 B2 04-09-1997
Al 3074792 A 15-06-1993
CA 2123811 Al 27-05-1993
DE 69233012 D1 22-05-2003
DE 69233012 T2 06-11-2003
DK 648127 T3 19-05-2003
EP 0648127 Al 19-04-1995
ES 2198405 T3 01-02-2004
FI 942359 A 20-05-1994
JP 7508498 T 21-09-1995
JP 2004155789 A 03-06-2004

US 2004072748 Al 15-04-2004 NONE

US 2002169288 Al 14-11-2002 NONE

US 2003113350 Al 19-06-2003 CA 2460749 Al 31-07-2003
CN 1638794 A 13-07-2005
EP 1427442 A2 16-06-2004
JP 2005515237 T 26-05-2005
MX PA04002624 A 17-02-2005
WO 03061558 A2 31-07-2003
ZA 200402185 A 25-04-2005

W0 02094868 A 28-11-2002 CA 2440368 Al 28-11-2002
EP 1373310 A2 02-01-2004
JP 2005502326 T 27-01-2005

WO 0245742 A 13-06-2002 AU 8896101 A 18-06-2002

Form PCTASA210 (patent lamaty annaw) (Apl 2005)
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(19) Organizacién Mund:al de Propiedad Intelectual
Oficina Internactonal

(43) Fecha de Publicaciin Internacional
30 de Marzo de 2006 (30.03.2006)

PCT

(10) Ndmero de Publicacién Internacional

WO 2006/032472 A3

(51) Clasificacién Internacional de Patentes’
AGIK 39/085 (2006 01) A61P31/04 (2006 01)
A61K 39/116 (2006 01) CO7K16/12 (2006 01)

(21) Niimero de Solicitud Internacional: PCT/EP2005/010184

{22) Fecha de Repistro Internacional 20 de Septiembre de 2005
(20 09 2005)

{25) 1dioma de registro: Inglés
{(26) Idloma de Pubhicaciin: Inglés
(30) Informacidn de Prioridad:
0421082 9 22 de septiembre de 2004 (22 09 04) GB
0421078 7 22 de septiembre de 2004 (22 09 04) GB
0421081 1 22 de septicmbre de 2004 (22 09 04) GB
0421079 5 22 de septiembre  de 2004 (22 09 04) GB
0503143 0 15 de febrero de 2005 (15 02 05) GB

(71) Solicitante {parn todos los estados designados excepto Estados
Unidos) GLAXOSMITHKLINE BIOLOGICALS SA
[BE/BE], Rue de I'Institut 89, B-1330 Rixensart (BE)

(72) Inventores: y
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REIVINDICACIONES

1 Una composicidn inmunogénica que contiene al menos
dos diferentes proteinas ¢ fragmentos inmunogénicos de ellas,
seleccionados de al menos dcs grupos de proteinas o fragmentos
inmunogénicos seleccionados de los siguientes grupos:

Grupo a) al menos una proteina de enlace de componente
extracelular o fragmento inmunogénico de ella, seleccionada del
grupo que consiste en SdrG, receptor de laminina, EbhA, EbhB,
proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA,
Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de
enlace de enlace de fibronectina, coagulasa y MAP;

Grupo b) al menos una proteina transportadora estafilocécica o
fragmento I1nmunogénico de ella, seleccionada del grupo que
consiste en transportador ABC inmunodominante, IsdA, IsdB,
transportador de Mg2+, SitC y transportador ABC Ni;

Grupo c)} al menos un regulador de virulencia estafilocécico,
toxina o fragmento iInmunogénico de ella, seleccionado del grupo que
consiste en toxina alfa (Hla), mutante H35R de toxina alfa, proteina
activadora de ARN Il (RAP)

2. La composicion inmunogénica de la reivindicacién 1,
caracterizada ademas porque al menos una protefna o fragmento
inmunogenico se selecciona del grupo a).

3 La composicién inmunogénica de la reivindicacién 1 o 2
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caracterizada ademas porque al menos una proteina o fragmento
inmunogénico se selecciona del grupo b)

4 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-3,
caracterizada ademas porque al menos una proteina o fragmento
inmunogénico se selecciona del grupo ¢)

5 La composicidn inmunogénica de las reivindicaciones 1-4,
caracterizada ademas porque al menos una protelna o fragmento
inmunogénico se selecciona del grupo a), grupo b) y grupo c)

6 La composicidén inmunogénica de las reivindicaciones 1-5,
que contiene al menos una proteina o fragmento inmunogénico de S.
aureus

7 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-6,
que contiene al menos una proteina o fragmento inmunogénico de S.
epidermidis.

8 La composicidn inmunogénica de las reivindicaciones 1-7,
que contiene ademas un polisacarido u oligosacarido PIA.

9 La composicidn inmunogénica de las reivindicaciones 1-8,
que contiene ademas un polisacarido u oligosacarido capsular de
tipo V y/o de tipo VIll de § aureus

10 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-9,
que contiene ademas un polisacarido u oligosacarido capsular de
tipo I, de tipo Il y/o de tipo |ll de S epidermid:s

11 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-
10, que contiene ademas acido lipoteicdico de una bacteria Gram

positiva
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12 La composiciéon inmunogénica de la reivindicacion 11,
caracterizada ademds porque el acido lipoteicoico se extrae de una
bacteria estefilococica

13 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 8-
12, caracterizada ademas porque un polisacarido capsular
estafilocécico estd conjugado con un portador de proteina.

14. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 11-
13, caracterizada ademas porque el 4cido lipoteicdico esta
conjugado con un portador de protelna

15 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 13-
14, caracterizada ademas porque el portador de proteina se
selecciona del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxoide
diftérico, CRM197, proteina D de Haemophilus influenzae,
neumolisina y toxoide alfa

16 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-
15, en donde se genera una respuesta inmunitaria efectiva tanto
contra S. aureus como contra S epidermidis.

17 Una vacuna que contiene la composicién inmunogénica de
las reivindicaciones 1-16 y un excipiente aceptable para uso
farmacéutico

18 Un método para elaborar una vacuna, que comprende los
pasos de mezclar antigenos para elaborar |la composicién
inmunogénica de las reivindicaciones 1-16 y afiadir un excipiente
aceptable para uso farmacéutico

19 Un meétodo para prevenir o© tratar una infeccién
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estafilocécica, que comprende 2l paso de administrar la vacuna de la
reivindicacién 17 a un paciente que lo necesita

200 Un uso de la composicibn inmunogénica de las
reivindicaciones 1-16 en l|la fabricacibn de una vacuna para el
tratamiento o prevencién de una infeccidn estafilocéeica.

21. Un método para preparar una inmunoglobulina para uso
en prevencién o tratamiento de infeccién estafilocdcica, que
comprende los pasos de inmunizar un receptor con la vacuna de la
reivindicaciéon 17 y aislar la inmunoglobulina del receptor

22 Una inmunoglobulina preparada mediante el método de la
reivindicacion 21.

23 Una composicion farmacéutica que contiene la
inmunoglobulina de la reivindicacién 22 y un excipiente aceptable
para uso farmacéutico

24 Un método para el tratamiento o prevencion de infeccién
estafilocéeica, que comprende un paso de administrar a un paciente
una cantidad efectiva de la preparacién farmacéutica de la
reivindicacién 23

25. Un uso de la preparacidn farmacéutica de la reivindicacion
23 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o

prevencidn de infeccién estafilocécica
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CLAIMS

1. An immunogenic composition comprising at least two different protelns or
immunogenic fragments thereof selected from at least two groups of proteins or
immunogenic fragments selected from the following groups:

Group a) at least one staphylococcal extracellular component Blnd_iga protein or
immunogenic fragment thereof selected from the group consisting of SdrG, laminin
receptor, SitC/MntC/saliva binding protein, EbhA, EbhB, Elastin binding protein (EbpS),
EFB (FIB), SBI, autolysin, CIfA, SdrC, SdrH, Lipase GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB,
FbpA, Npase, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, Vitronectin binding protein,
fibrinogen binding protein, coagulase, Fig and MAP;

Group b) at least one staphylococcal transporter protein or immunogenic fragment
thereof selected from the group consisting of Immunodominant ABC transporter, IsdA,
IsdB, Mg2+ transporter, SitC and Ni ABC transporter;

Group ¢) at least one staphylococcal regulator of virulence, toxin or
immunogenic fragment thereof selected from the group consisting of alpha toxin (Hla),
alpha toxin H35R mutant, RNA 11l activating protein (RAP).

2. The immunogenic composition of claim 1 wherein at least one protein or immunogenic
fragment is selected from group a).

3. The immunogenic composition of claim 1 or 2 wherein at least one protein or
immunogenic fragment is selected from group b).

4. The immunogenic composition of clalms 1-3 whereln at least one protein or
immunogenic fragment is selected from Jroup c).

5. The immunogenic composition of claims 1-4 wherein at least one protein or
immunogenic fragment is selected from group a), group b) and group c).

6. The immunogenic composition of claims 1-5 comprising at least one protein or
immunogenic fragment from S. aureus.

7. The immunogenic composition of claims 1-6 comprising at least one protein or
immunogenic fragment from S. epidermidis.

8. The immunogenic composition of claims 1-7 further comprising a PIA polysaccharide
or oligosaccharide.

7
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9. The immunogenic composition of claims 1-8 further comprising type V and/or type VI
capsular polysaccharide or loigosaccharide from S. aureus.

10. The immunogenic composition of claims 1-8 further comprising Type |, and/or Type I
and/or Type Ill capsular polysaccharide or oligosaccharide from S. epldermidis.

11. The immunogenic composition of claims 1-10 further comprising lipoteichoic acid from
a Gram positive bacterium.

12. The immunogenic composition of clalm 11 wherein the lipoteichoic acid is extracted
from a staphylococcal bacterium.

13. The immunogenic composition of claims 8-12 wherein a staphylococcal capsular
polysaccharide is conjugated to a protein carrier.

14. The immunogenic composition of claims 11-13 wherein the lipoteichoic acid is
conjugated to a protein carmier.

15. The immunogenic composition of claims 13-14 wherein the proteln carrier is selected
from the group consisting of tetanus toxoid, diphtheria toxoid, CRM197, Haemophilus
influenzae protein D, pneumolysin and alpha toxold.

16. The immunogenic composition of claims 1-15 wherein an effective immune response
ls generated against both S.aureus and S. epidermidis.

17.A vaccine comprising the immunogenic composition of claims 1-16 and a
pharmaceutically acceptable excipient.

18. A method of making a vaccine comprising the steps of mixing antigens to make the
immunogenic composition of claims 1-16 and adding a pharmaceutically acceptable
excipient.

19. A method of preventing or treatin'g staphylococcal infection comprising the step of
administering the vaccine of claim 17 to a patient in need thereof,

20. A use of the immunogenic composition of claims 1-16 in the manufacture of a vaccine
for treatment or prevention of staphylococeal infection.

21. A method of preparing an immune globulin for use in prevention or treatment of
staphylococcal infection comprising the steps of immunising a reciplent with the
vaccine of ciaim 17 and isolating immune globulin from the recipient.

72
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22. An immune globulin prepared by the method of claim 21.

23. A pharmaceutical composition comprising the Immune globulin of claim 22 and a
pharmaceutically acceptable exclpient.

24. A method for freatment or prevention ol staphylococcal infection comprising a step of

administering to a patient an effective amount of the phanmaceutical preparation of
claim 23.

25.A use of the pharmmaceutical preparation of claim 23 in the manufacture of a
medicament for the treatment or prevention of staphylococeal infection.
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descripcién que no pudo formarse una opinién significativa (espectficar).

r_—] no se ha establecido un reporte de bisqueda internacional para dichas reivindicaciones Nos

D no fue posible formarse una opimdn sigmficativa sin la hista de secuencias, el solicitante, dentro del limute de
tiempo prescrito, ho,

D presenté una lista de secuencias en papel cumphendo con el estindar presentado en el Anexo C de las
Instrucciones Admunistrativas, y dicha lista no estaba dispomble a la Autoridad de Examen Preluminar
Internacional en un formato y manera aceptable a ella

D presentd una lista de secuencias en formato electrénico cumpliendo con el estindar presentado en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicha hista no estaba disponible a la Autoridad de Examen Preliminar
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D pagd los derechos de presentacién tardia requendos para la presentacién de una hsta de secuencias en
respuesta a una invitacidn bajo las Reglas 13ter.1(a) o (b} y 13ter 2,

I____l no fue posible formarse una opmién significativa sin las tablas relacionadas con la hista de secuencias, el
solicitante, dentro del limite de tempo prescnto, no presento dichas tablas en formato electrémuco cumpliendo con
los requerimentos técmcos presentados en ¢l Anexo C-bis de las Instrucciones Admunistrativas, y dichas tablas no
estaban disporubles a la Autonidad de Examen Prelinunar Internacional en un formato y manera aceptable a ella.
las tablas relacionadas con la hista de secuencias nucleétidas y/o amuno 4cidas, s1 estdn en formato electrénico

tinicamente, no cumplen con los requenmentos técnicos preseatados en el Anexo C-bis de las Instrucciones
Admnistrativas

D Ver la Casilla Suplemantana para mas detalles
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Casilla No. V Afirmaci6n razonada bajo el Articulo 35(2) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacién

Novedad {N) Rewindicaciones  1-25
Reivindicaciones
Nivel inventivo (IS) Reivindicaciones

Reivindicaciones 1-25

Aplicabihdad industrial (IA) Rewindicaciones  1-18,20-23,25
Reivindicaciones

2 Citaciones y Explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada
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Casilla Suplementaria con respecto al listado de secuencias

Continuacién de la casilla I, Item 2:

Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia amino4cida revelada en la sohcitud internacional y necesaria
para la invencién rewvindicada, esta opinién se ha establecido segin

a tipo de materal

B4 un Iistado de secuencia
[ tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b formato de material

(X en formato escrito
X en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

[] conterado en la solicitud internacional segiin se registr6
[ registrada junto con la solicitud nternacional en formato legible por computador

proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bisqueda y/o exammacién
[] recibida por esta Autoridad como una enmienda* en

2 [X] Ademis, en el caso en que més de una versi6n o copia de un listado de secuencia y/ o tabla(s) relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es 1déntica a aquella en la solicttud segtin se presenté o no va més alld
de la solicitud segiin se registré, segiin lo apropiado, fueron surninistradas

3 Comentarnos adicionales.

*si el Item 4 en la casilla No [ aphea, el listado y/o tabla(s) relacionados con ello, el cual forma parte de las bases del
reporte, pueden ser marcadas “reemplazadas™
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Las reivindicaciones 19 y 24 se relacionan con la materia objeto considerada por esta Autoridad
como cubierta por las provisiones de R. 67.1 (iv) PCT En consecuencia, no se formulara opinién
con respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones (Art
34(4)(a)(l) PCT)

Re ltem V.

1

31

Documentos Citados

D1. US-B1-6 703 025 (PATTI JOSEPH M ET AL) Marzo 9 de 2004 (2004-03-09)

D2: WO 00/03745 A (THE BRIGHAM AND WOMEN'S HOSPITAL, INC) Enero 27 de 2000
(2000-01-27)

D3: WO 93/09811 A (UNIVAX BIOLOGICS, INC; FATTOM, ALI, IBRAHIM; WRIGHT, D,
CRAIG) Mayo 27 de 1993 (1993-05-23)

D4: US 2004/072748 A1 (BALABAN NAOM) Abril 15 de 2004 {2004-04-15)

D5 US 2002/169288 A1 (HOOK MAGNUS ET AL) Noviembre 14 de 2002 (2002-11-14)

D6. MENZIES BARBARA E ET AL: “Passive immunization with antiserum to a nontoxic alpha-
toxin mutant from Staphylococcus aureus 1s protective in a munne model” (La
inmunizacién pasiva con anticuerpo a mutante de alfa-toxina no téxico de Staphylococcus
aureus es protector en un modelo murino) INFECTION AND IMMUNITY, vol. 64, no. 5,
1996, paginas 1839-1841

D7: US 2003/113350 A1 (FATTOM AL! | ET AL) Junic 19 de 2003 (2003-06-19)

Novedad (Art. 33(2) PCT):

La materia objeto de las reivindicaciones 1-25 es novedoso porque la combinacion de
caracteristicas sugerida por cualquiera de dichas reivindicaciones no esta revelada en la técnica.

Nivel Inventivo (Art. 33(3) PCT).

La reivindicacion 1 supuestamente  resuelve el problema de proveer una
composicidn inmunogénica de antigenos estafilococicos, que es capaz de inducr
una respuesta inmune particularmente efectiva (cf. p.5,1. 9-10). Como se muestra
en elEjemplo8, esto parece ser logrado solamente por algunas combinaciones
de antigenos especificas (grupos 4, 9 y 13), meentras que otras
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combinaciones de antigenos no parecen ser particularmente efectivas. Asi, el problema anterior no
es resuelto por el alcance total de la reivindicaciéon 1 y tiene que ser formulado en términos mas
amplios, a saber, como la provision de una composicién inmunogénica de antigenos
estafilococicos. D1 representa la técnica previa més cercana que revela combinaciones
inmunogénicas de MSCRAMMSs (c.10, .34 - c.22, 1.28) y sugiere la adicion de antigenos
adicionales sugeridos por la reivindicacion presente 1 (¢.22, | 30 — ¢.25, 1.10). Las combinaciones
sugeridas por la reivindicacion presente 1 parecen ser selecciones arbitrarias de las posibles
combinaciones derivadas a partir de la ensefianza de D1. Por consiguiente, la reivindicaciéon 1 no
establece un nivel inventivo.

3.2 Las composiciones inmunogénicas de D1 se usan para vacunacion activa (supra; ¢.6, .65 -¢c 9,
1.7, ¢.28, 116 - ¢ 29, 147) que implica que se usan en combinacién con un excipiente
farmacéuticamente aceptable que tiene gque ser mezclado con dicha composicion  Por
consiguiente, las reivindicaciones 17-21 que se refieren a cualquiera de dichas caracteristicas,
por las consideraciones bajo V.3.1, no establecen un nivel inventivo.

3.3 Las caracteristicas adicionales sugendas por cualquiera de las reivindicaciones 27-, 9, 11y 16
son conocidas a partir de D1 {(supra) y por lo tanto, no establecen un nivel inventivo

3.4 Las Rewvindicaciones 8, 10, 12-15 se refieren a caracteristicas técnicas adicionales basadas en la
rutina del experto. Se seleccionan arbitrariamente y como no producen ningan efecto técnico

imprevisible, no establecen un nivel inventivo.

35 D5 ensefia una composicion terapéutica para el tratamiento o prevencion de una infeccion
estafilococica, que comprende un anticuerpo que reconoce la GehD lipasa de S. epidermidis
(reivindicaciones 4 y 5), en donde el término anticuerpo incluye anticuerpos monoclonales (parraf.
[0041]) La matena objeto de la reivindicacién 22 se distngue de D5 en que la composicién
farmacéutica comprende al menos un anticuerpo monoclonal adicional drrigido a un antigeno
seleccionado de los grupos b) y ¢) de acuerdo con la reivindicacién 1. Por las razones dadas
bajo V.3.1., estos anticuerpos adicionales son arbitrariamente adicionados porque no producen
ningun efecto técrnico imprevisible Tales anticuerpos son por ejemplo, conocidos de D1, que
ensefia el uso de MSCRAMM en inmunizacién pasiva y activa para prevenir o tratar infecciones
estafilocécicas. La materia objeto de la reivindicacion 22, por ende no involucra un nivel
inventivo.
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3.6 Las rewvindicaciones 24 y 25 se refieren a la aplicacion de los anticuerpos monoclonales
sugeridos en D5 (supra). Por ende, las consideraciones de V.3.5 igualmente aplican para estas
reivindicaciones.

3.7 La caracteristica adicional sugerida por la reivindicacion 23 esta revelada en D5 y no establece

inventiva

4, Aplicabilidad Industnal (Art. 33(4) EPC})

4.1 Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 19 y 24 sobre la pregunta si son aplicables
industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes de PCT. La
patentabilidad también puede depender de la formulacion de las rewindicaciones. La EPO, por
ejemplo, no reconoce como industriaimente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones
para el uso de un compuestc en el tratamlento médico, pero pueden permitir, sin embargo,
reivindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en tratamiento médico y el usc de
dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento medico.

42 Se reconoce la aplicabilidad industrial de ta materia objeto de las reivindicaciones 1-18, 20-23 y
25

Forma PCT/hoja separada/ 409 (Hoja 3) (EPO-Abnl 2005)
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica que contiene al menos dos diferentes proteinas o
fragmentos inmunogénicos de ellas, seleccionados de al menos dos grupos de proteinas o
fragmentos inmunogénicos seleccionados de los siguientes grupos.

Grupo a) al menos una proteina de enlace de componente extracelular o fragmento
inmunogénico de ella, seleccionada del grupo que consiste en SdrG, receptor de laminina, EbhA,
EbhB, protelna de enlace de elastina (EbpS), EFB: (FIB), SBI, autolisina, CIfA, SdrC, SdrH, Lipasa
GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP,
proteina de enlace de enlace de fibronectina, coagulasa y MAP;

Grupo b) al menos una proteina transportadora estafilocdcica o fragmento inmunogénico de
ella, seleccionada del grupo que consiste en transportador ABC inmunodominante, IsdA, IsdB,
transportador de Mg2+, SitC y transportador ABC Ni;

Grupo c) al menos un regulador de virulencia estafilocécico, toxina o fragmento
iInmunogeénico de ella, seleccionado del grupo que consiste en toxina alfa (Hla), mutante H35R de
toxina alfa, proteina activadora de ARN Ill (RAP)

2. La composicion Inmunogénica de la reivindicacién 1, caracterizada ademas porque al
menos una proteina o fragmento inmunogénico se selecciona del grupo a).

3. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 1 o 2 caracterizada ademas porque
al menos una proteina o fragmento inmunogénico se selecciona del grupo b).

4 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-3, caracterizada ademas
porque al menos una proteina o fragmento iInmunogénico se selecciona del grupo ¢)

5. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-4, caracterizada ademas
porque al menos una proteina o fragmento inmunogénico se selecciona del grupo a), grupo b) y
grupo c)

6. La composicidn inmunogénica de las reivindicaciones 1-5, que contiene al menos una
proteina o fragmento inmunogénico de S aureus.

7. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-6, que contiene al menos una

proteina o fragmento inmunogénico de S. epidermidis.
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8. La composicion inmunogénica de las reivindicaciones 1-7, que contiene ademas un
polisacérido u oligosacarido PIA.

9 La composicion inmunogénica de las reivindicaciones 1-8, que contiene ademas un
polisacarido u oligosacarido capsular de tipo V y/o de tipo VIl de S aureus.

10. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-8, que contiene ademas un
polisacérido u oligosacarido capsular de tipo |, de tipo li y/o de tipo Ill de S. epidermidis.

11. La composicion inmunogénica de las reivindicaciones 1-10, que contiene ademas
acido lipoteicdico de una bacteria Gram positiva.

12. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 11, caracterizada ademas porque
el acido lipoteicbico se extrae de una bacteria estefilocécica.

13. La composicion inmunogénica de las reivindicaciones 8-12, caracterizada ademas
porque un polisacando capsular estafilocécico esta conjugado con un portador de proteina.

14. La composicidn inmunogénica de las reivindicaciones 11-13, caracterizada ademas
porque el acido lipoteicdico esta conjugado con un portador de proteina.

15. La composicién inmunogénica de las rewvindicaciones 13-14, caracterizada ademas
porque el portador de proteina se selecciona del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxoide
difténco, CRM197, proteina D de Haemophilus influenzae, neumolisina y toxoide alfa

16. La composicion inmunogénica de las reivindicaciones 1-15, la cual es capaz de
generar una respuesta iInmunitarnia efectiva tanto contra S. aureus como contra S epidermidis.

17 Una vacuna que contiene la composicion inmunogénica de las reivindicaciones 1-16 y
un excipiente aceptable para uso farmacéutico.

18. Un método para elaborar una vacuna, que comprende los pasos de mezclar
antigenos para elaborar la composicién inmunogénica de las revindicaciones 1-16 y afadir un
excipiente aceptable para uso farmacéutico.

19. Un método para prevenir o tratar una infeccién estafilocécica, que comprende el
paso de administrar la vacuna de la reivindicacion 17 a un paciente que lo necesita

20. Un uso de la composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-16 en la fabricacion

de una vacuna para el tratamiento o prevencién de una infeccién estafilococica.
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21 Un método para preparar una inmuneglobulina para uso en prevencion o tratamiento
de infeccién estafilocécica, que comprende los pasos de inmunizar un receptor con la vacuna de la

reivindicaciéon 17 y aislar la inmunoglobulina del receptor.

22 Una composicién farmacéutica que contiene dos o mas anticuerpos monoclonales o

fragmentos de ellos, los cuales son reactivos contra al menos dos constituventes de la
composicién iInmunogénica de cualguiera de las reivindicaciones 1-16. en donde los al menos dos
constituyentes se seleccionan de al menos dos grupos a). b v c).

23 Una composicién farmacéutica que contiene la inmunoglobulina de la rewvindicacion
22 y un excipiente aceptable para uso farmaceutico

24, Un método para el tratamiento o prevencidon de infeccién estafilocéeica, que
comprende un paso de administrar a un paciente una cantidad efectiva de la composicion
[preparacion] farmacéutica de la reivindicacién 22 o 23.

25 Uso de la composicién [preparacion] farmacéutica de la reivindicacion 22 0 23 en la

fabricacién de un medicamento para el tratamiento o prevencidn de infeccidn estafilococica.
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Supplemental Box

b. 0 {sent to the internatlonail Bureau only) a total of (Indicale type and numbar of electronic camer(s)) , containing a
sequence listing andbr tables related thareto, in electronic form only, as indicated in the Supplemental Box
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O BoxNo.IV  Lack of unity of invention
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] BoxNo Vi  Certain documents cited
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Box No.| Basis of the report

1. With regard to the language, this report is based on
& the international application in the !anguage in which it was filed
0O atranslation of the intemational application inte , which is the language

of a translation fumished for the purposes of:

O internationat search {under Rules 12.3{a) and 23.1(b))
O publication of the intemnational application {under Rule 12.4(a))
7 international preliminary examination {(undar Rules 55 2(a) andbr 55.3(a))

2 With regard to the elements* of the intemational application, this reporl 18 based on {replacement sheets which
have been fumnished to tha receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred 1o in this
report as “originally filed” and are not annexed io ihis raport):

Description, Pages
1-70 as ongmnally filed

Sequence listings part of the deacription, Pages
1-137 as onginally filed

Claims, Numbers
1-25 recaived on 25.07 2006 with letter of 18.07.2008

Drawings, Sheets
158-5858 as onginally filed

a sequence listing andbor any related table(s) - sea Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. O The amendments have resulted :n the cancellation of:

DO the descnption, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify):

O any table(s) related to saequence listing {spaciy)

4, O This report has been established as i {(some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box {Rule 70.2{(c))

O the descnption, pages

O the claims, Nos,

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing (specify)

O any table(s) related to sequence listing (spacify):

* If item 4 applies, scme or all of these sheets may be marked "superseded.”
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Box No. lli Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1 The queshons whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non-
obwvious), or to be industnally applicable have not been examined in respect of

a
[

the entira international application,

claims Nos. 19,24 (with respect to |A)

because:

-

the said intemational application, or the said claims Nos. 19,24 (with respact fo |A) relate to the following
subject matter which does not require an international prelimmary examination (specify).

see separate sheet

the description, claims or drawings (indicale particular elernents below) or said claims Nos. are 50 unclear
that no meaningful opinion could be formed {specify).

the claims, or said clams Nos. are so inadequately supported by the descrption that no meaningful opimon
could be formed (specify).

no intemational search report has been astablished for the said clams Nos.

a meaningful opinlon could not be formed without the sequancs listing; the applicant did not, within the
prescnbed time hmit:

O furnish a sequence isting on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available io the International Praliminary
Examining Authority in a form and manner acceplable 1o it.

[J furnish a sequence listing in elactronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Insiructions, and such listing was not available 10 the International Preliminary
Examining Authority in a form and manner acceptable to t.

O pay the required late furmishing fee for the iurmishing of a sequence listing in response to an
Invitation under Rules 13ter.1(a) or (b) and 13ter.2.

a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescnbed time mn, furnish such iables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrabve Instructions, and such tables were not
available 1o the International Preliminary Examining Authority in a form and manner acceptable to i.

the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in alectronic form only, do not
comply with the technical requirements providad for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See separate sheet for further details
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Box No.V HReasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial

applicabllity; citatlons and explanations supparting such statement

1. Statement
Novalty {N) Yes:
No
Inventive step (IS) Yes:
No-
Industnal applicability (1A) Yes
No.

2. Cdations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet
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Supplemental Box relating to Sequence Listing

Continuation of Box |, item 2:

1. With regard to any nucleolide andor amino ackd sequence disclosed n the international application and
necessary to the claimad invention, this report was established on the bas:s of:

a. type of material:
B¥ asequence listing
O table(s) related to tha sequence listing
b. format of matenal*
& on paper
& in electronic form
¢. time of filngfurmishing:
O contained in the intemational applicatien as filed
0 filed togather with the international application in electronic form
B furnished subsequently to this Authonty for the purposes of search andbr examination
0

received by this Authonty as an amendment” on

2. @ In addition, in the case that more than cne varsion or copy of a sequence listing and/r table(s) relating
thereto has been filad or furnished, the required statements that the information in the subsequent or
addricnal copies is identical 1o that in the application as filed or does not go beyond the application as filed,
as appropriate, were furnished.,

3 Additional comments:

* fitem 4 in Box No | apphes, the listing andbr table(s) relatad thereto, which form part of tha basis of the repont,
may be marked “superseded.”

Form PGTAPEA/ 409 (Aprl 2005)
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Claims 19 and 24 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered
by the provisions of R, 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with
respect to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Art.
34(4)(a)(i) PCT).

Ae item V.

1. Cited documents:

D1: US-B1-6 703 025 (PATTI JOSEPH M ET AL) 9 March 2004 (2004-03-09)

D2: WO 00/03745 A (THE BRIGHAM AND WOMEN'S HOSPITAL, INC) 27 January
2000 (2000-01-27)

D3: WO 93/09811 A (UNIVAX BIOLOGICS, INC; FATTOM, ALI, IBRAHIM;
WRIGHT, D., CRAIG) 27 May 1993 (1993-05-27)

D4: US 2004/072748 A1 (BALABAN NAOMI) 15 April 2004 (2004-04-15)

D5. US 2002/169288 A1 (HOOK MAGNUS ET AL) 14 November 2002 (2002-11-14)

D6: MENZIES BARBARA E ET AL: "Passive immunization with antiserum to a
nontoxic alpha-toxin mutant from Staphylococcus aureus is protective in a
murine model" INFECTION AND IMMUNITY, vol. 64, no. 5, 1996, pages 1839-
1841

D7: US 2003/113350 A1 (FATTOM ALI | ET AL) 19 June 2003 (2003-06-19)

2. Novelty (Art. 33(2) PCT):

The subject-matter of claims 1-25 is novel as the combination of features suggested
by any of said claims is not disclosed in the art.

3. Inventive step (Art. 33(3) PCT):
3.1 Claim 1 allegedly solves the problem of providing an immunogenic composition of
staphylococcal antigens which is able to induce a particularly effective immune

response (cf. p. 5, |. 9-10). As shown in Example 8 this appears to be achieved only
by some specific combinations of antigens {groups 4, 9 and 13), whilst other

Form PCT/Separats Shast/408 (Sheet 1) {EPO-Aprl 2005)
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3.2

3.3

34

3.5

combinations of antigens do not appear to be particulary effective. Hence, the
foragoing probiem is not solved over the whole scope of claim 1 and has to be
formulated in broader terms, namely as the provision of a immunogenic composition
of staphylococcal antigens. D1 representing the closest prior which discloses
immunogenic combinations of MSCRAMMSs (c. 10, . 34 - ¢. 22, |. 28) and suggests
the addition of further antigens suggasted by present claim 1 {¢. 22,1. 30 -¢. 25, |.
10). The combinations suggested by present claim 1 appear to be arbitrary selections
out of the possible combinations derivable from the teaching of D1. Hence, claim 1
does not establish an inventiva step.

The immunogenic compositions of D1 are used for active vaccination (supra; c. 6, |.
65-¢.9,1.7;c. 28, 1. 16 - c. 29, |. 47) which implies that they are used in combination
with a pharmaceutically acceptable excipient which has to be mixed with the said
composition. Hence, claims 17-21 which refer to any of the said features, for the
considerations under V.3.1 do not astablish an inventive step

The additional features suggest by any of claims 2-7, 9, 11 and 16 are known from
D1 (supra) and thus do not establish an inventive step.

Claims 8, 10, 12-15 refer to further technical features based on the skilled person's
routine. They are arbitrarily selected and as they do not produce any unforeseeable
technical effect do not establish an inventive step.

D5 teaches a therapeutic composition for treating or preventing a staphylococcal
infection comprising an antibody recognising GehD lipase of S. epidermidis (claims 4
and 5), wherein the term antibody includes monoclonal antibodies (para. [0041]). The
subject-matter of claim 22 is distinguished from D5 in that the pharmaceutical
composition comprises at least a further monoclonal antibody directed at an antigen
selected from the groups b) and ¢) according to claim 1. For the reasons given under
V. 3.1, these further antibodies are arbitrarily added as they do not produce any
unforeseeable technical effect. Such antibodies are for instance known from D1
which teaches the use of MSCRAMM in passive and active immunisation to prevent
or treat staphylococcal infections. The subject-matter of claim 22, thus does not
involve an inventive step.

Formn PCT/Separate Sheat/408 (Sheet 2) (EPO-Apnl 2005)
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3.6 Claims 24 and 25 refer to the application of the monoclonal antibodies suggested in
D5 (supra). Hence, the considerations of V.3.5 equally apply to these claims.

3.7 The additional feature suggested by claim 23 is disclosed in D5 and does not
astablish inventiveness.

4. Industrial applicability (Art. 33(4) PCT):

4.1 For the assessment of the prasent claims 19 and 24 on the question whether they
are industrially applicable, no unifiec criteria exist in the PCT Contracting States The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
exampie, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound In medical traatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

4.2 Industrial applicability of the subject-matter of claims 1-18, 20-23 and 25 is
acknowledged.

Form PCT/Saparate Sheet/408 (Sheat 3) (EPO-April 2005)
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1.

[ Y

An immunogenic composiion comprising at least two different proteins or immunogenic fragments
thereof selectad from at least two groups of proteins or immuncgenic fragments selected from the
following groups:

Group a) at least one staphylococcal extracellular component binding protein or immunogenic
fragment theraeof selectad from the group consisting of Sdr(3, laminin receptor, EbhA, EbhB, Elastin
binding protein (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolysin, CHA, SdrC, SdrH, Lipase GehD, FnbA, FnbB,
Cna, CIfB, FbpA, Npase, IsaA/PisA, SsaA, EFB, S5P-1, SSP-2, HBP, Vitronectin binding protein,
coagulase, and MAP,

Group b) at least one staphylococcal transporter protein or immunogenic fragment thereof selected
from the group consisting of iImmunodominant ABC transporter, IsdA, IsdB, Mg2+ transporter, SitC
and N1 ABC transporter;

Group ¢) at least one staphylococcal regulator of virulence, toxin or immunogenic fragment thereof
selectad from the group consisting of alpha to:an (Hia), alpha toxin H35R mutant, RNA Iil activating
protein (RAP)

The immunogenic composition of claim 1 wherein at least one protein or immunogenic fragment i1s
selected from group a).

The immunogenic composition of claim 1 or 2 wherein at least one protein or immunogenic fragment
Is selected from group b).

The immunogenic composition of claims 1-3 wherein at least one protein or immunogenic fragment is
selected from group c).

The immunogenic composition of claims 1-4 wherein at least one protein or immunogenic fragment is
selected from group a), group b) and group c)

The immunogenic composition of claims 1-5 comprising at least one protein or immunogenic
fragment from S. aureus.

The immunogenic composition of claims 1-6 compnsing at least one protein or immunogenic
fragment from S. epidermidis.
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10.

11.

12.

13

14,

15.

18.

17

18

19.

20.

The immunogenic composition of claims 1-7 futher comprising a PlA polysaccheride or
oligosaccharide

The immunogenic composition of claims 1-3 further compnsing type V and/or type Vil capsular
polysacchande or loigosaccharide from S, aureus.

The immunogenic composition of claims 1-9 further compnsing Type |, and/or Type Il and/or Type Il
capsular polysaccharide or oligosaccharide from S, epidermidis

The i/mmunogenic composition of claims 1-10 further comprising lipoteichoic acid from a Gram
positive bactenum.

The immunogenic composition of claim 11 wherein the lipoteichoic acld is extracted from a
staphylococcal bacterium

The immunogenic composition of claims 8-12 wherein a staphylococcal capsular polysaccharide Is
conjugated to a protein carrier,

The immunogenic composition of clams 11-13 wherein the lipoteichoic acid is conjugated to a
protein camer.

The immunogenic composition of clams 13-14 whereln the protein carrier is selected from the group
consisting of tetanus toxoid, diphthena toxoid, CRM187, Maemophius winfluenzae proten D,

pneumolysin and alpha toxoid

The immunogenic compositon of claims 1-15 which is capnable of aeneratng an effectve immune
response against both S aureus and S. epidermidss,

A vaccine comprising the immunogenic composition of claims 1-16 and a pharmaceutically
acceptable excipient.

A method of making a vaccine comprising the sleps of mixing antigens to make the immunogenic
composition of claims 1-18 and adding a pharmaceutically acceptable exciplent.

A method of preventing or treating staphylococcal infection comprising the step of administering the
vaccine of claim 17 to a patient in need thereot,

A use of the immunogenic composition of claims 1-16 in the manufacture of a vaccine far treatment
or pravention of staphylococcal infection

AMENDED SHEET




21. A method of preparing an immune globulin for use in prevention or treatment of staphylococcal
infecton comprising the steps of immunising a recipient with the vaccine of claim 17 and isclating
immune globulin from the recipient.

22. A pharmaceutical composition comprising two or more monoclonal antibodies or fraaments thereof
which are reactive against at least twa constituents of the iImmunoaenic composition of anv one of
claims 1-16 wherein the at least two constituents are selectad from at least 2 of aroups a). bl and ¢).

23, A phammaceutical composition compnsing the immune globulin of claim 22 and a pharmaceutically
acceptable excipient.

24 A method for treatment or prevention of staphylococcal infection comprising a step of administenng
to a patient an effective amount of the pharmaceutical comoosition [preparation} of clalm 22 of 23.

25 A use of the pharmaceutical composition [preparation] of claim 22 or 23 in the manufacture of a
medicament for the treatment or prevention of staphylococcal infection.

AMENCED SHEET
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Casilla No. 1. Bases de la opinién

1 Respecto al idioma, esta opinién se ha establecide segtin la sohcitud mnternacional en el idioma en el cual se
presentd, a menos que se indique de otro modo bajo este item

] Esta opmién se ha establecido segtin una traduccién del idioma oniginal al sigwiente idioma, que es el
1dioma de una traduccié6n proporcionada para la biisqueda internacional (bajo las Reglas 12 3 y 23 1(b))

2 Respecto a cualquier nucle6tido y/o secuencia aminoicida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opiuén se ha establecido segtin

a tipo de matenal

un hstado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b formato de material

B4 en formato escrito
(X en formato legible por computador

¢ hempo de presentacién/suministro
[[] conterudo en la solicitud mternacional segiin se registr6
[[]1egistrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador
X proporcionada subsigurentemente a esta Autoridad para la biisqueda
3 [X] Ademds, en el caso en que m4s de una versién o copia de un hstado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requerndas de que la informacién en las

copias subsiguientes o adicionales es 1dénhtica a aquella en la solicitud segtin se presenté o no va mas alla
de Ia solicitud segiin se registré, segtin lo apropiado, fueron suministradas

4 Comentarios adiclionales

Forma PCT/ISA/ 237 (Enero de 2004)
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Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de s1 la invenci6n rervindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a

[] toda la solicitud internacional,
4 reivindicaciones Nos. 19,24 ( respecto a IA)

porque

B4 dicha solicitud internacional, o dichas rervindicaciones Nos 19,24 (con respecto a IA) se relacionan con la siguiente
matena objeto que no requiere un examen prelinunar internacional {especifique)
ver hoja separada

[} 1a descripcidn, reivindicaciones o dibujos (tndiquee los elementos particulares a continuacion) de dichas
revindicaciones Nos son tan poco claros que no se podria formar una opmién significativa (especifique)

[_] las 1ervindicaciones, o dichas rewvindicaciones Nos son sustentadas tan nadecuadamente por la
descripaién que no se podria formar una opimién significativa

[J no se ha establecido mngiin reporte de blisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos (con respecto a la aplicabihdad industrial)

[] El nucledtido y/o hsta de secuencia amunodcida no cumple con el estdndar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Admunistrativas en que

la forma escrita [] no se ha proporcionado
[J no cumple con el estandar
el formato legible por computador ] no se ha proporcionado

] no cumple con el estAndar
[[] Ias tablas relacionadas con el nucle6tido y/o lista de secuencia aminodcida, s1 estdn en formato legible por

computador Gimicamente, no cumplen con los requenmientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Admirustrativas

[] Ver la hoja separada para mis detalles

Forma PCT/I1SA /237 (Enero de 2004)
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43 bis. 1 (a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o

aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1 Afirmacién

Novedad {N)

Nivel inventivo (IS)

Aplicabilidad industmal (IA)

2 Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/1SA /237 (Enero 2004)
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Re ltem Il

Las retvindicaciones 19 y 24 se relacionan ccn la materia objeto considerada por esta Autoridad como
cublierta por las provisiones de R 67 1 ()} PCT. En consecuencia, no se formulara opinidn con
respecto a la aphcabiidad industnial de la materia objeto de estas rewindicaciones (Art. 34(4)(a)(1)
PCT).

Re ltem V.

21

Documentos Citados

D1 US-B1-6 703 025 (PATTI JOSEPH M ET AL) Marzo 9 de 2004 (2004-03-09)

D2 WO 00/03745 A (THE BRIGHAM AND WOMEN'S HOSPITAL, INC) Enero 27 de 2000 {2000-
01-27)

D3 WO 83/09811 A (UNIVAX BIOLOGICS, INC; FATTOM, ALI, IBRAHIM, WRIGHT, D, CRAIG)
Mayo 27 de 1893 (1993-05-23)

D4 US 2004/072748 A1 (BALABAN NAOM} Abril 15 de 2004 (2004-04-15)

Ds US 2002/169288 A1 (HOOK MAGNUS ET AL) Noviembre 14 de 2002 (2002-11-14)

D6 MENZIES BARBARA E ET AL’ “Passive mmunization with antiserurn to a nontoxic alpha-toxin
mutant from Staphylococcus aureus is protective 1In 2 murine model” (La inmunizacién pasiva
con anticuerpo a mutante de alfa-toxina no tdxico de Staphylococcus aureus es protector en un
modelo murino} INFECTION AND IMMUNITY, vol 64, no 5, 1998, paginas 1839-1841

D7 US 2003/113350 A1 (FATTOM ALI | ET AL) Junmio 19 de 2003 (2003-06-19)

Novedad (Art 33(2) PCT)

D1 enseiia 1gG punficado a partir de monos 1hesus inmunizados con una composicién de MSCRAMM
que se usan para Inmunizar pasivamente ratones para prevenir la sepsis estafilocécica (Ejemplo 2)
Como la especificidad de la preparacién de globulina inmune de acuerdo con la revindicacién 22 no
estd definda, y puede ser dingida a cualquiera de los antigenos administrados en el método de la
reivindicacién 21, o incluso a ninguno de ellos dependiendo de la reaccién inmune del receptor (cf
V 54), se considera que la preparacidn de globulna inmune de D1 cae bajo el alcance de la
revindicacién 22, destruyendo asi su novedad

Por estas consideraciones, la revindicacion 22 también carece de novedad sobre D2 (p 32,15 - p 36,
|9, reivindicacién 82), D3 (p2, 118 = p 3, | 12, reivindicaciones 1, 2, 8, 10-14), D4 (parraf {0216] —
[0226)), D5 (revindicaciones 1-15), D6 (documento completo), y D7 (Ejemplos 1y 2)

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 1) (EPO -Enero 2004)
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22 Las caracteristicas de las reivindicaciones 22-25 también estén reveladas en D1 (supra, ¢ 39, | 32 ff ),

23

31

3.2

33

34

D2 (supra), D3 (supra), D5 (supra), y D6 (supra) Estas rewindicaciones, por ende, carecen de
novedad

La materia objeto de las reivindicaciones 1-21 es novedosa porque la combinacion de caracteristicas
sugenda por cualquiera de dichas rewvindicaciones no esta revelada en la técnica

Nivel Inventivo (At 33(3) PCT):

La reivindicacién 1 supuestamente resuelve el problerna de proveer una composicidn inmunogénica de
antigenos estafilocécicos, que es capaz de inducir una respuesta inmune particularmente efectiva (cf
p5, 1 9-10) Como se muesira en el Ejemplo 8, esto parece ser logrado solamente por algunas
combinaciones de antlgenos especificas (grupos 4, 9 y 13), mientras que otras combinaciones de
antigenos no parecen ser particularmente efectivas Asi, el problema anterior no es resuelto por el
alcance total de la reivindicacion 1 y tiene que ser formulado en términos mas amplios, a saber, como
la provision de una composicion Inmunogénica de antigenos estafilocdcicos D1 representa la técnica
previa méas cercana que revela combinaciones nmunogénicas de MSCRAMMs (c 10, | 34 — ¢ 22, | 28)
y sugiere la adicion de antigenos adicionales sugendos por la revindicacion presente 1 (¢ 22, 130 -
¢ 25, 110). Las combinaciones sugendas por la rewindicacidn presente 1 parecen ser selecciones
arbitrarias de las posibles combinaciones denvadas a partir de la ensefianza de D1 Por consiguiente,

la rewvindicacion 1 no establece un nivel Inventivo

Las composiciones inmunogénicas de D1 se usan para vacunacion activa (supra, ¢.6, 165 -¢9, |7,
c 28,116 — ¢ 29, | 47) que imphca que se usan en combimnacién con un excipiente farmacéuticamente
aceptable que tiene que ser mezclado con dicha composicidn  Por consiguiente, las reivindicaciones
17-21 que se refieren a cualquiera de dichas caracteristicas, por las consideraciones bajo V 3 1, no
establecen un nivel inventivo

Las caracteristicas adicionales sugeridas por cualquiera de las rewvindicaciones 27-, 9, 11 y 16 son
conocidas a partir de D1 (supra) y por lo tanto, no establecen un nivel inventivo

Las Reivindicaciones 8, 10, 12-15 se refieren a caracteristicas técnicas adicionales basadas en la
rutina del experto. Se seleccionan arbitranamente y como no producen ningin efecto técnico

imprevisible, no establecen un mvel inventivo

Aplicabilidad Industriai (Arf 33{4) EPC)

Forma PCT/ISA/237 {Hoja separada) {Hoja 2) (EPO -Enero 2004
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4.1 Para la evaluacion de las presentes revindicaciones 19 y 24 sobre la pregunta si son aplicables

42

51

52

53

54

industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes de PCT La patentabiidad
también puede depender de la formulacién de las revindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce
como Industrialmente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones para el uso de un compuesto
en el tratamiento médico, pero pueden permitir, sin embargo, remndicaciones 2 un compuesto
conocido para primer uso en tratamiento médico y el uso de dicho compuesto para la fabricacion de un
medicamento para un nuevo tratamiento médico

Se reconoce la aplicabiidad industnal de la materia objeto de las reivindicaciones 1-18, 20-23 y 25

Claridad (Art 6 PCT)

La reivindicacion 1 se refiere a la proteina SasA No hay indicacidén en la solicitud en cuanio a la
naturaleza de esta protelna {cf. p 10, 19) En vista del uso inconsistente en la técnica previa de
acrénimos que designan las proteinas bacterianas, no se puede determmar cual proteina esta cuberta
por dicho acronimo (Art 6 PCT). Mas aln, debido a esta falta de clandad, dicha proteina tambtén
debe ser considerada como insuficientemente revelada, haciéndola entonces imposible de establecer
por el experto en la practica puesto que se relaciona a dicha proteina (Art 5 PCT)

La reivindicacién 1 suglere protelnas definidas por términos y acronimos con al menos coincidencia, si
no alcance idéntico, creando asi falta de clandad. Las proteinas SdrG y Fig parecen ser idénticas
Mas alin, la coagulasa, Club y CIfA caen todas bajo el término de proteinas de enlace de fibnnogeno
Finalmente, SC se menciona en al grupo a) y también en el grupo b).

La reivindicacion 16, aunque se refiere a la composicion, define la caracteristica técnica de un método
(“en donde se genera una respuesta inmune efectiva”) confundiendo asi la categoria de dicha
rewindicacién  Si la reivindicacién de hechc se refiere a una composicidn Inmunogénica que genera
dicha respuesta inmune, esto equivale a una definicidén en términos de un resultado a ser alcanzado
Tal definicidn no definiria claramente el alcance de tal reivindicacidon porque no se puede determinar
cuales combinaciones de antigenos estan cublertas.

La rewindicacién 22 estd dingida a un producto defimdo mediante el proceso de su fabricacién El
proceso, p.e , la nmunizacién, sin embargo, no produce un producto defimdo

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 3) (EPO -Enero 2004}
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Dependiendo de la reactividad inmune del receptor inmunizado con la vacuna, se puede producir un
suero inmune dingido a cualquier combinacién de los antigenos usados También se abarcan sueros
inmunes dingidos en componentes adicionales de la vacuna, © incluso drrigidos de alguna manera a
cualquier componente de la vacuna, a saber, en el caso de no respuesta a la inmunizacién En
consecuencia, no se puede determinar el alcance de la reivindicacion 22

Estas consideraciones también aplican para las rewvindicaciones 23-25 que se refieren a la globulina
inmune de acuerdo con la reivindicacién 22

La reivindicacién 21 abarca un método para preparar una globulina iInmune en humanos expuestos a
antigenos estafilococicos Se debe tener en cuenta que, a la entrada en la fase regional, la
patentabiidad de tal reivindicacién puede subyacer restrnicciones con base en fundamentos morales
(cf p.e, Art 53(a) EPC)
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Box No.| Basis of the opinion

1 With regard 1o the language, this opimion has been established on the basis of the international application in
the language in which i was filed, unless otherwise indicated under this tem

O Ths opinion has baen established on the basis of a translation from the original language into the following

language , which is the language of a translation furnished for the purposes of intemational search
{under Rules 12 3 and 23 1{b}))

2 With regard to any nucleotide andior amino acid ssequence disclosed m the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has beaen established on the basis of

a type of matenal.
& a sequence listing
O tableis) related to the sequence listing
b format of material.
® i wntten format
® n computer readable form
¢ time of filingfurnisivng
O contained in the international apphcation as fled.
O nied together with the international application in computer readable form.

B turmished subsequently to this Authonty for the purposes of search.

3. ® In addtion, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andior table retating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information In the subsequent or additional
copies 1s identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropnate, were fumished

4 Additional comments.
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Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to novelly, inventive step and industrial
applicability

The quastions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industnally applicable have not been examined in respect of:

O
&

the entire intemational application,

claims Nos 19,24 {(with respect to IA)

because

the sard mternational application, or the said claims Nos 19,24 (with respect to |1A) relate to the following
subject matter which does not require an international preliminary examington (specry).

see separate sheet

the descriphion, clalims or drawings (indicate parficular elements befow) or said claims Nos  are so
unclear that no meaningful opinion could ba formed {spectfy)

the claims, or said claims Nos are 50 inadequately supported by the description that no meamngful opinion
could be formed

no international search report has been astablished for the whole application or for sard claums Nos

the nucleotide andior amino acid sequence listing doas not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that’

the writen form 0O has not been fumished
O does not comply with the standard
the computer readable form [J has not been furnished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequencae listing, iIf n computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions

See separate sheet for further details
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Inventive step (IS) Yes. Claims
No. Claims
Industnal applicability (I1A) Yes Clams
No Claims

2 Citatons and explanations
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/010184
Re Item Iil.

Clams 19 and 24 relate to subject-matter considered by this Authonty to be
covered by the provisions of R. 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Art. 34(4)(a)(i) PCT).

Re Item V.

1. Cited documents:

D1: US-B1-6 703 025 (PATTI JOSEPH M ET AL) 8 March 2004 (2004-03-09)

D2: WO 00/03745 A (THE BRIGHAM AND WOMEN'S HOSPITAL, INC) 27
January 2000 (2000-01-27)

D3: WO 93/09811 A (UNIVAX BICLOGICS, INC; FATTOM, AL{, IBRAHIM;
WRIGHT, D, CRAIG) 27 May 1993 (1993-05-27)

D4: US 2004/072748 A1 (BALABAN NAOMI) 15 April 2004 (2004-04-15)

D5: US 2002/169288 A1 (HOOK MAGNUS ET AL) 14 November 2002 (2002-11-
14) .

D6 MENZIES BARBARA E ET AL: "Passive immunization with antiserum to a
nontoxic alpha-toxin mutant from Staphylococcus aureus is protective in a
murine model" INFECTION AND IMMUNITY, vol. 64, no. 5, 1996, pages
1839-1841

D7 US 2003/113350 A1 (FATTOM ALI | ET AL) 19 June 2003 (2003-06-19)

2. Novelty (Art. 33(2) PCT):

2.1 D1 teaches IgG punfied from rhesus monkeys immunised with a composition of
MSCRAMM which are used to passively immunise mice to prevent staphylococcal
sepsis (Example 2). As the specificity of the immune globulin preparation
according to claim 22 is not defined and may be directed to any of the antigens
administered in the method of claim 21 or even none of them depending on the
immune reaction of the recipient (cf. V/.5.4), the immune globulin preparation of D1
is considered to fall under the scope of claim 22, thereby destroying its novelty.

For these considerations claim 22 also lacks novelty over D2 (p. 32,1. 5- p. 36, |.

9; claim 92), D3 (p. 2, |. 18 -p. 3, 1. 12; clams 1, 2, 8, 10-14), D4 (para [0216] -
[0226]), D5 (claims 1-15), D6 (whole document), and D7 (Examples 1 and 2).

Form PCT/ISA/237 {Sepamata Sheet) (Sheet 1} {(EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/010184

22 The features of claims 23-25 are also disclosed in D1 (supra; ¢ 39, I. 32 ff.), D2
(supra), D3 (supra), D5 (supra), and D6 (supra). These claims hence, lack novelty.

2.3 The subject-matter of claims 1-21 is novel as the combination of features
suggested by any of said claims is not disclosed in the art.

3 Inventive step (Art. 33(3) PCT):

3.1 Claim 1 allegedly solves the problem of providing an immunogenic composition of
staphylococcal antigens which is able to induce a particularly effective immune
response (cf. p. 5, I. 9-10). As shown in Example 8 this appears to be achieved
only by some specific combinations of antigens (groups 4, 9 and 13}, whilst other
combinations of antigens do not appear to be particularly effective. Hence, the
foregoing problem is not solved over the whole scope of claim 1 and has to be
formulated in broader terms, namely as the provision of a immunogenic
composition of staphylococcal antigens. D1 representing the closest prior which
discloses immunogenic combinations of MSCRAMMS (c. 10, 1. 34 - ¢c. 22, | 28)
and suggests the addition of further antigens suggested by present claim 1 {c. 22,
l. 30 - c. 25, I. 10). The combinations suggested by present claim 1 appear to be
arbitrary selections out of the possible combinations derivable from the teaching of
D1. Hence, claim 1 does not establish an inventive step

3.2 The immunogenic compositions of D4 are used for active vaccination (supra; c. 6,
.65-¢.9,1.7;¢.28,1.16 - ¢ 29, |. 47) which implies that they are used in
combination with a pharmaceutically acceptable excipient which has to be mixed
with the said composition. Hence, claims 17-21 which refer to any of the said
features, for the considerations under V.3.1 do not establish an inventive step

3.3 The additional features suggest by any of claims 2-7, 9, 11 and 16 are known from
D1 (supra) and thus do not establish an inventive step.

3.4 Claims 8, 10, 12-15 refer to further technical features based on the skilled
person's routine. They are arbitrarily selected and as they do not produce any
unforeseeable technical effect do not establish an inventive step.

4. Industrial applicability (Art. 33(4) PCT):

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/010184

41 Forthe assessment of the present claims 19 and 24 on the question whether they
are industrially applicable, no unified critena exist in the PCT Contracting States.
The patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The
EPO, for example, does not recognize as industriaily applicable the subject-matter
of claims to the use of a compound in medical treatment, but may allow, however,
claims to a known compound for first use in medical treatment and the use of such
a compound for the manufacture of a medicament for a new medical treatment

4.2 |ndustnal applicability of the subject-matter of claims 1-18, 20-23 and 25 is
acknowledged.

5.  Clarity (Art. 6 PCT):

5.1 Claim 1 refers to the SasA protein. There is no indication in the application as to
the nature of this protein (cf p. 10, I. 9). In view of the inconsistent use in the prior
art of acronyms designating bacterial proteins, it is not determinable which protein
is covered by said acronym (Art. 6 PCT). Moreover, due to this lack of clarity, the
said protein also has to be considered as being insufficiently disclosed, thereby
rendering it impossible for the skilled person to set the invention into practice
inasmuch as it concerns the said protein (Art. 5 PCT).

5.2 Clam 1 suggests proteins defined by terms and acronyms with at least
overlapping if not identical scope, thereby creating unclarity. The proteins SdrG
and Fig appear to be identical. Moreover, coagulase, CIfB and CIfA all fall under
the term of fibrinogen binding proteins. Finally, SitC 1s mentioned in group a) as
well as in group b).

5.3 Claim 16 although refernng to the composition, defines technical feature of a
method ("wherein an effective immune response Is generated”) thereby obscuring
the category of said claim. Should the claim in fact refer to an immunogenic
composition generating the said immune response, this would amount to a
definition in terms of a result to be achieved. Such a definitton would not clearly
define the scope of such a claim as it is not detetminable which combinations of
antigens are covered.

5.4 Claim 22 is drawn to a product defined by the process of its manufacture. The
process i.e. the immunisation, however does not produce a defined product.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) {Sheet 3) (EPO-January 2004)
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Depending on the immune reactivity of the recipient immunised with the vaccine,
an immune serum directed at any combination of the antigens used may result.
Also embraced are immune sera directed at further components of the vaccine or
even directed at any component of the vaccine at all, namely in the case of non-
responsiveness to the immunisation. Consequently, the scope of claim 22 1s not
determinable

5.5 These considerations also apply to claims 23-25 referring to the immune globulin
according to claim 22.

6. Claim 21 encompasses a method of preparing an immune globulin in humans
exposing them to staphylococcal antigens. It should be borne in mind that, upon
entry into the regional phase, the patentability of such a claim may underlie
restrictions based on moral grounds (cf. e.g. Art 53(a) EPC).

Form PCTASA/237 {Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-January 2004)



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS

REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacion en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capitulo reivindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha

sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcidon ce la presente invencidén y en este
sentido, no configuran una ampliacién del invento o de la

divulgacion contenida en la solicitud presentada.
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COMPOSICION INMUNOGENICA PARA SU USO EN VACUNACION

CONTRA ESTAFILOCOCOS

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente  solicitud se reflere a composiciones
inmunogénicas que contienen una mezcla de antigenos
estafilocécicos que combina antigenos que tienen diferentes
funciones, por ejemplo, combinaciones que contienen una proteina
de enlace de componente extracelular estafilocécico y una proteina
transportadora estafilocdécica o wuna proteina de enlace de
componente extracelular estafilocécico y un regulador estafilocécico
de virulencia o toxina o una proteina transportadora estafilococica y
un regulador estafilocécico de wvirulencia o toxina También se
describen vacunas, meétodos de tratamiento, usos y procesos para

elaborar una vacuna estafilococica

A\
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COMPOSICION INMUNOGENICA PARA SU USO EN VACUNACION
CONTRA ESTAFILOCOCOS

Campo técnico

La presente invencién se refiere al campo de composiciones y
vacunas Inmunogénicas estafilocécicas, a su fabricacién y al uso de
estas composiciones en medicina Mas particularmente, se refiere a
composiciones para vacuna Jque contienen una combinacion de
antigenos para el tratamento o prevencién de nfeccién
estafilocécica También se proporcionan métodos para usar estas
vacunas en medicina y los métodos para su preparacién
Antecedentes de la invencién

La cantidad de infecciones adquiridas en la comunidad y de
infecciones adquiridas en el hospital ha aumentado en afos
recientes con el aumento en et uso de dispositivos Intravasculares
Las infecciones adquiridas en hospitales (nosocomiales) son una
causa principal de morbilidad vy de mortalidad, mas particularmente
en Estados Unidos, en donde afectan a mas de 2 millones de
pacientes anuaimente Después de diversos estudios, se ha
determinado que aproximadamente el 6 por ciento de los pacientes
estadounidenses adquiriran una infeccién durante su estancia en el
hospital La carga econdmica en Estados Unidos se estimé en mas
de 4 5 billones de délares en 1992 (Emon y Gaynes, 1893, Chn
Microbiol Rev 6, 428) Las infecciones mas frecuentes son

infecciones del tracto urinario (UTI-33% de las infecciones), seguidas

L%
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por neumonia (15 5%), infecciones en sitio quirdrgico (14 8%) e
infecciones primarias del torrente sanguineo (13%) Emon y Gaynes,
1983, Chin Microbliol Rev 6, 428)

Staphylococcus aureus, los estafilococos negativos a la
Coagulasa (mayormente Staphylococcus epidermidis), enterococcus
spp, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, son los patégenos
nosocaomiales principales $8i1 bien estos patégenos casi ocasionan la
misma cantidad de infecciones, la gravedad de los trastornos que
pueden producir combinada con la frecuencia de aislados resistentes
a antibiéticos, mueve la balanza en esta clasificacion hacia 8 aureus
y S epidermidis como Ias patégenos nosocomiales mas
significativos

El Staphylococcus aureus es la causa mas comun de
infecciones nosocomiales con una morbihidad y una mortalhidad
significativas (Romero-Vivas et al 1995, Infect. Dis 21, 1417). Es la
causa de algunos casos de osteomielitis, endocarditis, artritis
séptica, neumonia, abcesos y sindrome de shock téxico

El S. epidermidis es un comensal normal en la piel que también es
un patdogeno oportuno responsable de infecciones de dispositivos
meédicos implantados y de infecciones en lugares donde se realiza
cirugia Los dispositivos médicos infectados por S. epidermidis incluyen
estimuladores cardiacos, derivaciones para fluido cerebroespinal,
catéteres para dialisis peritoneal ambulatoria continua, dispositivos
ortopédicos y valvulas cardiacas prostésicas

Las infecciones con §. aureus y S. epidermidis se tratan con

K
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antibiéticos, siendo la penicilina el farmaco de eleccién, mientras que la
vancomicina se usa para los aislados resistentes a la meticiina El
porcentaje de cepas estafilococicas que muestran resistencia de amplio
espectro a los antibidticos se ha generalizado y esta en aumento desde
los afios 80. (Panhlo et a/ 1992, Infect Control. Hosp. Epidemiol. 13,
582), lo que supone una amenaza para la terapia antimicrobiana
efectiva. Ademas, la reciente aparicion de la cepa de S. aureus
resistente a la vancomicina ha dado lugar al temor de que las cepas de
S aureus resistentes a la meticilina aparezcan y se extiendan, para las
cuales no hay disponible una terapia efectiva.

Un enfoque alternativo del uso de anticuerpos contra antigenos
estafilocdécicos en iInmunoterapia pasiva ha sido Investigado La
terapia que invelucra la administracion de antisueros policlonales
estd en desarrollo (WO 00/15238, WO 00/12132), asi como también
el tratamiento con un anticuerpo monoclonal contra el &cido
lipoteicdico (WO 98/57994)

Un enfoque alternativo podria ser el uso de la vacunacién activa
para generar una respuesta inmunolégica contra los estafilococos
Variocs candidatos para su inciusion comoe componentes de vacunas han
sido identificados. Estos incluyen proteina de enlace de fibronectina
(US5840846), analogo de MHC [l (US5648240), proteina de enlace de
fibrinégenc (US6008341), GehD (US 2002/0169288), proteina de enlace
de colageno (US6288214), SdrF, SdrG y S8SdrH (WO 00/12689),
exotoxinas mutantes SEA y SEB (WO 00/02523) y proteina de enlace de

fibronectina de 52 kDa (WO 01/60852)
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El genoma del S aureus ha sido secuenciado y muchas de las
secuencias codificadoras han sido dentificadas (EP7865189,
WO002/094868) Lo mismo es cierto para S epidermidis (WO 01/34809).
Como un refinamiento de este enfoque, otros han identificadc proteinas
que son reconocidas por los sueros hiperinmunitarios de pacientes que
han sufrido de Infeccion por estafilococos (WO 01/98499, WO
02/059148)

La primera generacién de vacunas dirigidas contra S aureus o
contra las exoproteinas que éste produce, han tenido éxito limitado
{Lee 1998 Trends Microbiol 4; 162) Todavia permanece una
necesidad de desarrollar vacunas efectivas contra infecciones
estafilococicas

De acuerdo con esto, la presente invencién proporciona una
composicidn inmunogénica qua2 contiene al menos dos proteinas
diferentes o fragmentos inmunogénicos de ellas, seleccionadas de al
menos dos grupos de protelnas o fragmentos Inmunogénicos
seleccionados de los siguientes grupos

Grupo a) al menos una proteina de enlace de componente
extracelular o fragmento inmunogénico de ella, seleccionada del
grupo que consiste en receptor de laminina, proteina de enlace de
SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS),
EFB {FIB), SBI, autolisina, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA,
FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SS§P-1,
SSP-2, HBP, proteina de enlace de vitronectina, proteina de enlace de

fibrin6geno, coagulasa, Fig y MAP,
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Grupo b) - al menos un proteina transportadora estafilocécica o
fragmento de ella, que se selecciona del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC y transportador ABC Ni;

Grupo c) - al menos un regulador de virulencia estafilocécico,
toxina o fragmentc de ella que se selecciona del grupo que consiste en
toxina alfa (Hla), mutante H35R de toxina alfa, proteina activadora de
ARN Il (RAP)

Descripcién de las fiauras

Figura 1 - Secuencias de polipéptidos de proteinas preferidas La
Tabla 1 proporciona informacidn acerca de cual proteina esta
representada por cada SEQ ID.

Figura 2 — Secuencias de nucledtidos que codifican las proteinas
preferidas La Tabla 1 proporciona informacidon sobre qué proteina esta
codificada por cada SEQ ID.

Figura 3 - Punificacién de toxina alfa bajo condiciones naturales
El panel A muestra un SDS-PAGE de muestras preparadas durante la
purificacidn de la toxina alfa. Linea 1 - marcadores de peso molecular,
linea 2 - fraccion soluble que contiene toxina alfa sobre-expresada,
linea 3 — flujo a través de la columna de NI-NTA, linea 4 - fracciones
eluidas con 10% de regulador de pH B, linea $§ - fracciones eluidas con
20% de regulador de pH B, linea 6 - fracciones eluidas con 30% de
regulador de pH B, linea 7 - fracciones eluidas con 50% de regulador de
pH B, linea 8 - fracciones eluidas con 75% de regulador de pH B, linea 9

y 10 fracciones eluidas con 100% de regulador de pH B, linea 11

Yo
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bacterias en T=0 antes de la induccién, linea 12 - bacterias en T=4
horas después de la induccién, linea 13 — hsado de células, linea 14 —
fraccion soluble, linea 15 — fraccién insoluble

El panel B muestra un SDS-PAGE tefiido con Coomassie de 10, 5,
2 y 1 uL de la toxina alfa purificada

Figura 4 — Purificacion de condiciones desnaturalizantes de SdrC
El panel A muestra un SDS-PAGE tefiido con Coomassie de muestras
preparadas durante la purificacion de la toxina alfa Linea M -
marcadores de peso molecular, linea Inicio — supernadante formado a
partir de la fraccién insoluble que contiene SdrC sobre-expresado, linea
FT1 - flujo a través de la columna Ni-NTA, linea C - fracciones eluidas
con regulador de pH para lavado C, linea D - fracciones efuidas con
regulador de pH D, linea E - fracciones eluidas con regulador de pH E

El panel B muestra un SDS-PAGE tefiido con Coomassie de 1, 2, 5
y 10 pL del SdrC purificado.

Figura 5 - Resultados de ELISA para antisuero con proteinas
estafiloc6cicas en placas recublertas con proteinas purificadas

Ratones agrupado pre - resultado usando sueros agrupados
extraidos de ratones antes de la inoculacion. Ratones agrupado post Il
- resultado usando sueros de ratdon agrupados extraidos después de la
inmunizacién. Conejo agrupado pre - resultado usando sueros
agrupados extraldos de conejos antes de la inoculacion Conejo
agrupade post lll - resultade usando sueros de conejo agrupados
extraidos después de la inmunizacién Blc- control negativo.

Figura 6 — Resultados de ELISA para antisuerc de raton cultivado
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contra proteinas estafiloc6cicas en placas recubiertas con estafilococos
muertos.

El panel A usa placas recubiertas con células completas muertas
con serotipe 5 de S. aureus E| panel B usa placas recubiertas con
células completas muertas con serotipo 8 de 8. aureus. El panel C usa
placas recubiertas con células completas muertas de S. epidermidis

La linea marcada con simbolos cuadrados muestra el resultado de
ELISA usando antisuero de raiones inmunizados tres veces con la
proteina estafilococica indicada. La linea marcada con simbolos
romboidales muestra el resultado de ELISA para los sueros de ratones
inmunizados previamente

Figura 7 - Resultados de ELISA para antisuero de conejo
cultivade contra proteinas estafilocdcicas en placas recubiertas con
estafilococos muertos

El panel A usa placas recubiertas con células completas muertas
con serotipo 5 de S. aureus. El panel B usa placas recubiertas con
células completas muertas con serotipo 8 de S. aureus. El panel C usa
placas recubiertas con células ccmpletas muertas de S. epidermidis

La linea marcada con simbtolos cuadrados muestra el resultado de
ELISA usando antisueros de ratones inmunizados tres veces con la
proteina estafilocdcica indicada {excepto para HarA, en donde sélo se
administré una 1amunizacién) La linea marcada con simbolos de
diamante muestra los resultados de ELISA para los sueros de conejos
inmunizados previamente

Descripcion detallada de la invencidn

o
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La presente invencién describe combinaciones particulares de
antigenos estafilocécicos que cuando se combinan, conducen a la
producciéon de una composicion iInmunogénica para tratar o para
prevenir infeccidn estafilocécica Las composiciones inmunogénicas
de la invencidn incorporan de manera apropiada antigenos que estan
involucrados en diferentes funciones estafilocécicas Estas
composiciones inmunogénicas dirigen la respuesta inmunitaria hacia
diferentes aspectos de la funcidn estafilocdcica y por lo tanto son
capaces de Inducir una respuesta inmunitaria efectiva

Las infecciones estafilocécicas progresan a través de diferentes
etapas. Por e¢jemplo, el ciclo de vida estafilocdécico 1mplica la
colonizaciéon del comensal, la iniciacion de la infeccion accesando
tejidos adyacentes o el torrente sanguineo, multiplicacion anaerébica en
la sangre, Interrelacion entre los determinantes de virulencia de 8.
aureus y los mecanismos de defensa, e induccién de complicaciones,
incluyendo endocarditis, formacién de abcesos matastasicos y sindrome
de sepsis Diferentes moléculas en la superficie de la bacteria estaran
involucradas en diferentes pasos del ciclo de infeccidn Dirigiendo la
respuesta inmunitana contra una cantidad efectiva de una combinacion
de antigenos en particular involucrados en diferentes procesos de
infeccion estafillococica, se puede lograr una composicidn o vacuna
inmunogénica con eficacia aumentada

En particular, las combinaciones de cilertos antigenos de
diferentes clases, algunos de los cuales estan involucrados en la

adhesién a células anfitrionas, algunos de los cuales estan
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involucrados en la adquisicidn de hierro o en otras funciones de
transporte, algunos de los cuales son toxinas o reguladores de
virulencia y antigenos inmunodominantes, pueden desencadenar una
respuesta inmunitaria que proteja contra miultiples etapas de la
infeccién

La efectividad de la respuesta inmunitaria se puede medir ya
sea en analisis en modelos animales, tal como se describe en los
ejemplos, y/o usando un analisis opsonofagocitico tal como se
describe en los ejemplos

Una ventaja adicional de la invenciéon es que la combinacion de
antigenos de la invencién de diferentes familias de proteinas en una
composiciéon inmunogénica hata posible la proteccién contra una
gama de cepas mas amplia

La invencién se refiere a composiciones inmunogénicas que
contienen una pluralidad de proteinas seieccionadas de al menos
dos diferentes categorias de proteina, que tienen diferentes
funciones dentro de los estafilococos Los ejemplos de estas
categorias de proteinas son proteinas de enlaces extracelulares,
proteinas transportadoras tales como proteinas de adquisicién de Fe,
toxinas o reguladores de virulencia, y Yotras proteinas
inmunodominantes Las combinaciones para vacuna de la invencién
son efectivas contra cepas estafilocécicas homélogas (cepas a partir
de las cuales se originan los antigenos) y preferiblemente también
contra cepas estafilocécicas heterélogas.

Una composiciébn inmunogénica de la invenciédn contiene una

A0
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cantidad de proteinas mayor o 1gual que 2, 3, 4, 5 o 6 seleccionadas de
2 o 3 de los siguientes grupos.

. grupo a) - al menos una proteina de enlace de componente
extracelular estafilocdécica o fragmento de ella, que se selecciona del
grupo que consiste en receptor de laminina, proteina de enlace de
SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS),
EFB (FIB), SBI, autolisina, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA,
FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1,
SSP-2, HBP, proteina de enlace de vitronectina, proteina de enlace de
fibrindgeno, coagulasa, Fig y MAP;

. grupo b) - al menos un proteina transportadora
estafilocécica o fragmento de ella, que se selecciona del grupo que
consiste en transportadora inmunodominante ABC, IsdA, IsdB,
transportadora Mg2+, SitC y transportadora ABC Ni;

. grupo c¢) - al menos un regulador de virulencia
estafllocdcico, toxina o fragmento de ella que se selecciona del grupo
que consiste en toxina alfa (Hla), mutante H35R de toxina alfa, proteina
activadora de ARN i1l {RAP)

Por ejemplo, una primera proteina se selecciona del grupo a),
b) o ¢) y una segunda protelna se selecciona de un grupo
seleccionado de los grupos a), b) y ¢) que no incluyen la segunda
proteina

En una modalidad preferida, la composicion iInmunogénica de la
invencion contiene al menos una proteina que se selecciona del grupo a)

y una proteina adicional que se salecciona del grupo b) y/o del grupo c).

21
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En una modalidad adicional, la composicion Inmunogénica de la
invencién contiene al menos un antigeno que se selecciona del grupo b)
y una proteina adicional que se selecciona del grupo c) y/o del grupo a)

En una modalidad adicional, la composicién inmunogénica de la
invencion contiene al menos un antigeno que se selecciona del grupo c)
y una proteina adicional que se selecciona del grupo a) y/o del grupo b)

La composicion inmunogénica de la invencidn contiene de
manera apropiada, proteinas de S aureus, y/o de S epidermidis
Proteinas

Las composiciones inmunagénicas de la invencién incluyen una
proteina aislada que contiene una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 85% de i1dentidad, preferiblemente al menos 90% de
identidad, mas preferiblemente al menos 95% de i1dentidad, mucho
mas preferiblemente al menos 87-99% o identidad exacta con la de
cualquier secuencia de la figura 1

Cuando se menciona especificamente una proteina aqui,
preferiblemente es una referencia a una proteina de longitud completa,
natural o recombinante, u opcionalmente una proteina madura en la cual
se ha eliminado cualquier secuencia de sefal. La proteina puede ser
aislada directamente de la cepa estafilocécica o producida mediante
técnicas de ADN recombinante Se puede Incorporar fragmentos
inmunogénicos de la proteina en la composicion iInmunogénica de la
invencion Estos son fragmentos que contiene al menos 10 aminoacidos,
preferiblemente 20 aminoacidos, mas preferiblemente 30 aminoacidos,

mas preferiblemente 40 aminoacidos o 50 aminoacidos, mucho mas

QY
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preferiblemente 100 aminoacidos, tomados de manera contigua de la
secuencia de aminoacidos de la proteina Ademas, estos fragmentos
inmunogénicos tipicamente son reactivos inmunolégicamente con los
anticuerpos generados contra la proteinas estafilocécicas o con los
anticuerpos generados mediante infeccién de un anfitrion mamifero con
estafilococos. Los fragmentos Inmunogénicos también incluyen
fragmentos que cuando se admiunistran en una dosis efectiva, {(ya sea
solos o como un hapteno unido a un portador), desencadenan una
respuesta inmunitaria protectora contra la infeccién estafilocdcica, mas
preferiblemente es protectora contra infeccion por S aureus ylo 8.
epidermidis. Un fragmento inmunogénico como este puede incluir, por
ajemplo, la proteina que carece de una secuencia guia en el terminal N,
y/o un dominio transmembrana y/o un dominio ancla en el terminal C.
En un aspecto preferido, el fragmento iInmunogénico de acuerdo con la
invencién contiene sustancialmente todo el dominio extracelular de una
proteina que tiene al menos 85% de identidad, preferiblemente al menos
90% de 1dentidad, mas preferiblemente al menos 95% de identidad,
mucho mas preferiblemente al menos 97-99% de 1dentidad, con la de la
secuencia seleccionada de la Figura 1 en la longitud completa de la
secuencia del fragmento.

También estan incluidas entre las composiciones
inmunogénicas de la invencién, proteinas de fusién de proteinas
estafilocécicas, o fragmentos de proteinas estafilocécicas. Estas
proteinas de fusidn se pueden elaborar de manera recombinante, y

pueden contener una porcién de al menos 2, 3, 4, 5 o 6 proteinas

/4
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estafilocécicas. De manera alternativa, una proteina de fusi6n puede
contener multiples porciones de al menos 2, 3, 4 o 5 proteinas
estafilocdcicas. Estas pueden combinar diferentes proteinas
estafilocédcicas o fragmentos de elias en la misma protelna De manera
alternativa, la invencion también incluye proteinas de fusion individuales
de proteinas estafilococicas o fragmentos iInmunogénicos de eilas,
como una proteina de fusién con secuencias heterélogas, tal como una
proveedora de epltopos de células T o etiquetas de purificacién, por
ejemplo  B-galactosidasa, glutatién-S-transferasa, proteina verde
fluorescente (GFP), etiquetas de epitopo tales como FLAG, etiqueta
myc, poli histidina, o proteinas superficiales wvirales tales como
hemaglutinina del virus de la influenza, o proteinas bacterianas tales
como toxoide tetanico, toxoide diftérico, CRM197.
Tabla 1

La siguiente tabla presenta los nimeros de SEQ ID de las
secuencias de proteina y de las secuencias de ADN que se
encuentran en la Figura 1 y en la Figura 2 respectivamente SA

indica una secuencia de S aureus y SE indica una secuencia de S

epidermidis
Secuencia de Secuencia de
Nombre
proteinas ADN
Transportador ABC
inmunodominante
SEQ D 1 SEQ ID 34
SA
SE SEQID 2 SEQ ID 35
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Receptor de laminina

SA SEQ ID 3 SEQ ID 36
SE SEQID 4 SEQ ID 37
Antigeno secretor A SsaA
SA1 SEQID § SEQ ID 38
SA2 SEQID 6 SEQ ID 39
SE SEQID 7 SEQ ID 40
SitC
SA SEQID 8 SEQ ID 41
SE SEQID 9 SEQ ID 42
IsA / PisA (IssA)
SA SEQ ID 10 SEQ 1D 43
SE SEQ ID 11 SEQ ID 44
EbhA / B
SA EbhA SEQ ID 12 SEQ ID 45
SA EbhB SEQID 13 SEQ ID 46
SE EbhA SEQ (D 14 SEQ ID 47
SE EbhB SEQ ID 15 SEQ ID 48
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Acumulacién-asoc. pro Aap

SA SEQ ID 16 SEQ ID 49
SE SEQ ID 17 SEQ ID 50
Proteina activadora de ARNIII
SA SEQ ID 18 SEQ ID 51
SE SEQ ID 19 SEQ ID 52
FIG / SdrG
SA SEQ ID 20 SEQ ID 53
SE SEQ ID 21 SEQ ID 54
Proteina fijadora de elastina
EbpS
SEQ ID 22 SEQ ID 55
SA
SEQ ID 23 SEQ ID 56
SE
Proteina extracelular EFB SA SEQ ID 24 SEQ ID 57
Toxina alfa SA SEQ ID 25 SEQ ID 58
SBIl SA SEQ ID 26 SEQ ID 59
IsdA SA SEQ ID 27 SEQ ID 60
IsdB SA SEQ ID 28 SEQ ID 61

Bb
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SdrC SA SEQ ID 29 SEQ ID 62
CflA SA SEQ ID 30 SEQ ID 63
FnbA SA SEQ ID 31 SEQ ID 64
CIfA SA SEQ ID 32 SEQ ID 65
Coagulasa SA SEQ ID 33 SEQ ID 66
FnbB SA SEQ ID 67 SEQ ID71
MAP SA SEQ ID 68 SEQID 72
SdrC SA SEQ ID 69 SEQID 73
SdrG SA SEQ ID 70 SEQ ID 74

Proteinas de enlaces de componente extracelular

Las proteinas de enlace de componente extracelular son proteinas
que se unen a componentes extracelulares del anfitrion. El término
incluye las adhesinas, pero no se limita a ellas

Los ejemplos de proteinas de enlaces de componente extracelular
incluyen receptor de laminina (Naidu ef al J. Med Microbiol. 1992, 36,
177), proteina de enlace de SitC/MntC/saliva {US5801234, Wiltshire y
Foster Infec. Immun 2001, 69, 5198), EbhA (Wilhams et al/ Infect
Immun 2002, 70, 6805), EbhB, Proteina de enlace de elastina (EbpS)
(Park et af 1999, J Biol Chem 274; 2845), EFB (FIB) (Wastfelt y Flock

1995, J. Clin. Microbiol. 33; 2347), SBl {(Zhang et a/ FEMS Immun Med
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Microbiol. 2000, 28; 211), autohsina (Rupp et a/ 2001, J Infect Dis
183, 1038), CIfA (US6008341, McDevitt et a/l Mol. Microbiol 1994, 11,
237), SdrC, SdrG (McCrea et a/ Microbiology 2000, 146, 1535), SdrH
(McCrea et al Microbiology 2000, 146; 1535), Lipasa GehD
(US2002/0169288), SasA, FnbA (Flock et a/ Mol Microbiol. 1894, 12,
599, US6054572), FnbB (WO 97/14799, Booth et a/ 2001 Infec. Immun
69; 345), proteina de enlace de colageno Cna (Visai ef al 2000, J. Biol
Chem,. 275, 39837), CIfB (WO 98/27109), FbpA (Phonimdaeng ef al 1988
J. Gen Microbiol.134, 75), Npasa (Flock 2001 J. Bactenol. 183, 3999),
IsaA/PisA (Lonenz et al FEMS Immuno. Med Microbiol. 2000, 29; 145),
SsaA (Lang et al FEMS Immunol. Med. Microbiol 2000, 29, 213), EPB
(Hussain y Hermann Simposio en Staph Dinamarca 14-17 2000), SSP-1
(Veenstra et a/ 1996, J Bacteriol 178; 537), SSP-2 (Veenstra et al
1996, J Bacteriol. 178, 537), proleina de enlace de heparina HBP de 17
kDA (Faligren et al 2001, J. Med. Microbiol. 50; 547), proteina de enlace
de wvitronectina (Li et a/ 2001, Curr. Microbiol 42, 361), proteina de
enlace de fibrindgeno, coagulasa, Fig (WO 97/48727) y MAP

(US5648240)

Proteina de enlace de SitC/MnitC/saliva

Esta es una proteina transportadora ABC, la cual es un homdlogo
de adhesina PsaA en S. pneumomae. Es una lipoproteina altamente
iInmunogéntca de 32 kDa que esta distribuida en la pared celular
bacternial (Cockayne et al Infect Immun. 1998 66; 3767). Se expresa en
S. aureus y S. epidermidis como una lhpoproteina de 32 kDa y un

homdologo de 40 kDa esta presente en S. hominis. En S. epidermidis, es
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un componente de un operén regulado por hierro. Muestra considerable
homologia con ambas adhesinas, incluyendo FimA de Streptococcus
parasanguis, y con lipoproteinas de una familia de transportadores ABC
con funciones de transporte de ion metalico probadas o supuestas Por
lo tanto la SitC esta incluida como una proteina de enlace extracelular y
como un transportador de ion metalico

La proteina de enlace de saliva descrita en US 5,801,234 también
es una forma de SitC y puede ser incluilda en una composicion
inmunogénica de la invencion
CIfA v CIfB

Ambas de estas proteinas tienen actividad de enlace de
fibrin6geno y impulsan la formacién de agrupamientos de S. aureus en la
presencia de plasma. Ellas contienen un motivo LPXTG comin a las
proteinas asociadas a la pared.

La CIfA se describe en US6008341 y la CIfB es como se describe
en WO 99/27109
Coaaulasa (FbpA)

Esta es una proteina de enlace de fibrinégeno que impulsa la
formacién de agrupamientos de S aureus en la presencia de plasma. Se
describe en las referencias relacionadas con la coagulasa: Phonimdaeng
et al (J Gen Microbio 1988, 134 75-83), Phonimdaeng et al. (Mol
Microbiol 1990, 4 393- 404), Cheung &t al. (Infect Immun 1995, 63-1914-
1920) y Shopsin et al. {(J Clin Microbiol. 2000, 38.3453-3456).

Los fragmentos preferidos para su inclusidon en la composicion

inmunogénica de la invencién incluyen |la proteina madura en ia cual el

A
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péptido seinal ha sido ehiminado {(aminoacidos 27 hasta el término C).

La coagulasa tiene tres dominios distintos. Los aminoacidos 59-
297 que forman una regién en doble espiral, los aminoacidos 326-505
que son una regién rica en prolina y en glicina y el dominio del terminal
C desde el aminoacido 506 hasta el 645, el cual tiene una conformacion
en lAmina beta. Cada uno de estos dominios es un fragmento que puede
ser incorporado en la composicién iInmunogénica de la invencion

SdrG- Fbe - EfB/FIG

Fbe es una proteina de enlace de fibrinégeno que se encuentra
en muchos aislados de S epidarmidis y que tiene un peso molecular
deducido de 119 kDa {Nilsson et al 1998 Infect, Inmun 66, 2666)
Su secuencia esta relacionada con la del factor de agrupamiento de
S aureus (CIfA) Los anticuerpos contra Fbe pueden bloquear el
enlace de S epidermidis a placas y a catéteres cubiertos con
fibrinbgeno {(Pel y Flock 2001, J Infect Dis 184, 52) Esta proteina
también se describe como SdrG en WO 00/12689 La SdrG se
encuentra en estafilococos negativos a la coagulasa y es una
proteina asociada a la pared celular, que contiene una secuencia
LPXTG

La SdrG contiene un peptido sefal (amincacidos 1-51), una
regibn que contiene sitios de enlace a fibrinégeno y sitios de enlace
a colageno {(aminoacidos 51-825), dos dominios CnaB (aminoacidos
627-698 y 738-809), una regién de repeticién SD (aminoacidos 825-
1000) y un dominio ancla (aminoacidos 1009-10586)

La Fbe tiene una secuencia de sefal supuesta con un sitio de
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escisién entre los aminoacidos 51 y 52 por lo tanto, un fragmento
preferido de Fbe contiene la forma madura de Fbe que se extiende
desde el aminoacido 52 hasta el término C (aminoécido 1,092)

El dominio de Fbe del amincadcido 52 hasta el aminoacido 825,
es responsable por el enlace a fibrinégeno Por lo tanto, un
fragmento preferido de Fbe consiste en o contiene los aminoacidos
52- 825.

La region entre los aminoacidos 373 y 516 de Fbe muestra la
mayor conservaciéon entre Fbe y Clfa El fragmento preferido
contendra por lo tanto los aminoacidos 373-516 de Fbe

Los aminoacidos 825 - 1041 de Fbe contienen una regién
altamente repetitiva compuesta de residuos de acido aspartico y
serina repetidos por parejas

Los fragmentos preferidos de SdrG incluyen polipéptidos en los
cuales el péptido senal y/o las repeticiones de SD y el dominio ancla
han sido eliminados Estos inciuyen polipéptidos que contienen o que
consisten en aminoacidos 50-825, aminoacidos 50-633, aminoacidos 50-
597 (SEQ ID NO 2 de WO 03/76470), aminoacidos 273-597 (SEQ ID NO
4 de WO 03/76470), aminoacidos 273-577 (SEQ (D NO 6 de WO
03/76470) aminoacidos 1-549, aminoacidos 219-549, aminoacidos 225-
549, aminoacidos 219-528, aminoacidos 225-528 de SEQ ID NO- 70.

Preferiblemente, un polipéptide SdrG que tiene una secuencia con
al menos 80%, 85%, 90%, 92%, 95%., 97%, 98%, 99% o 100% de
homologia con la secuencia de SEQ ID NO: 70, 20 o 21 esta incorporado

en la composicion inmunogénica de la invencidn

al



10

15

20

25

22

Las composiciones de la invencidon opcionalmente confienen un
fragmento de los polipéptidos SdrG descritos anteriormente

Los fragmentos preferidos tienen el péptido sefial y/o el dominio
de repeticion de SD y/o el dominio ancla eliminade Por ejemplo, las
secuencias que corresponden a los aminoacidos 1-713, 1-549, 225-549,
225-529, 24-717, 1-707, 1-690, 1-680, 1-670, 1-860, 1-650, 1-640, 1-
630, 1-620, 1-610, 1-600, 34-707, 44-697, 36-689 de SEQ ID 76 o las
secuencias que tienen 85%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad con la SEQ ID 70 o 20 o 21.

Los fragmentos preferidos con el péptido sefial eliminado tienen
un residuo metionina en el término N del fragmento para asegurar la
traduccion correcta.

Un fragmento mas preferido tiene la siguiente secuencia

MEENSVQDVKDSNTDDELSDSNDQSSDEEKNDVINNWQSINTD
DNNQIKKEETNNYDGIEKRSEDRTESTTNVDENEATFLQKTPQDNTHL
TEEEVKESSSVESSNSSIDTAQQPSHTTINREESVQTSDNVEDSHVSDF
ANSKIKESNTESGKEENTIEQPNKVKEDSTTSQPSGYTNIDEKISNQDE

LLNLPINEYENKARPLSTTSAQPSIKRVTVNQLAAEQGSNWHLIK
VTDQSITEGYDDSEGVIKAHDAENLIYDVTFEVDDKVKSGDTMTVDIDK
NTVPSDLTDSFTIPKIKDNSGEIIATGTYDNKNKQITYTFTDYVDKYENIK
AHLKLTSYIDKSKVPNNNTKLDVEYKTALSSVNKTITVEYQRPNENRTA
NLQSMFTNIDTKNHTVEQTIYINPLRYSAKETNVNISGNGDEGST

IIDDSTHKVYKVGDNQNLPDSNRIYDYSEYEDVTNDDYAQLGNN
NDVNINFGNIDSPYIIKVISKYDPNKDDYTTIQQTVTMQTTINEYTGEFRT
ASYDNTIAFSTSSGQGQGDLPPEKTYKIGDYVWEDVDKDGIQNTNDNE

a7
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KPLSNVLVTLTYPDGTSKSVRTDEDGKYQFDGLKNGLTYKITFETPEGY
TPTLKHSGTNP ALDSEGNSVWVTINGQDDMTIDSGFYQTPKYSLGNY

VWYDTNKDGIQGDDEKGISGVKVTLKDENGNIISTTTTDENGKYQ
FDNLNSGNYIVHFDKPSGMTQTTTDSGDDDEQDADGEEVHVTITDHDD
FSIDNGYYDDE
EbhA v EbhB

EbhA y EbhB son proteinas que se expresan tanto en S aureus
como en S. epidermidis {(Clarke y Foster Infect Immun 2002, 70, 6680,
Williams et a/ Infect, Immun. 2002, 20; 6805) y las cuales se enlazan a
la fibronectina Dado que la fibronectina es un componente importante
de l|la matriz extracelutlar, la EbhA y la EbhB tienen una funcidn
importante en la adherencia de ios estafilococos a la matriz extracelular
del anfitnén.

Las proteinas Ebh son grandes, tienen un peso molecular de 1.1
mega Dalton Es ventajoso usar un fragmento de |la proteina Ebh en
lugar de la secuencia completa, debido a la facihidad de produccién y
formulacién La regiéon central de la proteina contiene repeticiones
imperfectas que contienen sitios de enlace de fibronectina Los
fragmentos que contienen uno o méas de los dominios de repeticion
descritos mas adelante son los fragmentos preferidos para su
incorporacién en la composicién inmunogénica de la invencion

Las proteinas Ebh contienen unidades de repeticidon imperfectas
de 127 aminoacidos de longitud, las cuales estan caracterizadas porque
contienen la secuencia de consenso.

L.G {10}A {13}Q {26]L M L {33}A
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Preferiblemente

{19}L.G.{10}A.{13}Q {26}L M L {33}A. {12}

Mas preferiblemente

..... IIV..A.. 1/V AK ALN/DG. NL..AK..A.{6}L..LN AQK L..QI/V .A..V
V {6}JA LN/D AM..L...I/V.D/E...TK S.NY/F.N/DAD..K AY/F..AV..A J/V.N/
D .

En donde “" significa cualquier aminoacido y “.{10}" significa
cualesquiera 10 aminoacidos y |/V indica eleccicnes alternativas de
aminoacido

Mediante referencia a !a secuencia descrita en Kuroda et al {(2001)
Lancet 357; 1225-1240, y en la Tabla 2, las secuencias de repeticion
dentro de las proteinas Ebh se deduce facilmente.

Los fragmentos preferidos para ser incluidos en la composicion
iInmunogénica de la invencion incluyen proteinas que estan constituidas
por uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas de
10 de las 127 unidades de repeticion del aminoacido Estos fragmentos
pueden consistiren 1, 2, 3, 4, 5§, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas repeticiones de la
region de repeticion 127 del aminoacido, o pueden consistir en 1, 2, 3,
4, 5,6, 7, 8, 9, 10 o mas repeticiones con residuos adicionales de
aminoacidos presentes en cualgquiera de los extremos o en ambos
extremos del fragmento Otro fragmento preferido es el polipéptido H2
de 44 kDa, que abarca tres repeticiones (amincacidos 3202-3595) como
se describe en Clarke et al. Infection and Immunity 70, 6680- 6687,
2002 Estos fragmentos preferiblemente seran capaces de enlazarse a la

fibronectina y/o de producir anticuerpos que sean reactivos contra la

a4
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proteina Ebh completa

Los polipéptidos Ebh son capaces de enlazarse a la fibronectina
Los fragmentos preferidos de estas secuencias de polipéptidos
mantienen la capacidad de enlazarse a la fibronectina. El enlace a la
fibronectina se puede evaluar mediante ELISA segin se describe en
Clarke et al (Infection and Immumity 70, 6680-6687 2002).

Todavia otros fragmentos preferidos son los que contienen un
epitopo de célula B o de auxiliar T, por ejemplo los fragmentos/péptidos

que se describen en las Tablas 3 y 4

Tabla 2: Secuencias de repeticiéon en la secuencia de lonaitud

completa de Ebh.

La secuencia de longitud completa de Ebh se describe en Kuroda
et al (2001). Lancet 357, 1225- 1240 La siguiente tabla muestra los
residuos de amino&acidos en los cuales el amincacido 127 principia y

finaliza las repeticiones en la secuencia de longitud completa.

Principio | Final

1 3204 3330

2 3331 3457

3 3457 3583

4 3583 3709

5 3709 3835

6 3835 3961

7 3961 4087
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8 4200 4326
9 4326 4452
10 4452 4578
11 4578 4704
12 4704 4830
13 4830 4956
14 4956 5082
15 5082 5208
16 5208 5334
17 5334 5460
18 5460 5586
19 5585 5711
20 o711 0837
21 5837 5963
22 5963 6089
23 6089 6215
24 6215 6341
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25 6341 6467
26 6467 6593
27 6593 6719
28 6719 6845
29 6845 6971
30 6971 7097
31 7079 7223
32 7223 7349
33 7349 7475
34 7475 7601
35 7601 7727
36 7727 7853
37 7852 7978
38 7978 8104
39 8104 8230
40 8230 8356
41 8356 8482




10

15

20

25

28

42 8482 8608

43 8604 8730

44 8858 8984

Iabla 3. Prediccién de epitopo de células B para una repeticidn
del aminoacido 127:

La secuencia de longitud completa se describe en Kuroda et al
(2001 ) Lancet 357, 1225-1240. Una de estas repeticiones, codificada
por los aminoacidos 3204-3331 de la secuencia de longitud completa, se
escogld para llevar a cabo una prediccion de epltopo.

MDVNTVNQKAASVKSTKDALDGQQNLQRAKTEATNAITHASDLNQA
QKNALTQQVNSAQNVHAVNDIKQTTQSLNTAMTGLKRGVANHNQVVQSD

NYVNADTNKK NDYNNAYNHANDIINGNAQHPVI

Principio | Final | Secuencia de epitopos | Inicio [ Fin

5 10 TVNQKA 3208 | 3213
14 19 KSTKDA 3217 | 3222
21 33 DGQQNLQRAKTEA 3224 | 3236
42 51 DLNQAQKNAL 3245 | 3254
66 74 DIKQTTQSL 3269 | 3277

100 112 ADTNKKNDYNNAY 3303 | 3315

117 123 DIINGNA 3320 | 3326
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Las columnas “principio” y “final”™ presenta la posicion de los
epitopos de células B predichos en la repeticion del aminoacido 127

Las columnas “inicio” y “fin” presentan la posicién de los epitopos
de céiulas B predichos en |la secuencia de Ebh de longitud completa

Tabla 4: Prediccién de epitopo de células T auxiliares en Ebh :

La secuencia de longitud completa se describe en la base de
datos TrEMBL, referencia de secuencia Q8NWQ6. Una de estas
repeticiones, codificada por los aminoacidos 3204-3331 de la secuencia
de longitud completa, se escogié para llevar a cabo una prediccion de
epitopo.

MDVNTVNQKAASVKSTKDALDGQQNLQRAKTEATNAITHASDLNQA
QBCNALTQQVNSAQNVHAVNDIKQTTQSLNTAMTGLKRGVANHNQVVQS

DNYVNADTNKK NDYNNAYNHANDIINGNAQHPVI

Posicion en la Posicién en la
Secuencia de epltopo
repeticion secuencia
1 MDVNTVNQK 3204
3 VNTVNQKAA 3206
6 VNQKAASVK 3209
26 LQRAKTEAT 3229
37 ITHASDLNQ 3240
43 LNQAQKNAL 3246
51 LTQQVNSAQ 3254
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55 VNASAQNVHA 3258
61 VHAVNDIKQ 3264
64 VNDIKQTTQ 3267
67 IKQTTQSLN 3270
74 LNTAMTGLK 3277
78 MTGLKRGVA 3281
81 LKRGVANHN 3284
85 VANHNQVVQ 3288
91 VVQSDNYVN 3294
92 VGSDNYVNA 3295
97 YVNADTNKK 3301
98 VNADTNKKN 3302
108 YNNAYNHAN 3311
112 YNHANDIIN 3315
118 IINGNAQHP 3321
119 INGNAQHPYV 3322

jo°
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La columna "Posicion de repeticién” presenta la posicion de los
epitopos de células T predichos en la repeticién

La columna “Posicidon en la secuencia” presenta la posicién de los
epitopos de células T predichos en la secuencia de Ebh de longitud
compieta

Los fragmentos de los polipéptidos de |la invencidn pueden ser
empleados para producir el ccrrespondiente poclipéptido de longitud
completa mediante sintesis de péptidos; por lo tanto, estos fragmentos
se pueden emplear como productos intermedios para producir los
polipéptidos de longitud completa de |la invencién.

Se prefiere particularmente a las variantes en las cuales varios,
5-10, 1-5, 1-3, 1-2 o 1 aminoacidos estan sustituidos, eliminados, o
afadidos en cualquier combinacidn
Proteina de enlace de elastina (EbpS)

La EbpS es una proteina que contiene 486 aminoacidos con un
peso molecular de 83 kDa. Esta asociada con la membrana citoplasmica
de S. aureus y tiene tres regiones hidrofébicas que mantienen la
proteina en la membrana (Downer et al 2002, J. Biol Chem 277; 243,
Park et al 1996, J. Biol. Chem. 271 ; 15803)

Dos regiones entre los aminoacidos 1-205 y 343-486 estan
expuestas superficialmente en la cara exterior de la membrana
citoplasmica. El dominic de enlace del ligando EbpS esta tocalizado
entre los residuos 14-34 en el término N (Park et al 1999, J. Biol. Chem.
274; 2845)

Un fragmento preferido para ser incorporado en la composicion

jol
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inmunogénica de la invencién es el fragmento expuesto
superficialmente que contiene la regiébn de enlace a elastina
(amincacidos 1-205) Algunos de los fragmentos preferidos no contienen
el lazo entero expuesto, sino que deben contener la regién de enlace a
elastina (aminoacidos 14-34). Un fragmento alternativo que podria
usarse consiste en los aminocacidos que forman el segundo lazo
expuesto superficialmente (aminoacidos 343-486) También son posibles
fragmentos que contengan hasta 1, 2, 5§, 10, 20, 50 aminoacidos menos

en uno o0 en ambos extremos

Receptores de laminina

El receptor de laminina de S. aureus juega un papel importante en
la patogenicidad Un caracteristica clave de la infeccion es la invasién
del torrente sanguinec, lo que permite la formaciébn de abcesos
metastasicos diseminada ampliamente. La 1nvasion del torrente
sanguineo requiere la habilidad para extravasarse a través de la
membrana de base vascular. Esto se logra mediante el enlace a la
laminina a través del receptor de laminina {Lopes et al Science 1985,
229, 275).

Los receptores de laminina estan expuestos superficiaimente y
estdn presentes en muchas cepas de estafilococos, incluyendo S.

aureus y S. epidermidis.

§$BI

La Sbi es una proteina que tiene una region de enlace a IgG y un
dominio de enlace a apolipoproteina H y se expresa en la mayoria de

las cepas de S. aureus (Zhang ef al 1998, Microbiology 144, 985).
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El término N de la secuencia de Sbi tiene una secuencia de sefal
tipica con un sitio de escisidn después del aminoacido 29 Por lo tanto,
un fragmento preferido de Sbi para ser incorporado en una composicion
inmunogénica de la invencién comienza en el residuo de aminoacido 30,
31, 32 0 33 y continda hasta el término C de la Sbhi, por ejemplo de SEQ
ID NO: 26

El dominio de enface de Sbi ha sido identificado como una regidon
hacia el término N de la proteina de los aminoacidos 41-92 Este
dominio es homdélogo con los dominios de enlace a IgG de la proteina A.

El dominio de enlace a IgG de Sbi minimo contiene la siguiente
secuencia:
QTTQNNYVTDQQKAFYQVLHLKGITEEQRNQYIKTLREHPERAQEVFSESLK

* indica aminoacidos que son stmilares entre dominios fijadores de
IgGs

El fragmento preferido de Sbi para ser incluido en la composicidn
iInmunogénica de la invencién contiene un dominio de enlace a IgG
Este fragmento contiene la secuencia de consenso para un dominio de
enlace a IgG segun se Indica mediante ~ tal como se muestra en la
secuencia anterior Preferiblemente el fragmento contiene o consiste en
la secuencia completa mostrada anteriormente Mas preferiblemente, el
fragmento contiene o consiste en los aminoacidos 30-92, 33-82, 30-94,
33-94, 30-146, 33-146, 30-150, 33-150, 30-160, 33-160, 33-170, 33-180,
33-190, 33-200, 33-205 0 33-210 de Sbi, por ejemplo de SEQ ID NO 26.

El fragmento preferido puede contener 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10

|52
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sustituciones de aminoacido de las secuencias indicadas.

Los fragmentos preferidos pueden contener repeticiones multiples
(2,3,4,5,6,7,8, 90 10) del dominio de enlace a IgG.

EFB - FIB

La Fib es una proteina de &nlace de fibrinégeno de 19 kDa que es
secretada en el medio extracelular por S aureus. Es producida por
todos los aislados de S. aureus sometidos a prueba (Wastfelt y Flock
1995, J Clin. Microbiol. 33, 2347)

El S. aureus forma agrupaciones en la presencia de fibrindgeno y
se enlaza a las superficies recubiertas con fibrindgeno Esta capacidad
facilita la colonizacion estafilococica de catéteres y células endoteliales.

La Fib contiene a secuencia de sefial en el término N de la
proteina con un sitio de escision supuesto aproximadamente en el
aminoacido 30 Por lo tanto, el fragmento preferido para ser introducido
en la composicion iInmunogénica de la invencidon podria contener la
secuencia de la proteina madura (aproximadamente desde el aminoacido
30 hasta el termino C de la protelna).

IsaA/PisA

La IsaA es una proteina de 29 kDa, también conocida como PisA,
que ha demostrado ser una proteina inmunodominante estafilocécica
durante la sepsis en pacientes de hospital (Lorenz et a/ 2000, FEMS
Immunol. Med. Microb. 29, 145).

Se piensa que los primeros 29 aminoacidos de la secuencia de
IsaA son una secuencia de sefial. Por lo tanto, un fragmento prefenido

de IsaA para ser Incluide en una composicién Inmunogénica de la

o4
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invencion podria contener residuos de los aminoacidos 30 en adelante,
hasta el final de la secuencia codificada.

Proteina de enlace de fibronectina

La proteina de enlace de fibronectina A (FnbA) se describe en
US5320951 y en Schennings et al (1993, Microb Pathog 15: 227) La
protelna de enlace de fibronectina A contiene varios dominios que estan
involucrados en el enlace a la fibronectina (WO 94/18327) Estos se
denominan D1, D2, D3 y D4. Los fragmentos preferidos de proteina de
enlace de fibronectina A 0 B comprenden o consisten en D1, D2, D3, D4,
D1-D2, D2-D3, D3-D4, D1-D3, D2-D4 o D1-D4 (tal como se describe en
WO 94/18327).

La proteina de enlace de fibronectina contiene una secuencia de
sefial de 36 aminoacidos Por ejemplo

VKNNLRYGIRKHKLGAASVFLGTMIWGMGQDKEAA

Opcionalmente, la proteina madura, omitiendo esta secuencia de
sefal, esta incluida en la composicién inmunogénica de la invencion.

Proteinas transportadoras

La pared celular de las bacterias Gram positivas actia como una
barrera que previene la difusién {ibre de metabclitos en la bacteria Una
familia de proteinas orquesta el paso de nutrientes esenciales en la
bacteria y por lo tantc es esencial para la viabilidad de la bacteria. El
término protelna transportadora cubre proteinas involucradas en el paso
inicial de enlace a metabolitos, tales como hierro, asi como también los
involucrados en transportar realmente el metabolito en la bacternia

El hierro molecular es un co-factor esencial para el crecimiento
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bacteriano Se secretan sideroforas que fijan el hierro libre y luego se
capturan mediante receptores superficiales bacterianos que suministran
hierro para transportarlo a través de :-la membrana citoplasmica La
adquisicion de hierro es critica para el establecimiento de infecciones
humanas, de tal forma que la generacién de una respuesta inmunitara
contra esta clase de proteinas conduce a una pérdida de viabilidad
estafilococica.

Los ejemplos de proteinas transportadoras incluyen el
transportador iInmunocdominante ABC (Burnie et al 2000 Infect. Imun. 68;
3200), IsdA (Mazmanian et al 2002 PNAS 99; 2293), IsdB (Mazmanian et
al 2002 PNAS 99, 2293), el transportador de Mg2+, SitC (Wiitshire y
Foster 2001 Infect. Immun 69; 5198) y el transportador ABC Ni
Transportador inmunodominante ABC

El transportador inmunodominante ABC es una proteina bien
conservada que puede ser capaz de generar una respuesta inmunitana
que tiene proteccidn cruzada contra diferentes cepas estafiiocécicas
(Me1 ef al 1997, Mol. Microbiol 26, 399) Los anticuerpos contra esta
proteina se han encontrado en pacientes con septicemia (Burnie et al
2000, Infect Immun 68, 3200).

Los fragmentos preferidos de transportador inmunodominante ABC
incluirdn los péptidos DRHFLN, GNYD, RRYPF, KTTLLK, GVTTSLS,
VDWLR, RGFL, mas preferiblemente KIKVYVGNYDFWYQS,
TVIVVSHDRHFLYNNV vy/o TETFLRGFLGRMLFS, dado que estas
secuencias contienen epitopos que son reconocidos por el sistema

inmunolégice humano



10

15

20

25

37

IsdA-IsdB

Los genes i1sd (determinantes superficiales regulados por hierro)
de S aureus codifican las proteinas responsables de el enlace a
hemoglobina y del paso de hierro del grupo hemo hacia el citoplasma,
en donde actia como un nutriente esencial. IsdA y IsdB estan
localizados en la pared celular de los estafilococos La IsdA parece
estar expuesta en la superficie de la bacteria, dado que es susceptible
de digestién por la proteinasa K. La IsdB fue digerida parcialmente, lo
que sugiere que esta expuesta parcialmente sobre la superficie de la
bacteria (Mazmanian et al 2003 Science 299; 9086).

La IsdA y la IsdB son ambas proteinas de 29 kDa que se enlazan
al grupo hemo. Su expresion esta regulada por la disponibilidad y hierro
por medio del represor Fur. Su expresion sera alta durante la infeccion
en un anfitrnién, en donde la concentracioén de hierro sera baja.

También son conocidas como FrpA y FrpB (Morrissey et a/ 2002,
Infect. Immun. 70; 2399) FrpA y FrpB son proteinas con una alta carga.
Han demostrado que proporcionan una contribucién principal a la
adhesién al plastico

En una modalidad, la composicién inmunogénica de la invencién
contiene un fragmento de isdA y/o IsdB que es como se describe en WO
01/98499 o en WO 03/11899
Toxinas v requladores de virulencia

Los miembros de esta familia de proteinas incluyen toxinas tales
como la toxina alfa, hemolisina, enterotoxina B y TSST-1, asi como

también proteinas que regulan la produccidn de toxinas tales como RAP.

|oX
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Toxina alfa (Hla)

La toxina alfa es un importante determinante de wvirulencia
producida por la mayoria de las cepas de 8. aureus. Es una toxina
formadora de poros con actividad hemolitica Se ha demostrado que los
anticuerpos contra la toxina alfa neutralizan los efectos perjudiciaies y
letales de la toxina alfa en modelos animales (Adlam et al 1977 Infect
Immun. 17, 250) Las plaquetas humanas, las células endoteliales y las
células mononucleares son susceptibles a los efectos de la toxina aifa

La alta toxicidad de la toxina alfa requiere que sea desintoxicada
antes de usarse como iInmunogénico. Esto se puede lograr mediante
tratamiento quimico, por ejemplo mediante tratamiento con
formaildehido, glutaraldehido de otros reactivos reticulantes o
conjugandolo quimicamente con polisacaridos bacterianos como se
describe mas adelante

Otra manera de eliminar la toxicidad es introducir mutaciones
puntuales que eliminan toxicidad mientras que mantienen Ia
antigenicidad de la toxina. La introduccién de una mutacién puntual en
el aminoacido 35 de la toxina alfa en donde se reemplaza un residuo de
histidina con un residuo de leucina, da como resultado la eliminacién de
toxicidad, mientras que mantiene la inmunogenicidad (Menzies vy
Kemodle 1996; Infect. Immun 64; 1839). La histidina 35 parece ser
critica para la oligomerizacién apropiada requerida para la formaciéon de
poros, y la mutacion de este residuo conduce a la pérdida de toxicidad

Cuando se incorpora en composiciones Inmunogénicas de la

invencién, la toxina alfa preferiblemente es desintoxicada mediante
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mutacion de His 35, mas preferiblemente reemplazando His 35 con Leu
o Arg En una modalidad alternativa, la toxina alfa es desintoxicada
mediante la conjugacién con otros componentes de la composicidn
inmunogénica, preferiblemente con polisacarido tipo V de S. aureus yl/o
con polisacando tipo VIll de S. aureus y/o con PNAG.

Proteina activadora de ARN |l (RAP)

La RAP no es en si misma una toxina, sino que es un regulador de
factores de expresion de virulencia La RAP es producida y secretada
por estafilococos Activa el sistema regulador de agr de otros
estafilococos y activa |la expresidn y la liberacién subsiguiente de
factores de virulencia tales como hemolisina, enterotoxina By TSST-1

Una respuesta inmunitaria generada contra RAP podria no matar
la bacteria, pero podria interferir con su patogenicidad. Esto tiene la
ventaja de proporcionar presion menos selectiva para que surjan nuevas
cepas resistentes.

Podria haber una segunda ventaja en producir una respuesta
inmunitaria que pudiera ser instrumentai para reducir la morbilidad de la
infeccién.

Es particularmente ventajosc combinar la RAP con otros antigenos
en una vacuna, particularmente en donde el antigeno adicional podria
proporcionar una respuesta inmunitaria que sea capaz de matar la
bacteria
Otras proteinas

Proteina asociada a la acumulacién (Aap)

La Aap es una proteina de 140 kDa que es esencial para la

A
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acumulacién de cepas de S. epidermidis sobre las superficies {(Hussain
et al Infect Immun 1997, 65; 519). Las cepas que expresan esta
proteina producen significativamente mayores cantidades de biopelicula
y la Aap parece estar involucrada en la formacién de biopelicula Los
anticuerpos contra la Aap son capaces de inhibir la formacién de
biopelicula y de inhibir la acumulacién de S. epidermidis,

Un fragmento preferido de Aap es un dominio conservado que
contiene o que consiste en los aminoacidos 550-1069
Antigeno secretor estafilocécico SsaA

La SsaA es una proteina fuertemente inmunogénica de 30 kDa
que se encuentra tanto en S aureus como en S. epidermidis (Lang ef al
2000 FEMS Immunol. Med. Microbiol. 29; 213). Su expresién durante la
endocarditis sugiere un papel en la virulencia especifico para la
patogénesis de la enfermedad Infecciosa

La SsaA contiene una secuencia conductora en el terminal N y un
sitio de escisién de peptidasa sefial. El péptido conductor es seguido por
una regidn hidrofilica de aproximadamente 100 aminoacidos desde el
residuo 30 hasta el residuo 130.

Un fragmento preferido de SsaA para ser incorporado en la
composicidon inmunogénica de la invencion se elabora de la proteina
madura {aminoacidos 27 hasta el término C o amincacidos 30 hasta el
término C).

Otros fragmentos preferidos contienen el area hidrofilica de SsaA
desde el aminoacido 30 hasta el aminoacido 130.

Combinaciones preferidas
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Una combinacion preferida de proteinas en la composicion
iInmunogénica de la invencién contiene receptor de laminina y 1, 2, 3, 4
o 5 antigenos adicionales que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicién iInmunogénica de le invencton contiene SitC y 1, 2,3,405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicion inmuncgénica de la invencidon contiene EbhA y 1, 2, 3, 4 0
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC NI, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicion iInmunocgénica de la invencion contiene EbhB y 1, 2, 3, 4 o
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la

(1
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composicién inmunogénica de la invencidon contiene EbpS y 1, 2, 3, 4 0
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composiciéon iInmunogénica de la invencidén contiene EFB(FIB) y 1, 2, 3,
4 o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en transportador iInmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC NI, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencién contiene SBly 1, 2, 3,405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunocdominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacibn de proteinas preferida adicional en la
composicién iInmunogénica de la invencion contiene autolisina y 1, 2, 3,
4 o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la

composicion iInmunogénica de la invencion contiene CIfAy 1,2,3,405

(12
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antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, 1sdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicién iInmunogénica de la invencién contiene SdrC y 1, 2, 3, 4 o
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencion contiene SdrGy 1, 2, 3, 4 0
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa y RAP.

Una combinaciéon de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invencion contiene SdrH y 1, 2, 3, 4 o
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en |la
composicién iInmunogénica de la invencidn contiene Lipasa GehD y 1, 2,

3, 4 o 5 antigenos adiciocnales, que se seleccionan del grupo que

\D
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consiste en transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB,
transportador Mg2+, SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante
H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combtnacién de proteinas preferida adicionai en la
composicién inmunogénica de la invencidn contiene SasAy 1,2,3,4035
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacidn de proteinas preferida adicionai en la
composicién inmunogénica de la invencién contiene FnbA y 1, 2, 3, 4 o
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacidn de proteinas preferida adicional en la
composicidén inmunogénica de la invencién contiene FnbBy 1, 2, 3, 4 0
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupc que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencién contiene Cnay 1, 2,3, 405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en

transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,

1§
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SitC, transportador ABC Ni, toxina aifa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en |la
composicién iInmunogénica de la invencién contiene CIfBy 1,2, 3,405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmuncdominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en |la
composicidon inmunogénica de la invencién contiene FbpAy 1,2,3, 405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de pgroteinas preferida adicional en la
composicién inmunocgénica de la invencion contiene Npasay 1, 2, 3,4 0
5 antigenos adicionales, que se seleccicnan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
aifa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacidon de proteinas preferida adicional en |la
composicion inmuncogénica de la invencién contiene IsaA/PisA y 1, 2, 3,
4 o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en transportador inmuncdominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,

SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
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alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invencidén contiene SsaAy 1,2,3,4059
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmuncdominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invenciéon contiene EPBy 1,2, 3,405
antigenos adicionales seleccionados del grupo que consiste en
transportador inmuncdominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invencién contiene SSP-1y 1, 2,3, 40
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicion iInmunogénica de la invencidon contiene SSP-2y 1, 2, 3,40
5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina

alfa, RAP, Aap y SsaA
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Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invencion contiene HPB y 1, 2, 3,4 05
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencidn contiene proteina de enlace
de vitronectina y 1, 2, 3, 4 o 5 antigenos adicionales, que se
seleccionan del grupo que consiste en transportador inmunodominante
ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+, Site, transportador ABC Ni, toxina
alfa, mutante H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinaciéon de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invencién contiene proteina de enlace
de fibrindgeno y 1, 2, 3, 4 o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan
del grupo que consiste en transportador inmunodominante ABC, IsdA,
isdB, transportador Mg2+, Site, transportador ABC Ni, toxina alfa,
mutante H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencidon contiene coagulasa y 1, 2, 3,
4 o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
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composicién inmunogénica de la invencion contiene Figy 1, 2, 3,405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC NI, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencién contiene MAP y 1, 2, 3,405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+,
SitC, transportador ABC Ni, toxina alfa, mutante H35L ¢ H35R de toxina
alfa, RAP, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicidn inmunogénica de la invencién contiene transportador ABC
inmunodominante y 1, 2, 3, 4 o § antigenos adicionales, que se
seleccionan del grupo que consiste en receptor de laminina, proteina de
enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, Proteina de enlace de elastina
(EbpS), EFB (FIB), SBIl, autolisina, CIfA, S8drC, 8drG, SdrH, Lipasa
GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA,
EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de enlace de vitronectina, proteina
de enlace de fibrinégeno, coagulasa, Fig, MAP, toxina alfa, mutante
H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogeénica de la invencion contiene IsdAy 1,2, 3,405
antigenos adicionaies, que se seleccionan del grupo que consiste en

receptor de laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA,

\(8
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EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB,
FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de
enlace de vitronectina, proteina de enlace de fibrindbgeno, coagulasa,
Fig, MAP, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y
SsaA

Una combinacibn de proteinas preferida adicional en la
composicion iInmunogénica de la invencion contiene IsdBy 1,2, 3,405
antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en
receptor de laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA,
EbhB, Proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB,
FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de
enlace de vitronectina, proteina de enlace de fibrinégeno, coagulasa,
Fig, MAP, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y
SsaA

Una combinacion de proteinas preferida adicional en la
composicién inmunogénica de la invencién contiene SitC y 1, 2, 3,405
antigenos adicionales, que se seleccicnan del grupo gue consiste en
receptor de laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA,
EbhB, Proteina de enlace de elastina {EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB,
FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de
enlace de vitronectina, proteina de enlace de fibrindgeno, coagulasa,

Fig, MAP, toxina alfa, mutante H35L o H35R de toxina alfa, RAP, Aap y

14
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SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicidn inmunogénica de la invencidén contiene toxina alfay 1, 2, 3,
4 o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en receptor de laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA,
EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), $BI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB,
FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP- 2, HBP, proteina de
enlace de vitronectina, proteina de enlace de fibrindégeno, coagulasa,
Fig, MAP, transportador inmunodominante ABC, IsdA, IsdB,
transportador Mg2+, SitC, transportador ABC Ni, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicion inmunogénica de la invencién contiene variante H35L o
H35R de toxina alfa y 1, 2, 3, 4 o 5 antigenos adicionales, que se
seleccionan del grupo que consiste en receptor de laminina, proteina de
enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina
(EbpS), EFB (FIB), SBI, autohsina, CIfA, SdrC, SdrG, 8drH, Lipasa
GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA,
EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, protelna de enlace de vitronectina, proteina
de enlace de fibrinégeno, <coagulasa, Fig, MAP, transportador
inmunodominante ABC, IsdA, IsdB, transportador Mg2+, SitC,
transportador ABC Ni, Aap y SsaA.

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composicién iInmunogénica de la invencidn contiene RAPy 1, 2,3,4056

antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste en



10

15

20

25

51

receptor de laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA,
EbhB, Proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB,
FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de
enlace de vitronectina, proteina de enlace de fibrinégeno, coagulasa,
Fig, MAP, transportader inmunodominante ABC, IsdA, IsdB,
transportador Mg2+, SitC, transportador ABC Ni, Aap y SsaA

Una combinacién de proteinas preferida adicional en la
composiciéon inmunogénica de la invencién contiene Aapy 1, 2, 3, 4
o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en receptor de laminina, protelna de enlace de SitC/MntC/saliva,
EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI,
autolisina, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB,
Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP,
proteina de enlace de vitronectina, proteina de enlace de fibrinégeno,
coagulasa, Fig, MAP, transportador inmunodominante ABC, IsdA,
IsdB, transportador Mg2+, SitC, transportador ABC Ni, RAP, toxina
alfa y mutante H35L o H35R de toxina alfa

Una combinacibn de proteinas preferida adicional en la
composicidn inmunogénica de la invencidn contiene SsaAy 1,2, 3, 4
o 5 antigenos adicionales, que se seleccionan del grupo que consiste
en receptor de laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva,
EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB {FIB), SBI,
autohisina, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB,
Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP,
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proteina de enlace de vitronectina, protelna de enlace de fibrinégeno,
coagulasa, Fig, MAP, transportador inmunodominante ABC, IsdA,
IsdB, transportador Mg2+, SitC, transportador ABC Ni, RAP, toxina
alfa y mutante H35L o H35R de toxina alfa

Los inventores han demostrado que ciertos antigenos producen
una respuesta Inmunitana particularmente efectiva dentro del
contexto de una mezcla de antigenos De acuerdo con esto, una
modalidad de la invencidn es una composicién Inmunogénica que
contiene IsaA y una proteina transportadora estafilocécica, o IsaA y
un regulador de virulencia o toxina estafilocécica, o que contiene Sbi
y una proteina transportadora estafilocécica, o Sbi y un regulador de
virulencia o toxina estafilocécica, o que contiene SdrC y una proteina
transportadora estafilocécica o SdrC y un regulador de virulencia o
toxina estafilocécica, o IsaA vy Sbi, o IsaA y SdrC, o IsaA vy
autolisina, ¢ IsaA y Ebh, o Sbi y SdrC, o Sbi y autolisina, ¢ Sbi y
Ebh, o 8SdrC vy autolisina, o SdrC y Ebh, o autolisina-
glucosaminidasa y Ebh Para cada una de estas combinaciones, las
proteinas pueden ser de longitud completa o fragmentos, con
secuencias al menos 85%, 90%, 95%, 98% o 100% 1dénticas a las
de las secuencias de la figura 1

En las combinaciones anteriores y siguientes, las proteinas
especificadas pueden estar presentes opcionalmente en la composicion
inmunogénica de la invencién como un fragmento o proteina de fusién
como se describibé aqui anteriormente.

Las composiciones inmunogénicas preferidas de la invencidén no
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incluyen {as secuencias de proteina descritas en WQ002/094868
Combinaciones de tres proteinas

Una composicion inmunogénica preferida de la invencién contiene
ademas tres componentes de proteinas en una combinacién de toxina
alfa, una proteina de enlace de componente extracelular
(preferiblemente una adhesina) y wuna proteina transportadora
(preferiblemente una proteina de enlace de hierro).

En una combinacién como esta, la toxina alfa puede ser
desintoxicada quimicamente, o desintoxicada genéticamente mediante la
introduccion de mutacidn o mutaciones puntuales, preferiblemente la
mutacion en el punto His35Leu La toxina alfa estad presente como base
libre, 0 de manera alternativa, esta conjugada con un polisacarido o con
un componente LTA de la composicidn inmunogénica.

Las combinaciones prefericas incluyen.

Una compaosicion inmunog2nica que contiene toxina alfa, IsdA y
una proteina de enlace de componente extracelular que se selecciona
del grupo que consiste en receptor de laminina, proteina de enlace de
SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS),
EFB (FIB), SBI, autohsina, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA,
FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, |IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1,
SSP-2, HBP, proteina de enlace de vitronectina, proteina de enlace de
fibrinégeno, coagulasa, Fig y MAP.

Una composicidon inmunogénica que contiene toxina alfa, isdB y
una proteina de enlace de componente extracelular que se selecciona

del grupo que consiste en receptor de laminina, proteina de enlace de
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SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS),
EFB (FIB), SBI, autolisina, CIfA, SdrC, 8SdrG, SdrH, Lipasa GehD, SasA,
FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1,
SSP-2, HBP, proteina de enlace de vitronectina, proteina de enlace de
fibrinégeno, coagulasa, Fig y MAP

Una composicién inmunoganica que contiene toxina alfa, IsdA y
una adhesina que se selecciona del grupo que consiste en receptor de
laminina, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB),
CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, autolisina, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA,
Npasa, SSP-1, SSP-2, proteina de enlace de vitronectina, proteina de
enlace de fibrinégeno, coagulasa, Fig y MAP

Una composicidon inmunoganica que contiene toxina alfa, I1sdB y
una adhesina que se selecciona del grupo que consiste en receptor de
taminina, EbhA, EbhB, proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB),
autolhisina, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA,
Npasa, SSP-1, SSP-2, proteina de enlace de vitronectina, proteina de
enlace de fibrinégeno, coagulasa, Fig y MAP.

Una composicién inmunogénica que contiene toxina alfa, IsdA y
receptor de laminina.

Una composicion inmunogénica que contiene toxina alfa, isdA y
EbhA.

Una composiciéon inmunogénica que contiene toxina alfa, IsdA y
EbhB.

Una composiciéon inmunoc¢cénica que contiene toxina alfa, IsdA y

EbpS.
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como se describié aqui anteriormente

Una composicion inmunogénica que contiene Sbi y SdrC

Una composicién inmunogénica que contiene Sbi y Ebh o
fragmento de ella como se describid aqui anteriormente,

Una composicién inmunogénica de !a invencidn que contiene IsaA,

Sbi o SdrC

Selecciéon de antigdenos expresados en diferentes linaies

clonales

El andlisis de la aparicidn de factores de virulencia en relacion
con la estructura de la poblacién de Staphylococcus aureus mostrd la
presencia variable de genes de virulencia en las poblaciones naturales
de S aureus.

Entre los aislados clinicos de Staphylococcus aureus, al menos
cinco hnajes clonales mostraron ser muy frecuentes (Booth et a/., 2001
Infect Immun, 69{1) 345-52) La alfa-hemohisina (hl/a), proteina A de
enlace de fibronectina (fnbA) y factor de agrupamiento A (cifA)
mostraron estar presentes en la mayoria de los aislados, sin considerar
la identidad del linaje, lo que sugiere un papel importante de estas
proteinas en la supervivencia del S. aureus (Booth et al/, 2001 Infect
Immun, 69(1).345-52). Mas aun, de acuerdo con Peacock ef a/ 2002 las
distribuciones de fnbA, cifA, coagulasa, spa, map, pvi (leucocidina
Panton-Valentine), hig (toxina gamma), toxina alfa e ica perecieron no
estar relacionadas con la estruclura clonal subyacente, lo que sugiere
una transferencia horizontal considerable de estos genes

Por el contrario, otros genes de virulencia tales como la proteina
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de enlace de fibronectina B (fnbB), beta-hemolisina (hib), proteina de
enlace de colageno (cna), TSST-1 (tst) y gen de resistencia a la
meticilsna (mecA) estan fuertemente asociados con linajes especificos
{(Booth et al.,, 2001 Infect Immun 69(1):345-52) De manera similar,
Peacock et al. 2002 (Infect Immun 70(9)'4987-96) demostraron que las
distribuciones de las enterotoxinas, tst, las exfolatinas (eTa y etb), beta-
y delta-toxinas, los genes sdr {sdrd, sdrE y bbp), cna, ebpS y efb dentro
de la poblacidon, son todos altamente significativos con relacion a los
complejos clonales derivados de MLST.

Los datos de MLST no proporcionan evidencia de que las cepas
responsables de la enfermedad nosocomial representen una sub
poblacion distinta de las cepas que ocasionan enfermedad adquirida en
la comunidad o de las cepas recuperadas de portadores asintomaticos
(Feil et al., 2003 J Bacteriol. 185(11):3307-16).

Las composiciones inmunogénicas preferidas de la invencién son
efectivas contra estafilococos de diferentes linajes clonales

En una modalidad, esto se logra incluyendo 1, 2, 3, 4,
preferiblemente al menos 1 proteina que se expresa en la mayoria de
los aislados de estafilococos. Los ejemplos de estas proteinas incluyen
alfa-hemolisina (hla), proteina A de enlace de fibronectina (fnbA} vy
factor de agrupamiento A (c/fA)}, coagulasa, spa, map, pvl (leucocidina
Panton-Valentine), hlg (toxina gamma), ica, transportador
inmunodominante ABC, RAP, autolisina (Rupp et al/ 2001, J. Infect. Dis.
183; 1038), receptores de laminina, SitC, IsaA/PisA, SPOILIE (), SsaA,

EbpS, SasF (Roche et a/ 2003, Microbiology 149, 643), EFB(FIB), SBI,

L
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CIfB, IsdA, IsdB, FnbB, Npasa, EBP, Sialoproteina 1l de enlace 6sea,
IsaB/PisB (Lorenz et al FEMS Immuno Med Microb. 2000, 29; 145),
SasH (Roche et al 2003, Microbiology 149, 643), MRPI, SasD (Roche et
al 2003, Microbiology 149, 643), SasH {Roche et al 2003, Microbiology
149, 643), precursor de aureolisina (AUR)/Sepp1 y autolisina novedosa.

En una modalidad alternativa, 2 o mas proteinas que se expresan
en diferentes conjuntos de cepas clonales estan incluidas en la
composicion inmunogénica de la invencién Preferiblemente la
combinacién de antigenos permitira que sea generada una respuesta
inmunitaria que sea efectiva contra miltiples cepas clonales, mucho mas
preferiblemente contra todas las cepas clonales. Las combinaciones
prefendas incluyen FnbB y betahemalisina, FnbB y Cna, FnbB y TSST-1,
FnbB y mecA, FnbB y SdrD, FnbB y SdrF, FnbB y EbpS, FnbB y Efb,
beta-hemolisina y Cna, beta-hemolisina y TSST-1, beta-hemolisina y
mecA, beta-hemolisina y SdrD, beta-hemolisina y SdrF, beta-hemolisina
y EbpS, beta- hemolisina y Efb, Cna y TSST-1, Cna y mecA, Cna y SdrD,
Cna y SdrF, Cna y EbpS, Cna y Efb, TSST-1 y mecA, TSST-1 y SdrD,
TSST-1 y SdrF, TSST-1 y EbpS, TssT-1 y Efb, MecA y SdrD, MecA y
SdrF, MecA y EbpS, MecA y Efb, SdrD y SdrF, SdrD y EbpS, SdeD y
Efb, SdrF y EbpS, SdrF y Efb, y EbpS y Efb.

Las combinaciones preferidas descritas aqui anteriormente
pueden ser combinadas con componentes adicionales que se describen
mas adeiante.

Selecciéon de antiagenos expresados durante diferentes fases de

crecimiento
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Los estafilococos pasan por una fase de crecimiento
exponencial durante la cual serd expresado un conjunto particular de
proteinas Estas incluyen muchas de las proteinas de enlaces de
componente extracelular y proteinas transportadoras Después de
un periodo de crecimiento exponencial, los estafilococos regresan
hacia una fase post exponencial durante la cual el crecimiento es
mas lento y la expresién de proteinas es modulada Muchas de las
proteinas expresadas durante la fase de crecimiento exponencial son
reguladas hacia abajo, mientras que otras proteinas, tales como
enzimas y la mayoria de las toxinas, incluyendo la toxina alfa, son
expresadas en niveles mas altos

Las composiciones inmunogénicas de la invencién contienen
una proteina expresada en niveles mas altos durante la fase de
crecimiento exponencial y una proteina expresada en niveles mas
altos durante |la fase post-exponencial

En una modahidad preferida, la composicidn inmunogénica de la
invencién contiene toxina alfa y una proteina de eniace de
componente extracelular (preferiblemente FnbA, FnbB, CIfA y CIfB) o
una proteina transformadora

Mas preferiblemente, contiene toxina alfa o Cna o lipasa GehD
y una protelna seleccionada del grupo que consiste en receptor de
laminina, proteina de enlace de SitC/MntC/saliva, protelna de enlace
de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina, CIfA; SdrC, SdrG,
SdrH, SasA, FnbA, FnbB, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB,

SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de enlace de vitronectina, proteina de

124
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enlace de fibrinégeno, coagulasa, Fig y MAP, transportador ABC
iInmunodominante, IsdA, 1sdB, transportador Mg2+, SitC,
transportador NI ABC, Aap y SsaA

En las combinaciones descritas anteriormente, la toxina alfa
puede ser desintoxicada genéticamente o quimicamente, tal como se
describe mas adelante

Polisacaridos

Las composiciones inmunogénicas de la invencion preferiblemente
contienen ademas polisacaridos capsulares, incluyendo uno o mas de
PIA (también conocido como PNAG) y polisacaridos capsulares de tipo V
y/o de tipo VIl de § aureus y/o polisacaridos capsulares de tipo | y/o de

tipo Il de S. epidermudis.

PIA (PNAG)

Esta claro ahora que las diversas formas de polisacaridos
estafilocécicos superficiales identificados como PS/A, PIA y SAA son la
misma entidad quimica - PNAG (Maira-Litran et a/ Vacuna 22; 872-879
(2004)). Por lo tanto, el término PIA o PNAG comprende todos estos
polisacaridos u oligosacaridos que provienen de ellos.

El PIA es una adhesina intracelular polisacarida, y esta compuesto
de un polimero de glucosamina Pp-(1—86)-igada sustituida con
constituyentes N-acetilo y O-succinilo. Este polisacarido esta presente
tanto en S. aureus como en S. epidermidis y puede ser aisladc de
cualquier fuente (Joyce ef al 2003, Carbohydrate Research 338, 203,
Maira-Litran ef al/ 2002, Infect Imun 70, 4433) Por ejeamplo, el PNAG

puede ser aislado de la cepa MN8m de S. aureus (WO 04/43407).
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E! PIA aislado de S. epidernmidis es un constituyente integral de la
biopelicula Es responsable de mediar la adhesién célula-célula y
probablemente también funciona para proteger la colonia en crecimiento
de la respuesta inmunitana del anfitrién

Recientemente se demcstré que el polisacarido conocido
previamente como poli-N-succinil-B-{1—6)-glucosamina (PNSG) no tiene
la estructura esperada, dado que la i1dentificacion de la N-succinilacion
era incorrecta (Maira-Litran et al/ 2002, Infect. Imun. 70, 4433). Por lo
tanto el polisacdarido conocido formalmente como PNSG y que ahora se
encuentra gue es PNAG también esta comprendido en el término PIA

El PIA (0o PNAG) puede tener tamafos diferentes que varian desde
400 kDa hasta entre 75 y 400 kDa hasta entre 10 y 75 kDa para
oligosacaridos compuestos de hasta 30 unidades de repeticion (de
glucosamina B-{1—6)-ligada sustituida con constituyentes N-acetilo y O-
succinilo) Cualquier tamaiio de polisacarido PIA u oligosacaride puede
usarse en una composicién iInmunogénica de la tnvencién, sin embargo
se prefiere un tamafio de mas de 40 kDa EI tamafio se puede lograr
mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo mediante
micro fluidizacion, irradiacion ultrasénica o mediante escision quimica
(WO 03/53462, EP497524, EP497525).

Los rangos de tamafo preferidos de PIA (PNAG) son 40-400 kDa,
50-350 kDa, 40-300 kDa, 60-300 kDa, 50-250 kDa y 60-200 kDa.

El PIA {PNAG) puede tener grados de acetilacion diferentes
debido a la sustitucidn en los grupos amino por acetato. ElI PIA

producido en vitro esta casi sus:ituido en los grupos amino (95-100%)
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De manera alternativa, se puede usar un PIA (PNAG) desacetilado que
tenga menos de 60%, preferiblemente menos de 50%, 40%, 30%, 20%,
10% de acetilacién. El uso de un PIA (PNAG) desacetilado se prefiere,
dado que los epitopos no acetilados del PNAG son eficientes para
mediar la eliminacién opsdnica de las bacterias Gram positivas,
preferiblemente S aureus vylo 8. epidermidis Mucho mas
preferiblemente, el PIA (PNAG) tiene un tamafo de entre 40 kDa y 300
kDa y esta desacetilado de manera que menos de 60%, 50%, 40%, 30%
0 20% de los grupos amino estan acetilados.

El término PNAG desacetilado (dPNAG) se refiere a un
polisacarido u oligosacanido PNAG en el cual menos de 60%, 50%, 40%,
30%, 20% o 10% de los grupos amino estan acetilados

En una modalidad, el PNAG es desacetilado para formar dPNAG
tratando quimicamente el polisacando natural. Por ejemplo, el PNAG
natural se trata con una solucidén basica, de tal forma que el pH aumente
a mas de 10 Por ejemplo el PNAG se trata con 0.1-5 M, 0 2-4 M, 0.3-3
M, 0.5-2 M, 0 75-1.5 M 0 1 M de NaOH, KOH o NH,OH. El tratamiento es
durante al menos 10 o 30 minutos, o0 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 0 20 horas a
una temperatura de 20-100, 25-80, 30-60 o 30-50 o0 35-45 °C. ElI dPNAG
se puede preparar como se describe en WO 04/43405

El o los polisacéaridos incluidos en la composicién inmunogénica
de la invencién preferiblemente estdn conjugados con una proteina
portadora como se describe mas adelante o de manera alternativa, no
estan conjugados.

Polisacaridos tipo 5 v tinpo 8 de S. aureus
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La mayoria de las cepas de S aureus que ocasionan infeccién en
el hombre contienen polisacaridos de tipo 5 o de tipo 8
Aproximadamente 60% de las cepas humanas son de Tipo 8 vy
aproximadamente 30% son de Tipo 5. Las estructuras de los antigenos
polisacaridos capsulares de tipo 5 y tipo 8 se describen en Moreau et al
Carbohydrate Res. 201 ; 285 (1990) y Foumier ef al/ Infect Immun 45;
87 (1984) Ambas tienen FucNAcp en su unidad de repeticidén, asi como
también ManNAcA, lo gque puede usarse para introducir un grupo
sulfhidrilo Se informd que las estructuras son como sigue:

Tipo 5

—4)-B-D-ManNAcA(30Ac)-(1—4)-a-L-FucNAc{1—3)-B-D-FucNAc-
(1 —

Tipo 8

—3)-p-D-ManNAcA(40Ac)-({1—3)-a-L-FucNAc(1—3)-B-D-FucNAc-
(1 —

Recientemente (Jones Carbohydrate Research 340, 1097-1106
(2005)) la espectroscopia con NMR produjo una revision de las
estructuras asi:

Tipo 5

—4)-B-D-ManNAcA-(1—4)-a-L-FucNAc{30Ac)-(1—3)-B-D-FucNAc-
(1 —

Tipo 8

~+3)-B-D-ManNAcA(40Ac)-{1—3)-a-L-FucNAc(1—3)-a-D-FucNAc(1

Los polisacaridos pueden ser extraidos de la cepa apropiada de S.
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aureus usando métodos que son familiares para el conocedor de la
materia, por ejemplo como se describe en US6294177. Por ejemplo,
ATCC 12902 es una cepa de S. aureus Tipo 5 y ATCC 12605 es una
cepa de S. aureus Tipo 8

Los polisacaridos son de tamafio natural, o de manera alternativa,
pueden ser dimensionados, por ejemplo mediante micro fluidizacién,
irradiacion ultrasénica o mediante tratamiento quimico. La invencién
también cubre cligosacaridos provenientes de los polisacaridos tipo 5 y
fipo 8 de S. aureus.

Los polisacarnidos tipo 5 y tipo 8 incluidos en la composicion
inmunogénica de la invencién preferiblemente estan conjugados con una
proteina portadora como se cescribe mas adelante o de manera
alternativa, no estan conjugados

Las composiciones Inmunogénicas de la invencién de manera
alternativa, contiene polisacéarido de tipo 5 o de tipo 8.

Antigeno 336 de S. aureus

En una modalidad, la composicién inmunogénica de la invencion
contiene el antigeno 336 de S. aureus que se describe en US 6294177.

El antigeno 336 contiene hexosamina B-ligada, no contiene grupos
O-acetilo y especificamente se enlazan a anticuerpos para S. aureus
Tipo 336 depositados bajo ATCC 55804

En una modalidad, el antigeno 336 es un polisacarido que es de
tamano natural ¢ de manera alternativa, puede ser dimensionado, por
ejemplo mediante micro fluidizacién, irradiacién ultrasédnica o mediante

tratamiento quimico. La nvencion también cubre oligosacaridos

pH
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provenientes del antigeno 336

El antigeno 336, cuando se Incluye en la composicton
inmunogénica de la invencién, preferiblemente esta conjugado con una
proteina portadora como se describe mas adelante, o de manera
alternativa, no estan conjugados

Polisacaridos de tipo l. ll v Ill de S. epidermidis.

Las cepas ATCC-31432, SE-360 y SE-10 de §. epidermidis, son
caracteristicas de tres tipos capsulares diferentes, |, [l y Il
respectivamente (lchiman y Yoshida 1981, J Appl. Bacterniol 51; 229)
Los polisacaridos capsulares extraidos de cada serotipo de §
epidermidis constituyen polisacaridos de Tipo I, I y Il Los
polisacaridos se pueden extraer mediante varios métodos, incluyendo el
método que se describe en US4197290 o como se describe en Ichiman
et al 1991, J. Appl. Bacternicl, 71 : 176

En una mcdalidad de la invencion, la composicidén inmunogéntca
contiene polisacaridos u oligosacaridos de tipo | y/o Il y/o Ill de §
epidermidis.

Los polisacaridos son de tamaifio natural o de manera alternativa,
pueden ser dimensionados, por ejemplo mediante micro fluidizacién,
irradiaciéon ultrasénica o escisién quimica La invencién también cubre
cligosacaridos extraldos de cepas de S epidermudis.

Estos polisacaridos no estan conjugados, o preferiblemente estan

conjugados como se describe mas adelante.

Coniuaacidén de polisacaridos

Entre los problemas asociados con el uso de polisacaridos en
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vacunacién, el hecho es que los polisacaridos per se son
inmunogénicos deficientes Las estrategias que se han disefiado para
superar esta falta de inmuncgenicidad, incluyen en enlace del
polisacarido a proteinas portadoras grandes, que proporcicnan ayuda de
células T presenciales. Se prefiere que los polisacaridos utilizados en
la invencion estén ligados con una proteina pertadora que proporcione
ayuda de células T presenciales. Los ejemplos de estos portadores que
pueden ser conjugados con Inmunogénicos polisacdridos wu
ohigosacandos incluyen los toxoides de Diftenna y Tétano (DT, DT
Crm197 y TT), Hemocianina de lapa californiana (KLH), y el derivado de
proteina purificado de Tuberculina {(PPD), proteina D de Haemophilus
influenzae, neumolisina o fragmentos de cualquiera de los anteriores
Los fragmentos apropiados para su uso incluyen fragmentos que
contienen epitopos de células T auxihares En particular, el fragmento
de proteina D preferiblemente contendra el terminal N 1/3 de la proteina
La proteina D es una proteina de enlace con IgD de Haemophilus
influenzae (EP 0 594 610 B1) y es un iInmunogénico potencial

Ademas, las proteinas estafilocécicas se pueden usar como
proteina portadeora en los conjugados polisacaridos de la invencién
Las proteinas estafilococicas descritas mas adelante pueden usarse
como proteina portadora, por ejemplo, receptor de laminina, proteina
de enlace de SitC/MntC/saliva, EbhA, EbhB, proteina de enlace de
elastina (EbpS), EFB (FIB), S$3I, CIfA, SdrC, SdrG, SdrH, Lipasa
GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA, Npasa, IsaA/PisA, SsaA,
EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, protelna de enlace de fibronectina,
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proteina de enlace de fiorinégeno, coagulasa, Fig, MAP,
transportador ABC I1nmunodominante, IsdA, IsdB, transportador
Mg2+, SitC, toxina alfa transportadora ABC Ni (Hla), mutante H35R
de toxina alfa, proteina activadora de ARN Ill (RAP), o fragmentos de
ellas

Una nueva proteina que podria ser particularmente ventajosa
pasa su uso en el contexto de una vacuna estafilocécica es el
toxoide alfa estafilocécico La forma natural puede ser conjugada
con un polisacando, dado que el proceso de conjugacién reduce la
toxicidad Preferiblemente se usa una toxina alfa desintoxicada
genéticamente, tal como las variantes His35Leu o His 35 Arg como
portadores, dado que la toxicidad residual es menor De manera
alternativa, la toxina alfa es desintoxicada quimicamente mediante
tratamiento con un reactivo reticulante, formaldehido o©
glutaraldehido Una toxina alfa desintoxicada genéticamente es
desintoxicada quimicamente de manera opcional, preferiblemente
mediante tratamiento con un reactivo reticulante, formaldehido o
glutaraldehido para reducir ain mas la toxicidad

Los polisacaridos pueden ser ligados a la proteina o proteinas
portadoras mediante cualquier método conocido {(por ejemplo, mediante
Likhite, patente estadounidense numero 4,372,945 de Armor et al.,
patente estadounidense numero 4,474,757, y Jennings et al., patente
estadounidense numero 4,356,170). Preferiblemente se lleva a cabo la
quimica de conjugacién CDAP (véase W085/08348)

En la CDAP, el reactivo cianilante tetrafluoroborato de 1-ciano-

127
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dimetilaminopindinio (CDAP) preferiblemente se usa para la sintesis de
conjugados de polisacarido-proteina La reaccién de cianilacion puede
realizarse bajo condiciones relativamente suaves, lo que permite la
hidrélisis de los polisacaridos sensibles a la alcalinidad. Esta sintesis
permite acoplamiento directo con una proteina portadora.

El polisacando es solubilizado en agua o en una solucién salina
El CDAP se disuelve en acetonitrilo y se afiade inmediatamente a la
solucién de polisacarido El CDAP reacciona con los grupos hidroxilo
del polisacarido para formar un éster de cianato. Después del paso de
activacion, se afade la proteina portadora Los grupos amino de la
lisina reaccionan con el polisacarido activado para formar un enlace
covalente i1sourea. Después d2 la reaccidon de acoplamiento, se le
afade un gran excedente de glicina para extinguir los grupos
funcionales residuales activades Luego se hace pasar el producto a
través de una columna de permeacion de gel para eliminar la proteina
portadora y los reactivos residuales que no reaccionaron.

La conjugacién preferiblemente involucra producir un enlace
directo entre la proteina portadora y el polisacarnido Opcionalmente,
se puede introducir un separador (tal como dihidruro adipico (ADH))
entre la protelna portadora y el polisacando
Proteccidn contra 8. aureus v S. epidermidis

En una moedalidad preferida de la invencidon, la composicién
iInmunogénica proporciona una respuesta inmunitaria efectiva contra
mas de una cepa de estafilococos, preferiblemente contra cepas tanto

de S aureus como de S epidermidis Mas preferiblemente, se genera
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una respuesta Inmunitaria protectora contra los serotipos de tipo 5y 8
de S. aureus. Mas preferiblemente, se genera una respuesta inmunitana
contra multiples cepas de S. epidermidis, por ejemplo de cepas de al
menos dos serotipos |, Il y |1l de S. epidermidis

Un uso de la composicidn inmunogénica de la invencién es
prevenir infecciones nosocomiales, por ejemplo en pacientes de cirugia
electiva, mediante inoculacién antes del tratamiento en el hospital. En
esta etapa, es dificil predecir con exactitud a cuales cepas
astafilococicas estara expuesto 2l paciente. Por lo tanto, es ventajoso
inocularlo con una vacuna que sea capaz de generar una respuesta
inmunitaria efectiva contra diversas cepas de estafilococos.

Una respuesta inmunitaria efectiva se define como una respuesta
inmunitaria que da proteccion significativa en un modelo de exposicion
con ratén o en un analisis de opsonofagocitosis como se describe en los
ejemplos. La proteccidn significativa en un modelo de exposicién con
ratén, por ejemplo ia del ejemplo 5, se define como un aumento en la
LD50 en comparacién con ratones inoculados con portador de al menos
10%, 20%, 50%, 100% o 200% La proteccién significativa en un modelo
de exposicidn con rata del algodén, por ejemplo la del ejemplo 8, se
define como una disminucién en la media Log de CFU/nanz observada
de al menos 10%, 20%, 50%, 70% o 90%. Se sabe que |la presencia de
anticuerpos cpsonizantes esta correlacionada con la proteccidon, por lo
tanto estad indicada una proteccién significativa por una disminucién de
al menos 10%, 20%, 50%, 70% o 90% en un analisis de

opsonofagocitosis, por ejemplo el del ejemplo 7

A
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Varias de las proteinas que Incluyen el transportador
inmunodominante ABC, proteina activadora de ARN |l, receptores de
laminina, SitC, |saA/PisA, SsaA, EbhA/EbhB, EbpS y Aap estan bien
conservados entre S. aureus y S epidermidis, y el ejemplo 8 muestra
que IsaA, CIfA, IsdB, SdrG, HarA, FnbpA y Sbi pueden generar una
respuesta nmunitaria de reaccién cruzada (por ejemplo reaccién
cruzada entre al menos una cepa de S. aureus y al menos una cepa de
S. epidermidis). La PIA también es bien conservada entre S. aureus y S.
epidermidis, y es capaz de inducir una respuesta inmunoidgica
protectora cruzada

Por lo tanto, en una modalidad preferida, la composiciéon
inmunogénica de la Invencidn contendrad dos, tres o cuatro de las
proteinas anteriores, preferiblemente contendra ademas PIA (PNAG)

Vacunas de polinucleédtidos

En un aspecto adicional la presente invencion se refiere al uso
de los polinucleétidos de la Figura 2 para el tratamiento, prevencién
o diagnoéstico de infeccién por estafilococos Estos polinuclieétidos
incluyen polinucledétidos aislados que contienen una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene al menos 70 % de
identidad, preferiblemente al menos 80 % de identidad, mas
preferiblemente al menos 90 % de |dentidad, todavia mas
preferiblemente al menos 95 % de i1dentidad, con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 1, en la longitud completa de la secuencia
Con respecto a esto, los poiipeptidos que tienen al menos 97 % de

identidad son altamente preferidos, mientras que los que tienen al

(4O
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menos 98-99 % de identidad se prefieren mas, y los que tienen al
menos 99 % de 1dentidad son locs mas altamente preferidos

Otros polinucleétidos que encuentran utihdad en la presente
invencidn, incluyen polinucleotidos aislados que contienen una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos 70 % de identidad,
preferiblemente al menos 80 % de identidad, mas preferiblemente al
menos 90 % de identidad, todavia mas preferiblemente al menos 95
% de i1dentidad, con una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina de la Iinvencién en la regién codificadora completa Con
respecto a esto, los polinucledétidos que tienen al menos 97 % de
identidad se prefieren altamente, mientras que los que tienen al
menos 98-99 % de identidad se prefieren aun mas, y los que tienen
al menos 99 % de identidad son los mas altamente preferidos

Otros polinucledtidos incluyen polinucleétidos aislados que
contienen una secuencta de nucledtidos que tiene al menos 70 % de
identidad, preferiblemente al menos 80 % de i1dentidad, mas
preferiblemente al menos 90 % de 1dentidad, todavia mas
preferiblemente al menos 85 % de i1dentidad, con las secuencias de
la figura 1 Con respecto a esto, los polinucleétidos que tienen al
menos 97 % de identidad son altamente preferidos, mientras que los
que tienen al menos 98-99 % de 1dentidad se prefieren mas, y los
que tienen al menos 99 % de i1dentidad son los mas altamente
preferidos. Dicho polinucleétido puede ser insertado en un plasmido
apropiado o en un vector de microorganismo recombinante, y se usan

para nmumzacion (véase pcr ejemplo Wolff et al, Science
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247 1465-1468 (1990), Corr et al, J Exp Med 184 1555-1560
(1996), Doe et al , Proc. Natl. Acad Sci1 93 8578-8583 (1996))

La presente invencién también proporciona un acido nucleico
que codifica las proteinas antes mencionadas de l|la presente
invencién, y su uso en medictna En una modalidad preferida, los
polinucledtidos aislados de acuerdo con la invencidn pueden ser
monocatenarios (codificadores o inversos), o bicatenarias, y pueden
ser moléculas de ADN (genémico, ADNc o sintético) o moléculas de
ARN Otras secuencias codificadoras o no codificadoras pueden
estar presentes, pero no es necesario que lo estén, dentro de un
polinucle6étido de la presente i1nvencion En otras modalidades
relacionadas, la presente Invencién proporciona variantes de
polinuceétidos que tienen i1dentidad sustancial con las secuencias
descritas aqui en la figura 2, estas contienen al menos 70% de
identidad de secuencia, preferiblemente al menos 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99% o mayor identidad de secuencia
comparada con una secuencia de polinucleétidos de esta invencion
usando los meétodos descritos aqui (por ejemplo analisis BLAST
usando parametros estandar) En una moadalidad relacionada, ei
polinucleétido aislado de la invencién contendra una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptide que tiene al menos 90%,
preferiblemente 85% y mas, i1dentidad con Ja secuencia de
aminodacidos de la figura 1, en ioda la longitud de una secuencia de
figura 1, o una secuencia de nucleétidos complementaria a dicho

polinucleétido aislado
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La invencién también contempla el uso de polinucledtidos que
son complementarios a todos los polinucleétidos descritos
anteriormente

La invencién también provee el uso de un fragmento de un
polinucleétido de la invencién que cuando se administra a un sujeto
tiene las mismas propiedades inmunogénicas que un polinucleotido
de la figura 1

La invencién también proporciona el uso de un polinucleétido
que codifica un fragmento inmunolégico de una proteina de la figura
1 tal como se definid anteriormente También se contempla el uso
de estos fragmentos que tienen un nive! de actividad inmunogénica
de al menos aproximadamente 50%, preferiblemente al menos
aproximadamente 70% y mas preferiblemente aproximadamente 80%
del nivel de actividad de nmunogenicidad de una secuencia de
polipéptidos codificada por una secuencia de nucleétidos que se
presenta en la figura 2

Los fragmentos de polipéptidos para su uso de acuerdo con la
invencién preferiblemente contienen al menos aproximadamente 5,
10, 15, 20, 25, 50, o 100 aminoacidos contiguos o0 mas, incluyendo
todas las longitudes intermedias, de una composicién de polipéptidos
que se presenta aqul, tales como los que se exponen anteriormente

Los polinucleétidos para su uso en la Invencidn pueden
obtenerse usando técnicas de clonacién y deteccidn estandar, de
una bibiioteca de ADNc derivado de ARNmM en células de tejido

humano preneoplasico o tumoral (pulmén, por ejemplo), (por ejemplo
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Sambrook et al, Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2* Ed,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY
(1989)) Los polinucleétidos de la invencién también se pueden
obtener de fuentes naturales, tales como bibliotecas de ADN
genémico, o pueden ser sintetizados usando técnicas bien conocidas
y disponibles comercialmente

Hay varios métodos disponibles y que son familiares para los
conocedores de la materia, para obtener ADNc de longitud completa,
o para extender ADNc cortos , por ejemplo los que se basan en el
método de amplificacién rapida de extremos de ADNc (RACE)
(véase, por ejemplo, Frohman et a/l, PNAS USA 85, 8998-8002,
1988) Recientes modificaciones de fa técnica, ejemplificadas por la
tecnologia Marathon™ (Clontech Laboratories Inc ) por ejemplo, han
simplificado significativamente la busqueda de ADNc mas largos En
la tecnologia Marathon™ los ADNc¢ han sido preparados a partir de
ARNm extraido de un tejido escogido y una secuencia “adaptadora’
ligada en cada extremo La amplificacion de acido nucleico (PCR) se
lleva a cabo luego para amplificar el extremo 5 “ausente” del ADNc
usando una combinacién de sensibilizadores oligonucleétidos
especificos para adaptador y especificos para gen. La reaccion
PCR se repite luego usando sensibilizadores “anidados”, esto es,
sensibilizadores disefiados para aparearse dentro del producto
amplificado (tipicamente un sensibilizador especifico para adaptador
que aparea otro 3' en la secuencia del adaptador y un sensibihizador

especifico para el gen que aparea otro 5' en la secuencia genética
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conocida) Los productos de esta reaccién pueden ser analizados
luego mediante secuenciacién de ADN y un ADNc¢ de longitud
completa construido ya sea uniendo el producto directamente al
ADNc existente para darle una secuencia completa, o llevando a
cabo una PCR de longitud completa por separado usando la nueva
informacién de secuencia para el disefio del sensibilizador &°.

Los vectores que contienen este ADN, los anfitriones
transformados de esta manera y las protelnas truncada o hlbridas
por si solas, expresados o descritos aqui mas adelante, forman todos
parte de la invencidn

El sistema de expresién también puede ser un microorganismo
vivo recombinante, tal como un virus o bacteria E| gen de Interes
puede ser insertado en el genoma de un virus o bacteria
recombinante vivo La inoculacién y la infeccién 1n vivo con este
vector vivo conducira a la expresion in vivo del antigeno y a la
induccién de respuestas inmunitarias

Por lo tanto, en ciertas modalidades, los polinucleétidos que
codifican polipéptidos inmunogénicos para su uso de acuerdo con la
presente Invencién, se Iintroducen en células apropiadas de anfitrién
mamifero para su expresién usando cualquiera de una cantidad de
sistemas basados en virus condcidos En una modalidad ilustrativa,
los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente y efectiva
para los sistemas de suministro genéticos Una secuencia de
nucleétido seleccionada que codifica un polipéptido para su uso en la

presente invencién puede ser insertada en un vector y empaquetada
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en particulas retro virales usando técnicas conocidas en la matena
El virus recombinante puede ser aislado entonces y suministrado a
un sujeto Una cantidad de sistemas retro virales ilustrativos han
sido descritos {por ejemplo, en la patente estadounidense numero
5,219,740, Miller y Rosman (1989) BioTechniques 7 980-990, Miller,
A D (1890) Human Gene Therapy 1 :5-14, Scarpa et al (1991)
Virology 180.849-852; Burns el al (1993) Proc Natl Acad Sci USA
90 8033-8037, y en Boris-Lawrie y Temin (1993) Cur Opin Genet
Develop. 3 102-109)

Ademdas, se ha descrito también una cantidad de sistemas
ifustrativos basados en adenovirus A diferencia de los retrovirus,
que se Integran en el genoma anfitrion, los adenovirus persisten
extra cromosédmicamente, reduciendo asi al minimo los riesgos
asociados con la mutagénesis insercional (Haj-Ahmad y Graham
(1986) J Virol 57.267-274, Beit et a/ (1993) J Virol. 67 5911- 5921,
Mittereder et a/ (1994) Human Gene Therapy 5.717-729, Seth et al
(1994) J Virol 68.833-940, Barr et al. (1994) Gene Therapy 1 51-
58, Berkner, K. L. (1988) BioTechniques 6.616-629; y Rich et a/
(1993) Human Gene Therapy 4 461-476)

También se han desarrollado diversos sistemas con vectores
virales adeno-asociados (AAV) para el suministro de polinucleétidos.
Los vectores AAV pueden ser construidos facilmente usando técnicas
bien conocidas en la materia Veéase, por ejemplo, las patentes
estadounidenses nimeros 5,173,414 y 5,139,941, las publicaciones

internacionales nimeros WO 92/01070 y WO 93/03769, Lebkowskl et
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al (1988) Molec. Cell Biol 8.3988-3996, Vincent et al (1990)
Vaccines 90 (Cold Spring Harbor Laboratory Press); Carter, B J
(1992) Current Opinion in Biotechnology 3 533-538, Muzyczka, N
(1992) Current Topics In Microbiol, and Immunol 158 97-129, Kotin,
R M (1994) Human Gene Therapy 5 793-801, Shelling y Smith
(1994) Gene Therapy 1 165-169, and Zhou et al (1994) J Exp Med
179-1867-1875

Otros vectores virales adicionales utiles para suministrar las
moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos para su uso
en la presente invencién mediante transferencia genética incluyen
los derivados de la familia de virus de viruela, tales como el virus de
vaccinia y el virus de la viruela aviar. A manera de ejemplo, los virus
de vaccinia recombinantes que expresan las moléculas de interés
pueden ser construidos comc sigue El ADN que codifica un
polipéptido se Inserta primero en un vector apropiado, de tal forma
que esa adyacente a un promotor de vaccinia y que flanquee las
secuencias de ADN de vaccinia, tales como la secuencia que codifica
la timidina quinasa (TK) Este vector se usa luego para transfectar
células que son Infectadas simultaneamente con vaccinia La
recombinacién homdéloga sirve para insertar el promotor de vaccinia
mas el gen que codifica el polipéptido de interés en el genoma viral.
La TK. sup (-) recombinante puede ser seleccionada cultivando las
células en la presencia de 5-breamodesoxiuridina y escogiendo placas
virales resistentes a ellas

Un sistema de infeccién/transfeccién basado en vaccinia puede
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usarse convenientemente para proporcionar expresion o coexpresién
transitoria inducible, de uno o mas polipéptidos descritos aqui en las
células anfitrionas de un organismo En este sistema en particular,
las células se infectan primero in vitro con un virus de vaccinia
recombinante que codifica el bacteriéfago T7 ARN polimerasa Esta
polimerasa muestra una especificidad exquisita en la que solamente
transcribe plantillas portadoras de promotores T7 Después de la
infeccién, la células son transfectadas con el polinucleétido o
polinucledtidos de Interés, dirigidas por un promotor T7 La
polimerasa expresada en el citoplasma del virus recombinante de
vaccinia transcribe el ADN transfectado en ARN, el cual es traducido
luego en el polipéptido mediante la maquinaria traduccional del
anfitrién El método proporciona la produccién citoplasmica
transitoria, de alto nivel, de grandes cantidades de ARN y sus
productos de traduccién Véase, por ejemplo, Elroy-Stein y Moss,
Proc Natl. Acad Sci USA (1990) 87 6743-6747, Fuerst et al Proc
Nati Acad Sci USA (1986) 83 8122-8126

Alternativamente, los virus de viruela aviar, tales como los
virus de difteroviruela aviar y virus de la viruela del canario, se
pueden usar también para suministrar las secuencias codificadoras
de interés Se sabe que los virus de viruela aviar recombinante, que
expresan inmunogénicos de patégenos mamiferos, confieren
inmunidad protectora cuando se administran a especies no aviares
El uso del vector de viruela aviar es particularmente deseable en

especies humana y de otros mamiferos, dado que los miembros del
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género de la wviruela aviar solamente pueden replicarse
productivamente en especies aviares susceptibles, y por lo tanto no
son Inefectivos en las células de mamifero Los métodos para
producir virus de wviruela aviar recombinante son conocidos en la
técnica, y emplean recombinacién genética, tal como se describi6
anteriormente con respecto a la produccién de virus de vaccinia
Véase, por ejemplo, WO 91/12882, WO 89/03429; y WO 92/03545

Cualquiera de una cantidad de vectores de virus alfa puede
usarse para el suministro de composiciones de polinucledtidos para
su uso en la presente invencion, tales como los vectores que se
describen en las patentes estadounidenses numeros 5,843,723,
6,015,686, 6,008,035 y 6,015,694 Ciertos vectores basados en la
encefalitis equina venezoiana (VEE) también se pueden usar,
ejemplos Ilustrativos de los cuales se pueden encontrar en las
patentes estadounidenses numeros 5,505 947 y 5,643,576

Mds aun, los vectores conjugados moleculares, tales como los
vectores quiméricos de adenovirus descritos en Michael ef al J Biol
Chem (1993) 268 6866-6869 y en Wagner et a/ Proc. Natl Acad
Sci USA (1992) 89.6099-6103, también se pueden usar para el
suministro genético bajo la invenciéon

Se puede encontrar informacién ilustrativa adicional en estos y
en otros sistemas de suministro basados en virus, por ejemplo, en
Fisher-Hoch et af, Proc Natl Acad Sci USA 86 317-321, 1989,
Flexner et al , Ann N.Y Acad Sc1 569:'86-103, 1989; Flexner et al,

Vaccine 8 17-21, 1990, patentes estadounidenses numeros
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4,603,112, 4,769,330, y 5,017,487, WO 89/01973, patente
estadounidense numero 4,777,127, GB 2,200,651, EF 0,345,242, WO
91/02805, Berkner, Biotechniques 6 616-627, 1988, Rosenfeld et a/,
Science 252 431-434, 1991, Kolls et al, Proc Natl Acad Sci USA
91-215-219, 1994, Kass-Eisler et a/, Proc Natl Acad Sci USA
90 11498-11502, 1993, Guzman et al, Circulation 88 2838-2848,
1993, y Guzman et a/, Cir Res 73 1202-1207, 1993

Los microorganismos vivos recombinantes descritos
anteriormente, pueden ser virulentos, o pueden estar atenuados de
varias maneras con el fin de obtener vacunas vivas Estas vacunas
vivas también forman parte de la invencion

En ciertas modalidades, un pelinucledtido puede estar
integrado en el genoma de unha célula objetivo Esta integracién
puede ser en la ubicacién y orientacidén especifica por medio de
recombinacién homéloga (reemplazo genético) o puede estar
integradas en una ubicacién aieatoria, no especifica (aumento
genético) En todavia otras modalidades, el polinucleétido puede ser
mantenido establemente en la célula como un segmento episémico
de ADN. Estos segmentos de polinuclebdtidos o “episomas” codifican
secuencias suficientes para permitir el mantenimiento y replicacién
independiente ¢ en sincronizacidn con el ciclo de la célula anfitriona
La manera en la cual se suministra la construccién de expresién a
una célula y en donde en la célula el polinucleétido permanece, es
dependiente del tipo de construccién de expresion empleado

En otra modalidad de I|a invencién, un polinucledtido se
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administra/suministra como ADN “desnudo”, por ejempio como se
describe en Ulmer et al, Science 259 1745-1749, 1993 y revisado
por Cohen, Science 259 1691-1692, 1993 La absorciéon del ADN
desnudo puede ser aumentada recubriendo el ADN sobre perlas
biodegradables, que son transportadas eficientemente en |las células

En todavia otra modalidad, una composicién de la presente
iInvencién puede ser suministrada por medio de un enfoque de
bombardeo de particulas, muchos de los cuales han sido descritos
en un ejemplo ilustrativo, la aceleracidon de particulas accionada por
gas puede lograrse con dispositivos tales como los fabricados por
Powderjet Pharmaceuticals PLC (Oxford, UK) y Powderiet Vaccines
Inc (Madison, WI), algunos ejemplos de los cuales estan descritos
en las patentes estadountdenses numeros 5,846,796, 6,010,478,
5,865,796, 5,584,807; y en la patente EP numero 0500 799. Este
enfoque ofrece un enfoque de suministro libre de aguja, en donde
una formulacién en polvo seco de particulas microscdpicas, tales
como particulas de polinucledtidos o de polipéptidos, es acelerada a
alta velocidad dentro de un chorro de gas helio generado por un
dispositivo de mano, propulsando las particulas en un tejido objetivo
de interés

En una modalidad relacionada, otros dispositivos y métodos
que pueden ser Utiles para Inyeccién sin aguja accionada por gas, de
las composiciones de |a presente Invencién, incluyen Ilos
proporctonados por Bioject, Inc. {Portland, OR), algunos ejemplos de

los cuales estan descritos en las patentes estadounidenses nimeros
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4,790,824, 5,064,413; 5,312,335; 5,383,851 , 5,399,163, 5,520,639 y
5,993,412
Vacunas

En una modalidad preferida, la composicién inmunogénica de la
invencion esta mezclada con un excipiente aceptable para uso
farmacéutico, mas preferiblemente con un adyuvante, para formar una
vacuna

Las vacunas de la presente invencién preferiblemente estan
auxihadas Los adyuvantes apropiados incluyen una sal de aluminio tal
como gel de hidroxido de aluminio (alum) o fosfato de aluminio, pero
también pueden ser una sal de calcio, magnesio, hiero o zinc, o pueden
ser una suspensién insoluble de tirosina acilada, o de azlcares
acilados, polisacaridos catidbnica © aniénicamente producidos, o
polifosfazenos.

Se prefiere que el adyuvante sea seleccionado para que sea un
inductor preferencial de un tipo de respuesta TH1 o TH2. Los altos
niveles de citocinas de tipo Th1 tienden a favorecer la induccidn de
respuestas inmunitarias mediadas por ceélulas para un antigeno dado,
mientras que los altos niveles de citocinas de tipo Th2 tienden a
favorecer la induccion de respuestas 1nmunitarias humorales al
antigeno.

Es 1mportante recordar que I|a distincidn de 1la respuesta
inmunitaria de tipo Th1 y de tipo Th2 no es absoluta. En realidad, un
individuo admitird una respues-a inmunitaria que se describe como

predominantemente Th1 o predominantemente Th2. Sin embargo, con

ISt
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frecuencia es conveniente considerar las famihias de citocinas en
términos de lo que se describe en clones de células T CD4 +ve por
Mosmann y Coffman (Mosmann, T.R. y Coffman, RL (1989) TH? y TH2
Cells: different patterns of lymphokine secretion lead to different
functional properties. Annual Review of Immunology, 7, p 145-173)
Tradicionalmente, las respuestas de tipc Th1 estan asociadas con la
produccion de citocinas INF-y e IL-2 por los infocitos T Otras citocinas
con frecuencia asociadas directamente con la induccién de las
respuestas inmunitarias de ttpo Th1 no son producidas por las células T,
tal como la IL-12 En contraste, las respuestas de tipo Th2 estan
asocliadas con la secrecion de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10. Los sistemas
adyuvantes que promueven una respuesta predominantemente Th1
incluyen. lipido A monofosforilado o un derivado de él, particularmente
lipide A monofosforilade 3-des-0O-acilado (3D-M=='L) (para su
preparacidén, véase GB 2220211 A), y una combinacién de lipido A
moncfosforilado, preferiblemente lipido A monofosforilado 3-des-O-
acilado, junto con cualquier sal de aluminio (por ejemplo, fosfato de
aluminio o hidréxido de aluminio) 0 una emulsién de aceite en agua. En
estas combinaciones, el antigeno y el 3D-MPL estan contenidos en las
mismas estructuras en particulas, lo que permite un suministro mas
eficiente de sefiales antigenas 2 inmunoestimuladoras. Los estudios
han demostrado que el 3D-MPL es capaz de mejorar mas la
inmunogenicidad de un antigeno adsorbido por el alum [Thoelen et al.
Vaccine (1998) 16:708-14; EP 689454-B1]

Un sistema mejorado implica la combinacion de un lipide A

165
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monofosforilado y un derivado de saponina, particularmente la
combinaciéon de QS21 y el 3D-MPL segin se describe en WO 94/00153,
© una composicién menos reactogena en donde la Q821 es extinguida
con colesterol segin se describe en WO 96/33739. Una formulacion
adyuvante particularmente potente que involucra QS821, 3D-MPL y
tocoferol en una emulsién de aceite en agua esta descrita en WO
95/17210, y es una formulacidn preferida. Preferiblemente la vacuna
contiene adicionalmente una saponina, mas preferiblemente QS21 La
formulaciéon también puede contener una emulsién de aceite en agua y
tocoferol (WO 95/17210) La presente invencién también proporciona un
método para producir una formulacién para vacuna que comprende
mezclar una proteina de la presante invencién junto con un excipiente
aceptable para uso farmacéutico, tal como 3D-MPL Las CpG no
metiladas que contienen oligonucledtidos (WO 96/02555) también son
inductores preferenciales de una respuesta TH 1 y son apropiadas para
su uso en la presente invencion

Las composiciones preferidas de la invencién son las que forman
una estructura de liposoma. Las composiciones en donde la fraccién
esterol/saponina activa inmunolégicamente forma una estructura ISCOM
también forman un aspecto de la invencion.

La proporcion de QS21-esterol tipicamente estara en el orden de
1 100 hasta 1:1 peso por peso. Preferiblemente esta presente un exceso
de esterol, la proporcion de QS21 esterol es de al menos 12 p/p.
Tipicamente para la administracion a seres humanocs, QS21 y el esterol

estaran presentes en una vacuna en el rango desde aproximadamente 1
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Mg hasta aproximadamente 100 pg, preferiblemente desde
aproximadamente 10 pg hasta aproximadamente 50 ug por dosis

Los liposomas preferiblemente contienen un lipido neutro, por
ejemplo fosfatidilcolina, que preferiblemente es no cristalina a
temperatura ambiente, por ejemplo fosfatidilcolina de yema de huevo,
dioleoil fosfatidilcolina o dilauril fosfatidilcolina. Los liposomas también
pueden contener un lipido cargado que aumente la estabilidad de la
estructura liposoma-QS821 para los liposomas compuestos de lipidos
saturados En estos casos, la cantidad de |lipido cargado
preferiblemente es de 1-20% p/p, mucho mas preferiblemente 5-10%. La
proporcion de esterol con respecto a fosfolipido es de 1-50% (mel/mol),
mucho mas preferiblemente 20-25%

Preferiblemente las composiciones de la invencién contienen MPL
(lipido A monofosfoniado 3-desacilado), también conocido como 3D-
MPL) E! 3D-MPL se conoce a partir de GB 2 220 211 (Rib1) como una
mezcla de 3 tipos de lipido A monofosforilado des-O-acilado con 4, 5 0 6
cadenas aciladas, y es fabricadc por Ribi Immunochem, Montana Una
forma preferida se describe en la solicitud de patente internacional
92/116556

Las composiciones apropiadas de la invencion son aquellas en
donde los liposomas son preparados inicialmente sin MPL, y luego se
les afiade el MPL, preferiblemente como particulas de 100 nm EI MPL
por lo tanto no esta contenido en la membrana de la vesicula (conocidas
como MPL fuera) Las composiciones en donde el MPL esta contenido

dentroc de la membrana de la vesicula (conocidas como MPL dentro)

(55
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también forman un aspecto de la invenciéon. El antigenc puede estar
contenido dentro de la membrana de la vesicula o contenido fuera de la
membrana de la vesicula Preferiblemente los antigenos solubles estan
fuera y los antigenos hidrofébicos o lipidados estan contenidos ya sea
dentro o fuera de la membrana

Las preparaciones para vacuna de la presente invencidon pueden
usarse para proteger o para tratar un mamifero susceptible de infeccién,
por medio de la administracién de dicha vacuna por ruta sistémica o
mucosa Estas administraciones pueden incluir inyeccién por las vias
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o por medio
de administracion mucosa a los tractos oral/falimentario, respiratorio,
genitourinario La admimistracion intranasal de vacunas para el
tratamiento de neumonia o de otitis media se prefiere (dado que el
acarreo nasofaringeo de neumococos puede ser prevenido mas
efectivamente, atenuando asi la infeccién en su etapa mas temprana) Si
bien la vacuna de la invencién puede ser administrada como una sola
dosis, los componentes de ella pueden ser co-administrados también
juntos en el mismo momento o en diferentes momentos (por ejemplo se
puede administrar polisacaridos neumocécicos por separado, al mismo
tiempo, o 1-2 semanas después de la administracidn de cualquier
componente de proteina bacterial de la vacuna para la coordinacién
optima de las respuestas inmunitarias una con respecto a la otra) Para
su co-administraciéon, el adyuvante opcional Th1 puede estar presente
en cualquiera o en todas las diferentes administraciones, sin embargo

se prefiere su éste esta presente en combinacidon con el componente de

Kb
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proteina bacteriai de la vacuna Ademas para una sola ruta de
administracién, se puede usar dos diferentes rutas de administracidon
Por ejemplo, se puede administrar polisacaridos IM (o ID) y proteinas
bacterianas se pueden administrar IN {0 ID). Ademas, las vacunas de la
invencién se pueden administrar IM para dosis de sensibilizaciéon e IN
para dosis de refuerzo

La cantidad de antigeno conjugado en cada dosis de vacuna se
selecciona como una cantidad que induce una respuesta
inmunoprotectora sin efectos secundarios en vacunas tipicas Esta
cantidad varniard dependiendo de cual inmunogénico especifico se
emplee y de cdmo esté presentado. Generalmente, se espera que cada
dosis contendra 0 1-100 ug de polisacando, preferiblemente 0 1-50 pg
para conjugados de polisacarido, preferiblemente 0.1-10 pg, mas
preferiblemente 1-10 pg, de los cuales 1 hasta 5§ yg es un rango mas
preferible.

El contenido de antigenos de proteina en la vacuna tipicamente
estara en el rango de 1-100 ug, preferiblemente 5-50 pg, mucho mas
tipicamente en el rango de 5 - 25 pg. Después de una vacunacién
inicial, los sujetos pueden recibir una o varias inmunizaciones de
refuerzo separadas adecuadamente.

La preparacion de vacuna estd descrita en general en Vaccine
Design ("The subunit and adjuvant approach" (eds Powell M. F &
Newman M.J.) (1995) Plenum Press New York). La encapsulacién dentro
de lLposomas esta descrita por Fullerton, patente estadounidense

numero 4,235,877.
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Las vacunas de la presente invencién pueden ser almacenadas en
solucion o liofillzadas Preferiblemente la solucidn es liofilizada en la
presencia de un azlcar tal comoc sacarosa, trehalosa o lactosa. Es
todavia preferible ademas que =2stén liofilizadas y sean reconstituidas
extemporaneamente antes de su uso La liofilizacién puede dar como
resultado una composiciéon mas estable (vacuna) y puede conducir
posiblemente a titulos de anticuerpo mas altos en la presencia de 3D-
MPL y en la ausencia de un adyuvante basado en aluminio
Anticuerpos e inmunizacién pasiva

Otro aspecto de la invencién es un método para preparar una
inmunoglobulina para su uso en la prevencidén o tratamiento de infeccion
estafilocédcica, que comprende los pasos de inmunizar a un receptor con
la vacuna de la invencién y aislar la inmunoglobulina del receptor Una
inmunoglobulina preparada mediante este método es un aspecto
adicional de la invencion Una composicion farmacéutica que contiene la
inmunoglobulina de la invencién y un portador aceptable para uso
farmacéutico, es un aspecto adicional de la invencién que puede usarse
en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencidon de
enfermedad estafiloc6cica. Un método para el tratamiento o prevencidn
de infeccidon estafilocdcica que comprende un paso de administrar a un
paciente una cantidad efectiva de la preparacion farmacéutica de la
Invencioén, es un aspecto adicional de la invencidn.

Los 1néculos para la produccidon de anticuerpo policlonal se
preparan tipicamente dispersando la composicion de antigenos en un

diluyente tolerable fisiolégicamente, tal como salina u otros adyuvantes
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apropiados para uso humano, para formar una composicién acuosa Una
cantidad de in6culo iInmunoestimulante se administra a un mamifero, y el
mamifero inoculado se mantiene luego durante un tiempo suficiente para
que la composicién antigena induzca anticuerpos protectores

Los anticuerpos se pueden aislar en la extensidn deseada
mediante técnicas bien conocidas, tales como cromatografia por afinidad
(Harlow and Lane Antibodies; a laboratory manual 1988)

Los anticuerpos pueden incluir preparaciones de antisuero de una
variedad de animales usados comdnmente, por ejemplo cabras,
primates, burros, cerdos, caballos, cerdos de guinea, ratas o humanos.
Se le extrae sangre a los animales y se recuperan los sueros

Una inmunoglobulina producidos de acuerdo con la presente
invencién pueden incluir anticuerpos completos, fragmentos o sub
fragmentos de anticuerpos Los anticuerpos pueden ser
inmunoglobulinas completas de cualquier clase, por ejemplo IgG, IgM,
IgA, IgD o IgE, anticuerpos quiméricos o anticuerpos hibridos con
especificidad dual para dos o mas antigenos de la invencién. También
pueden ser fragmentos, por ejemplo F(ab')2, Fab', Fab, Fv y similares,
incluyendo fragmentos hibridos. Una inmunoglobulina también incluye
proteinas naturales, sintéticas o disefiadas genéticamente, que actuan
como un anticuerpo fijAndose a antigenos especificos para formar un
complejo

Una vacuna de la presente invencidn se puede administrar a un
receptor que luego actia como una fuente de inmunoglobulina,

producida en respuesta a la exposicién de la vacuna especifica Un

(54
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sujeto tratado asi, podria donar plasma para el cual la globulina
hiperinmunitaria podria ser obtenida por medio de metodologia
convencional de fraccionamiento de plasma. La hiperinmunoglobulina
podria ser administrada a otro sujeto con el fin de impartirle resistencia
contra infeccion estafilocécica o tratarla Las hiperinmunoglobulinas de
la invencion son particularmente Gtiles para el tratamiento o prevencion
de enfermedad estafilocdcica en nifios, individuos comprometidos
inmunoldégicamente o cuando se requiere tratamiento y no hay tiempo
para que el individuo produzca anticuerpos en respuesta a la
vacunacion.

Un aspecto adicional de la invencién es una composicion
farmacéutica que contiene dos o mas anticuerpos monoclonales (o
fragmentos de ellos, preferiblemente humanos o humanizados) reactivos
contra al menos dos constituyentes de la composicion iInmonogénica de
la invencién, la cual podria ser usada para tratar o para prevenir
infeccidn con bacterias Gram positivas, preferiblemente estafilococos,
mas preferiblemente S aureus o S. epidermidis.

Estas composiciones farmaceéuticas contienen anticuerpos
monoclonales que pueden ser inmuncglobulinas completas de cualquier
clase, por ejemplo IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, anticuerpos quimercos o
anticuerpos hibrnidos con especificidad para dos o mas antigenos de la
Invencién. También pueden ser fragmentos, por ejemplo F(ab')2, Fab’,
Fab, Fv y similares, incluyendo fragmentos hibridos

Los métodos para elaborar anticuerpos monoclonales son bien

conocidos en la técnica y pueden incluir la fusion de esplenocitos con

(6o
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células de mieloma (Kohler y Milstein 1875 Nature 256, 495, Antibodies -
a laboratory manual Harlow y Lane 1988) De manera alternativa, se
puede obtener fragmentos monoclonales de Fv examinando una
biblioteca que tenga fagos apropiados {Vaughan TJ et al 1998 Nature
Biotechnology 16; 535). Los anticuerpos monoclonales pueden ser
humanizados o parcialmente humanizados mediante métodos conocidos.
Métodos

La invencidn también comprende métodos para elaborar las
composiciones inmunogénicas y vacunas de la invencién

Un proceso preferido de la invencién, es un método para elaborar
una vacuna que comprende los pasos de mezclar antigenos para
elaborar la composiciébn inmunogénica de la invencién y afiadir un
excipiente aceptable para uso farmaceutico
Métodos de tratamiento

La invencton también comprende métodos de tratamiento de
infeccion estafilococica, particularmente Infecciones nosocomiales
adquindas en el hospital

Esta composicion inmunogénica o vacuna de la invencidn es
particularmente ventajosa de usar en casos de cirugia electiva. Estos
pacientes conoceran la fecha de la cirugia con anterioridad, y podrian
ser inoculados previamente Dado que no se sabe s el paciente estara
expuesto a infeccidon por S. aureus o por S. epidermidis, se prefiere
inoculario con una vacuna de la invencién que 1o proteja contra ambos,
como se describié aqul anteriormente. Preferiblemente los adultos de

mas de 16 que estadn esperando cirugia electiva, se tratan con las
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composiciones inmunogénicas y vacunas de la invencién

También es ventajoso inocular a los trabajadores de la salud con
la vacuna de la invencién

Las preparaciones para vacuna de la presente invencion pueden
usarse para proteger o para tratar a un mamifero susceptible de
infeccion, por medio de la administracion de dicha vacuna por via
sistémica o mucosa. Estas administraciones pueden incluir inyeccién
por medio de las rutas intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o
subcutanea, o por medio de administracién a los tractos oral/alimentario,
respiratono, genitourinario

La cantidad de antigeno en cada dosis de vacuna se selecciona
como una dosis que Induce una respuesta inmunoprotectora sin efectos
secundarios adversos significativos en las vacunas tipicas. Esta
cantidad vanara dependiendo de qué Iinmunogénico especifico se
emplee y de como se presenta. El contenido de proteina de la vacuna
tipicamente estara en el rango de 1 -100 pg, preferiblemente 5-50 pg,
mucho mas cominmente en el rango de 10 — 25 uyg Generalmente, se
espera que cada dosis contenga 0 1-100 pg de polhisacarndo cuando
esté presente, preferiblemente 0.1-50 pg, preferiblemente 0 1-10 pg, de
los cuales 1 hasta 5 ug es el rango mas preferible Una cantidad 6ptima
para una vacuna en particular, se puede determinar mediante estudios
estandar que Iimplican la observacion de respuestas inmunitarias
apropiadas en sujetos Después de una vacunacion inicial, los sujetos
pueden recibir una o mdas inmumzaciocnes de refuerzo separadas

adecuadamente.
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S1 bien las vacunas de la presente invenciobn se pueden
administrar por cualquier ruta, la administracién de las vacunas
descritas en la piel (ID) forma una modalidad de la presente Invencion
La piel humana contiene una cuticula exterior "callosa” denominada el
stratum corneum, la cual cubre la epidermis. Debajo de esta epidermis
esta una capa denominada la dermis, la cual a su vez cubre el tejido
cutaneo. Los investigadores han demostrado que la inyeccion de una
vacuna en la piel, y en particular en la dermis, estimula una respuesta
inmunitaria, la cual también puede estar asociada con una cantidad de
ventajas adicionales La vacunacidon intradérmica con las vacunas
descritas aqui forma una caracteristica preferida de la presente
invencidon

La técnica convencional de inyeccién intradérmica “procedimiento
Mantoux”, comprende los pasos de limpiar la piel, y luego estirarla con
una mano, y con el bisel de una aguja calibrada delgada (calibre 26-31)
dirigido hacia arriba, se inserta la aguja en un angulo de entre 10-15°
Una vez que el bisel de la aguja es insertado, se baja el cilindro de la
aguja y se empuja mas mientras se proporciona una ligera presion para
elevarlo bajo la piel Luego se inyecta el liquido muy lentamente,
formando una ampolla o protuberancia sobre la superficie de la piel, y
luego se retira lentamente la aguja.

Mas recientemente, se han descrnto dispositivos que estan
disefiados especificamente para administrar agentes liquidos en o a
través de la piel, por ejemplo los dispositivos que se describen en

WO 99/34850 y EP 1092444, también los dispositivos de Inyeccidn
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presurizada descritos por ejemplo en WO 01/13977, US 5,480,381,
US 5,599,302, US 5,334,144, US 5,993,412, US 5,649,912, US
5,669,189, US 5,704,911, US 5,383,851, US 5,893,397, US
5,466,220, US 5,339,163, US 5,312,335, US 5,503,627, US
5,064,413, US 5,520,639, US 4,586,556, US 4,790,824, US
4,941,880, US 4,940,460, WO 97/37705 y WO 97/13537 Los
métodos alternativos de administracion intradérmica de las
preparaciones para vacuna pueden incluir jeringas y agujas
convencionales, o dispositivos disefiados para el suministro balistico de
vacunas so6hdas (WO 99/279531), o parches transdérmicos (WO
97/48440; WO 98/28037); o aplicados a la superficie de la piel
{(suministro transdérmico o transcutdneo WO 98/20734; WO 98/28037).

Cuando las vacunas de la presente invencion se van a administrar
en la piel, o mas especificamente en la dermis, la vacuna tiene poco
volumen de liquido, particularmente un volumen de entre
aproximadamente 0.05 mLy 0 2 mL

El contenido de antigenos en las vacunas cutdneas o
intradérmicas de la presente invencién puede ser similar a las dosis
convencionales que se encuentran en las vacunas intramusculares
(véase mas arriba) Sin embargo, es una caracteristica de las vacunas
cutaneas o intradérmicas que las formulaciones puedan ser de “dosis
baja” De acuerdo con esto, los antigenos de proteina en las vacunas
de “dosis baja” preferiblemente estan presentes en tan poco como 0.1
hasta 10 pg, preferiblemente 0 1 hasta § pg por dosis, y los antigenos

polisacaridos (preferiblemente conjugados) pueden estar presentes en el

[
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rango de 0.01-1 pg, y preferiblemente entre 001 y 05 pg de
polisacarido por dosis

Como se usa aqui, el término "suministro intradérmico” significa el
suministro de [a vacuna a la regién de la dermis en la piel. Sin embargo,
la vacuna no necesariamente sera colocada exclusivamente en la
dermis La dermis es la capa en la piel ubicada entre aproximadamente
1 0 y aproximadamente 2.0 mm desde la superficie en la piel humana,
pero hay una cierta cantidad de variacién entre individuos y en
diferentes partes del cuerpo En general, se puede esperar alcanzar la
dermis yendo 1 5 mm por debajo de ta superficie de la piel La dermis
estd ubicada enire el stratum corneum y la epidermis en la superficie y
la capa subcutidnea que esta por debajo Dependiendo del modo de
suministro, la vacuna estara localizada finalmente sélo o principalmente
dentro de la dermis, o puede ser distribuida finalmente dentro de la
epidermis y la dermis

Una modalidad preferida de la invencidén es un método de
prevencidén o tratamiento de infeccién o enfermedad estafilocécica que
comprende el paso de administrar la composicién inmunogénica o
vacuna de la invencién a un paciente que lo necesita.

En una modalidad preferida, el paciente esta esperando por
cirugia electiva

Una modalidad preferida adicional de la invencion es el uso de la
composicién inmunogénica de la invencién en la fabricacion de una
vacuna para el tratamiento o prevencién de infeccién o enfermedad

estafllococica, preferiblemente infeccion estafilocécica posterior a una
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cirugia

El término 'infeccién estafllococica’ comprende infeccion
ocasionada por S8 aureus vylo 8. epidermidis y otras cepas
estafilococicas capaces de ocasionar infeccibn en un mamifero,
preferiblemente en un anfitrion humano.

Los términos "que contiene”, "contienen” y "contiene” que se usan
aqui, tienen la intencién de los inventores de ser sustituibles
opcionalmente con los términos "que consiste en” "consisten” y
"consiste”, respectivamente, en cada caso.

Todas las referencias o solicitudes de patente citadas dentro de
esta especificacién de patente estan incorporadas aqui mediante
referencia.

Con el fin de que esta Invencidn sea comprendida mejor, se
presentan los siguientes ejemplos Estos ejemplos son para propésitos
de ilustracion solamente, y no deben ser interpretados como limitantes

del alcance de la invencion de ninguna manera

Eiemplos

Eiemplo 1. Construccién de plasmido para expresar

proteinas recombinantes

A: Clonacidn.

Los sitios de restriccion apropiados disefiados en oligonucledtidos
especificos para el gen estafilococico permitiéd la clonacion direccional
del producto de PCR en el plasmido de expresién pET24d o pQE-30 de
E.coli de tal forma que se pudiera expresar una proteina como una

proteina de fusidn que contuviera una etiqueta (His)6 de cromatografia

l6©
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por afinidad en el término C o N

Los sensibilizadores usados fueron

Toxina alla -
CGCGGATCCGCAGATTCTGATATTAATATTAAAAC-3' ¥

5'CCCAAGCTTTTAATTTGTCATTTCTTCTTTTTC-3'

EbpS - 5-CGCGGATCCGCTGGGTCTAATAATTTTAAAGATG-3'
5'CCCAAGCTTTTATGGAATAACGATTTGTTG-3'

CIfA - b5'-CGCGGATCCAGTGAAAATAGTGTTACGCAATC-3'
5'CCCAAGCTTTTACTCTGGAATTGGTTCAATTTC-3’

FnbpA - 5-CGCGGATCCACACAAACAACTGCAACTAACG-3'
5'CCCAAGCTTTTATGCTTTGTGATTCTTTTTCAAACS’

Sbi - 5'-CGCGGATCCAACACGCAACAAACTTC-3'
5'GGAACTGCAGTTATTTCCAGAATGATAATAAATTAC-3’

SdrC - 5'-CGCGGATCCGCAGAACATACGAATGGAG-3’
5'CCCAAGCTTTTATGTTTCTTCTTCGTAGTAGC-3'

SdrG - 5'-CGCGGATCCGAGGAGAATTCAGTACAAG-3'
5'CCCAAGCTTTTATTCGTCATCATAGTATCCG-3'

Ebh - 5'-AAAAGTACTCACCACCACCACCACC-3
5'AAAAGTACTCACTTGATTCATCGCTTCAG-3'

Aaa - 5'-GCGCGCCATGGCACAAGCTTCTACACAACATAC-3’
S'GCGCGCTCGAGATGGATGAATGCATAGCTAGA-3’

IsaA -

GCATCCATGGCACCATCACCATCACCACGAAGTAAACGTTGATCAAGC-

3'y 5'-AGCACTCGAGTTAGAATCCCCAAGCACCTAAACC-3’
HarA - 5'-GCACCCATGGCAGAAAATACAAATACTTC-3'

6T
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S'TTTTCTCGAGCATTTTAGATTGACTAAGTTG-3'

Autolisina glucosaminidasa - 9'-
CAAGTCCCATGGCTGAGACGACACAAGATCAAC-Y y 5'-
CAGTCTCGAGTTTTACAGCTGTTTTTGGTTG-3'

Autolisina amidasa - 5'-
AGCTCATATGGCTTATACTGTTACTAAACC-3' y
5'GCGCCTCGAGTTTATATTGTGGGATGTCG-3'

IsdA - 5'-CAAGTCCCATGGCAACAGAAGCTACGAACGCAAC-3' y
5’ACCAGTCTCGAGTAATCTTTAGCTTTAGAGCTTG-3'

IsdB - 5'-TATTCTCGAGGCTTTGAGTGTGTCCATCATTTG-3' y 5'
GAAGCCATGGCAGCAGCTGAAGAAACAGGTGG-3'

MRPIl - 5'-GATTACACCATGGTTAAACCTCAAGCGAAA-3' vy
5’AGGTGTCTCGAGTGCGATTGTAGCTTCATT-3'

Los productos de la PCR fueron introducidos primero en el vector
de clonacidon pGEM-T (Novagen} usando células bacteriales Top10, de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Esta construccion
intermedia se elabord para facilitar la clonacién adicional en un vector
de expresion Los transformantes que contenian el inserto de ADN
fueron seleccionados mediante analisis de enzima de restriccion
Después de la digestion, se analizé una alicuota de ~20uL de la
reaccion mediante electroforesis en gel de agarosa (0 8 % agarosa en
un regulador de pH Tris-acetato-EDTA (TAE)) Los fragmentos de ADN
se visualizaron mediante uminacidn con rayos UV después de
electroforesis en gel y de tincidn con bromuro de etidio. Un estandar

molecular de tamafio de ADN (cadena de 1 Kb, Life Technologies) se
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sometid a electroforesis en paralelo con las muestras de prueba y se
usd para estimar el tamafo de los fragmentos de ADN. E| plasmido
purificado de transformantes seleccionados para cada clopacion fue
digendo luego secuencialmente hasta que estuvo completo con enzimas
de restriccidn apropiadas segun lo recomendado por el fabricante (Life
Technologies). El fragmento de ADN se purificd luego usando cclumnas
con espin, con base de gel de silice antes de la ligacidn con el plasmido
pET24d o pQE-30 La clonacién de Ebh (fragmento H2), AaA, IsdA, IsdB,
HarA, Atl-amidasa, Atl-glucosamina, MRP, IsaA se llevé a cabo usando
el plasmido pET24d y la clonacion de CIfA, SdrC, SdrE, FnbpA,
SdrG/Fbe, toxina alfa y Sbi se llevé a cabo usando el plasmido pQE-30

B: Produccion de vector de expresion

Para preparar el plasmido de expresion pET24d o pQE-30 para la
hgacion, se digind de manera similar hasta su terminacidén con las
enzimas de restriccion apropiadas. Se usdé un exceso molar de
aproximadamente 5 veces de los fragmentos digeridos para el vector
preparado, para programar la reaccién de ligacién Se realizd una
reaccion de ligacion estandar de ~20 pyL (~16 °C, ~16 horas), usando
métodos bien conocidos en la técnica, se realizd usando ligasa ADN T4
(~2.0 unidades / reaccidon, Life Technologies). Una alicuota de la
higacién (~5 pL) se uséd para transformar células electro competentes
M15(pREP4) o BT21 : DE3 de acuerdo con métodos bien conocidos en la
técnica. Después de un periodco de excrecencita de ~2-3 horas a 37°C
en ~1.0 mL de caldo de cultivo LB, las células transformadas se

colocaron en placas de agar LB que contenfan ampicilina (100 pg/mL)

(64
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y/o kanamicina (30 pgg/mL) Se incluyeron antibidticos en la seleccion
Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C durante ~16 horas. Se
escogieron colonias individuales de ApR/KanR con palillos estériles y se
usaron para “parchar” placas LB ApR/KanR recién inoculadas, asi como
también un cultivo en ~1 0 mL de caldo LB Ap/ Kan Tanto las placas
con parche como el cultivo en caldo fueron incubados durante la noche a
37 °C en una incubadora estandar (placas) o en un bafio de agua con
agitacién Se empled un analisis de PCR basado en células completas
para verificar que los transformante contenian el inserto de ADN Aqui,
el cultivo en caldo LB Ap/Kan de -1 0 mL de un dia para otro, fue
transferido a un tubo de polipropileno de 1.5 mL y se recolectaron las
células mediante centrifugacion en una microcentrifuga Beckmann (~3
min., temperatura ambiente, -12,000 X g). Los granulos de células
fueron suspendidos en ~200 pL de agua estéril, y se usd una alicuota de
~10 pL para programar un volumen final de ~50 puL de reaccion PCR que
contuviera ambos sensibilizadores de amplificacién directa e inversa. El
paso de desnaturalizacion a 95°C se aumenté a 3 minutos para asegurar
la alteracién téermica de las células bacterianas y la liberacién de ADN
pldsmido. Se uséd un ciclizador tdrmico ABl Modelo 9700 y un perfil de
amplificacién térmica de tres pasos de 32 ciclos, es decir, 95 °C, 45
seg, 55-58 °C, 45 seg, 72 °C, 1 min, para amphficar el fragmento
BASB203 de las muestras transformante lisadas Después de la
amplificacion térmica, se analizé una alicuota de ~20 yuL de la reaccién
mediante electroforesis en gel de agarosa (0 8 % de agarosa en un

regulador de pH Ths-acetato-EDTA (TAE)). Los fragmentos de ADN se

(99
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visualizaron mediante 1luminacion con rayos UV después de
electroforesis en gel y de tincién con bromuro de etidio. Un estandar
molecular de tamafio de ADN (cadena de 1 Kb, Life Technologies) se
sometié a electroforesis en paralelo con las muestras de prueba y se
usd para estimar el tamafo de los productos de la PCR Los
transformantes que produjeron el producto de PCR del tamafo esperado
fueron 1dentificados como cepas que contenian una construccion de
expresidén de proteina Las cepas que contenian el plasmido de
expresion fueron analizadas luego para determinar la expresion

inducible de proteina recombinante.

: Apéalisi xpresion transformantes positivos a la

PCR

Una alicuota del cultivo sembrado durante la noche (~1 0 mL) fue
inoculada en un matraz Erlenmeyer de 125 mL que contenia ~25 mL de
caldo de cultivo LB Ap/Kan, y se cultivd a 37 °C con agitacion (~250
rpm) hasta que la turbidez del cultivo alcanzé una O D 600 de ~0.5, es
decir, fase semi logaritmica (usualmente de aproximadamente 1.5 - 2.0
horas). En este tiempo, aproximadamente la mitad del cultivo {(~12.5 mL)
fue transferida a un segundo matraz de 125 mL y se indujo la expresion
de proteina recombinante mediante la adicién de IPTG (solucién madre
1 0 M preparada en agua estéril, Sigma) para una concentracion final de
1 0 mM La incubacién tanto de los cultivos inducidos por IPTG como de
lo son inducidos, continué durante ~4 horas mas a 37 C con agitacion.
Se sacaron muestras (~1 0 mL) de ambos cultivos inducido y no inducido

después del penodo de induccién, y se recolectaron las células

ki
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mediante centrifugacion a temperatura ambiente durante ~3 minutos Se
suspendieron los granulos de células individuales en ~50 pL de agua
estéril, luego se mezclaron con un volumen igual de regulador de pH
para muestras para SDS-PAGE 2X laemelli que contenia 2-
mercaptoetanol, y se colocaron en un bafio de agua hirviendo durante ~3
min para desnaturalizar la proteina Se cargaron volumenes iguales (~15
pL) tanto de lisados celulares crudos inducidos por IPTG como de
isados celulares no inducidos, en gel de pclacrilamida con 12% de
Ths/glicina (1 mm de espesor, Mini-gels, Novex) por duplicado Las
muestras de hsado inducidas y no inducidas fueron sometidas a
electroforesis junto c¢on marcadores de peso molecular tefiidos
previamente (véase Blue, Novex) bajo condiciones convencionales
usando un regulador corriente estandar de SDS/Tris/glicina (BioRad).
Después de la electroforesis, un gel se tifi6 con azul Commassie
brillante R250 (BioRad) y luego se elimindé el tefiido para visualizar la
nueva proteina o proteinas inducibles por IPTG. EI segundo gel se
elctrotransfirid sobre una membrana de PVDF (tamafio de poro de 0.45
micras, Novex) durante ~2 h a 4 °C usando un aparato para
transferencia BioRad Mini-Protean Il vy regulador de pH para
transferencia metanol de Towbin {20 %). El bloqueo de la membrana y
las incubaciones del anticuerpo se realizaron de acuerdo con métodos
bien conocidos en la técnica. Se usd un anticuerpo monoclonai (His)3
anti-RGS, seguido por un segundo anticuerpo de conejo anti-raton
conjugado con HRP (QiaGen), para confirmar la expresion y la identidad

de la proteina recombinante. La visualizacion del patrén reactivo del

v
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anticuerpo anti-His se logré usando un sustrato insoluble ABT o usando
hiperpelicula con el sistema de quimicluminiscencia Amersham ECL
Elemplo 2: Produccion de proteina recombinante
Cepa bacteriana

Se usdé una cepa de expresidn recombinante de E. coli
M15(pREP4) que contenia un plasmido {pQE30) o BL21..DE3 que
contenia plasmido pET24d coditicador de proteina estafilococica para
producir masa celular para la purificacién de proteina recombinante.
Medios

El medio de fermentacidn usado para la produccién de proteina
recombinante consistié en caldo de cultivo 2X YT (Difco) que contenia
100 pg/mL de Ap y/o 30 pg/mL de Km Se le afadié antiespumante ai
medio para la fermentadora en 0.25 mL/L (Antifoam 204, Sigma). Para
inducir la expresidn de la proteina recombinante, se le afiadié IPTG
(Isopropil B-D-Tiogalactopiranosida) a la fermentadora (1 mM, final}
Produccion de proteinas recombinantes

Bajo condiciones naturales

Se afiadid IPTG en una concentracién final de 1 mM, y el cuitivo
se dej6 crecer durante 4 horas adicionales Luego se centrifugé el
cultivo a 6,000 rpm durante 10 minutos y se resuspendi6 el granulado en
regulador de pH fosfatado (50 mM de K2HPO4, KH2PO4 pH 7)
incluyendo un coctel inhibidor de proteasa. Esta muestra fue sometida a
hsis por presion francesa usando una presién de 1500 bar (2 corridas).
Después de centrifugacién durante 30 minutos a 15,000 rpm, se reservo

el supernadante para purificacién adicional, y se le afiadi6 NaCl hasta

>
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0.5 M. La muestra se cargd luego en una resina Ni-NTA (columna XK 16
Pharmacia, resina NI-NTA Qiagen) acondicionada en 50 mM de K2HPO4,
KH2P0O4 con pH 7 Después de cargar la muestra, se lavd la columna
con regulador de pH A (0.2M NaH2PO4 pH7, 0 3M NaCl, 10% de
glicerol). Para eluir la proteina unida, se usd un paso gradiente en
donde se le afiadieron diferentes proporciones de regulador de pH B (0.2
M de NaH2PO4 con pH7, 0.3 M de NaCl, 10% de glicerol y 200 mM de
imidazol) al regulador de pH A La proporcion de regulador de pH 8 fue
aumentada gradualmente desde 10% hasta 100%. Después de la
purificacién, las fracciones eluidas que contenian la proteina fueron
agrupadas, concentradas y dializadas contra 0.002 M de
KH2PO4/K2HPO4 con pH7, 0 15 M de NaCl

Este método se usd para punificar CIfA, SdrG, IsdA, IsaB, HarA,
Ati-glucosamina y toxina alfa.

Baio condiciones desnaturalizantes

Se afiadié IPTG a una concentracién final de 1 mM y el cultivo se
dejd crecer durante 4 horas adicionales. Luego se centrifugé el cultivo a
6,000 rpm durante 10 minutos y se resuspendid el granulado en
regulador de pH fosfatado {50 mM de K2HPO4, KH2PO4 con pH 7)
incluyendo un coctel inhibidor de proteasa Esta muestra se sometio a
lisis por presién francesa usando una presién de 1500 {2 corridas).
Después de centrifugacion durante 30 minutos a 15,000 rpm, se lavd el
granulado con regulador de pH fosfatado incluyendo 1 M de urea. La
muestra se centrifugdé durante 30 min a 15000 rpm y se resuspend:6 el

granulado en 8 M de urea, 0.1 M de NaH2PO4, 0.5 M de NaCl, 0.01 M
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de Trnis-HCI pH8 y se mantuvo durante la noche a temperatura ambiente
La muestra fue centrifugada durante 20 minutos a 15000 rpm y se
recolecté el supernadante para purificacién adicional. La muestra se
cargod luego en una resina de NI-NTA (columna XK 16 Pharmacia, resina
NiI-NTA Qiagen) acondicionada en 8 M de urea, 0 1 M de NaH2PO4, 0.5
M de NaCl, 0 01 M de Tris-Hcl con pH 8. Después del paso del flujo a
través, la columna se lavo sucesivamente con regulador de pH A (8M de
Urea, 0.1 M de NaH2PO4, 0,5 M de NaCl, 0.01 M de Tris, pH 8 0),
regulador de pH C (8M de Urea, 0.1 M de NaH2PO4, 0 5 M de NaCl,
001 M de Tns, pH 6 3), regutador de pH D (8M de Urea, 01 M de
NaH2PO4, 0 5 M de NaCl, 0.01 M de Tnis, pH 5 9) y regulador de pH E
(8 M de Urea, 01 M de NaH2PO4, 0.5 M de NaCl, 0.01 M de Trnis, pH
4 5) La proteina recombinante se eluyé de la columna durante los
lavados con regulador de pH D y E. La proteina recombinante
desnaturalizante se pudo solubilizar en una solucién desprovista de
urea Para este fin, la proteina desnaturalizante contenida en 8M de
urea fue dializada sucesivamente contra 4 M de urea, 0.1 M de Na2PQ4,
0.01 M de Tris-HCI, pH7 1, 2 M de urea, 0 1 M de NaH2PO4, 0 01 M de
Tris-HCI, pH 7 1, 0 5 M de arginina y 0.002 M de KH2PO4/K2HPO4 con
pH7.1, 0.15 M de NaCl, 0.5 M de arginina.

Este método se usé para purificar Ebh (fragmento H2), AaA, SdrC,
FnbpA, Sbi, Atl-amidasa y IsaA

Las proteinas purificadas fueron analizadas por SDS-PAGE Los
resultados para una proteina purificada bajo condiciones naturales

(toxina aifa) y una proteina punficada bajo condiciones

125



10

15

20

25

106

desnaturalizantes (SdrC) se muestran en las Figuras 3 y 4

Eiemplo 3. Preparacién de Polisacaridos

Se prepara PNAG como se describe en Joyce et al 2003,
Carbohydrate Research 338, 903- 922

Los polisacaridos tipo 5 y tipo 8 son extraidos de S. aureus como
se describe en Infection and Immunity (1990) 58(7), 2367

Quimica de activacién v acoplamiento

Se disuelve el polisacéarido natural en NaCl 2 M o en agua La
concentracién odptima del polisacarido se evalta para todos los
serotipos, y esta entre 2mg/mL y 5mg/mL.

De una solucién madre de 100 mg/mL en acetonitrilo, se le anade
CDAP ({(proporcion CDAP/PS:0.75 mg/mg de PS) a la solucion de
pohisacanido. 1.5 minutos después, se le afiade 0.2 M de trietilamina
para obtener el pH de activacion especifico (pH 8 5-10 0). La activaciéon
del polisacarido se realiza con este pH durante 2 minutos a 25 °C Se
afiade la proteina portadora al polisacarido activade en una cantidad
suficiente para dar una proporciébn molar de 1/1 y la reacciéon de
acoptamiento se realiza en el pH especifico durante 1 hora

Luego se extingue la reaccién con glicina durante 30 minutos a 25
°C y durante la noche a 4°C

Los conjugados se purifican mediante filtracion en gel usando una
columna de filtracién con gel Sephacryl 500HR equilibrada con 0 2 M de
NacCl.

Se determinan los contenidos de carbohidratos y protelnas de las

fracciones eluidas. Los conjugados se agrupan y se filtran de manera

3k
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estéril en una membrana esterilizante de 0 22 ym Se determinan las
proporciones de PS/Proteina en las preparaciones de conjugados
Caracterizacién:

Cada conjugado se caractariza segun su contenido de proteina y
polisacarido

Se mide el contenido de polisacarido mediante la prueba con
Resorcinol, y el contenido de proteina se mide mediante la prueba
Lowry. Se determina la proporcién final de PS/PD ratio (p/p) mediante

la proporcién de las concentraciones

Contenido residual de DMAP (na/uq PS):

La activacién del polisacarido con CDAP introduce un grupo
cianato en el polisacéando y se libera DMAP (4-dimetilamino-piridina) El
contenido residual de DMAP se determina mediante un analisis

especifico desarrollado, y se valida en GSK

Contenido de polisacarido libre {(%):

Se determina el contenido de polisacarido libre en los conjugados
mantenidos a 4 °C o almacenados durante 7 dias a 37 °C en el
supernadante obtenido después de la incubacién con anticuerpos
portadores a y sulfato de amonio saturado, seguide por una
centrifugacion

Se usa un ELISA a-PS/a-PS para la cuantificaciéon de polisacéarido
libre en el supernadante. La ausencia de conjugado se controla tambien

mediante un ELISA portador a/a-PS.

Elemplo 4. Formulacién

Composiciones advuvantes
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La proteina, ya sea individualmente o junta, de los ejemplos
anteriores, puede ser formulada con la combinacién de polisacaridos
estafilocécicos y como adyuvante, la formulacidn puede contener una
mezcla de lipido A monofosforitado 3 des-O-acilado (3D-MPL) e
hidréxido de aluminio, o de lipido A monofosforilado 3 des-O-acilado
(3D-MPL) y fosfato de aluminio, 0 de 3D-MPL y/o QS21 opcionalmente
en una emulsién de aceite/agua, y opcionalmente formulado con
colesterol, o sal de aluminio sola, preferiblemente fosfato de aluminio.

3D-MPL: es wuna forma quimicamente desintoxicada del
hpopolisacaride (LPS) de la bacteria Gram-negativa Salmonella
minnesota

Experimentos realizados en GSK Biologicals han demostrado que
el 3D-MPL combinado con diversos vehiculos mejora fuertemente tanto
el tipo de iInmunidad celular humoral como el TH1

QS21 - es una saponina purificada de un extracto crudo de la
corteza del arbol Quillaja Saponaria Molina, la cual tiene una fuerte
actividad adyuvante activa tanto la linfoproliferacién especifica para
antigeno como la CTL para diversos antigenos

La vacuna que contiene un antigeno de la invencién que contiene
3D-MPL y alum se puede preparar de manera analoga a la que se
describe en WO93/19780 o en 92/16231

Experimentos realizados en GSK Biologicals han demostrado un
claro efecto sinérgico de combinaciones de 3D-MPL y QS21 en la
induccidn de las respuestas inmunitarias celulares tanto humorales

como de tipo TH1 Las vacunas que contienen un antigeno de este tipo
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se describen en US 5750110

Una emulsién de aceite/fagua puede estar compuesta de dos
aceites (un tocoferol y escualeno), y de PBS con Tween 80 como
emulsificante La emulsion contenia 5% de escualeno, 5% de tocoferol,
0.4% de Tween 80 y tuvo un tamaiic promedio de particula de 180 nm, y
se conoce como SB62 (véase WO 95/17210).

Experimentos realizados en GSK Biologicals han probado que la
adjuncidon de esta emulsién de aceite en agua a MPL/QS21 aumenta
adicionalmente sus propiedades inmunoestimulantes
Preparacién de emulsién SB62 (concentrada 2 veces)

Se disuelve Tween 80 en salina fosfatada regulada (PBS) para dar
una solucién al 2% en la PBS. Para proporcionar 100 mL de emulsién
concentrada 2 veces, se sometié a vortice 5 g de DL alfa tocoferol y 5
mi de escualeno hasta mezclar por completo. Se le afadid 90 mL de
scluciéon de PBS/Tween y se mezclé completamente. La solucion
resultante se hizo pasar entonces a través de una jeringa y finalmente
se microfluidizé usando una maquina para microfluidos M110S Las
gotitas resultantes de aceite tenian un tamafio de aproximadamente 180
nm
Ejemplo §

Experimentos con animales

Se obtuvieron ratones hembras CD-1 de 8 a 10 semanas de edad
en Charles River Laboratories, Kingston, Mass. Para los estudios de
letalidad, cinco grupos de 9 a 11 ratones CD-1 se expusieron por via

intraperitoneal (i.p ) con diluciones en serie de $ aureus cultivados en

24
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placas CSA. Los tamafos Iinoculares abarcan desde ~10'" hasta 10°
CFU/ratén La mortalidad se evalua sobre una base diaria durante 3
dias La dosis letal del 50% (LDsp) se estima usando un modelo Probit
de la relacidn dosis-respuesta La hipotesis nula de la LDs, comun fue
sometida a prueba mediante la prueba de indice de probabilidad. La
bacteremia subletal se inicia exponiendo grupos de 8 a 20 ratones por
via intravenosa (1.v) con ~ 2 x 10° CFU/ratén o por via tp con ~ 2 x
107 CFU/raton. Después de la inoculacién, se extrae sangre de la cola
de grupos de animales por separado, en momentos especificados, y se
estiman los niveles de bacteremia mediante conteos en placa
cuantitativos realizados por duplicado en placas de agar con soya
tripticas con 5% de sangre de oveja {Becton Dickinson Microbiology
Systems). La significacién estadistica se determina con {a modificacion
Welch de la prueba t de Student no apareada.

Eiemplo 6

Metodologia gqeneral para determinar respuestas de

anticuerpos en diversos mamiferos

Los sueros fueron analizados mediante ELISA con respecto a ios
anticuerpos IgG para los polisacaridos estafilocécicos. De manera
resumida, se recubren polisacaridos capsulares purificados de ATCC
(Rockville, Md, 20852) a 25 pg/mL en salina fosfatada regulada (PBS) en
placas para microtitulacion de zlto enlace (Nunc Maxisorp) durante la
noche a 4 °C. Las placas se bioquean con 10% de suero fetal de ternera
(FCS), 1 hora a 37 °C. Las muestras de suero se incuban previamente

con 20 upg/mL del polisacaridoc de pared celular ¢ (Statens Serum

\2°
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Institute, Copenhague) y 10% de FCS a temperatura ambiente durante
30 minutos para neutralizar los anticuerpos para este antigeno La
muestras se diluyen luego dos veces en la microplaca en 10% de FCS
en PBS, y se equilibran a temperatura ambiente durante 1 hora con
agitacton. Después de lavarse, las microplacas se equilibran con
anticuerpo monoclonal Fc anti IgG humana marcados con peroxidasa
(HP6043-HRP, Stratech Scientific Ltd) diluidos 1 4000 en 10% de FCS
en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion El analisis
ELISA se realiza para medir la IgG de rata usando IgG de cabra anti-
rata AffiniPure conjugado con peroxidasa de Jackson
ImmunolLaboratories Inc (H+L) (co6digo 112-035-003) a 1:5000. Las
curvas de titulaciéon se refieren a suero estadndar para cada serotipo
usando comparacion logaritmica logistica mediante el software SoftMax
Pro. Las concentraciones de polisacaridos usadas para recubrir la placa
ELISA son de 10-20 pg/mL EIl color se revela usando 4 mg de OPD
(Sigma) por 10 mL de regulador citrato 0 1 M con pH 4 5, con 14 pL de
H202 durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente La
reaccion se detiene con 50 pL de HCI, Yy la densidad optica se lee a 490
nm con relacion a 650 nm Las concentraciones de IgG se determinan
mediante referencia de titulacién con respecto a la curva de calibracion
modelada usando una ecuacién logaritmica logistica de 4 parametros
calculada mediante el software SoftMax Pro

La prueba ELISA para medir la IgG murina y de rata con respecto
a los polisacandos estafilocéeicos es similar, con las siguientes

excepcicnes Se empled IgG anti-ratén de cabra AffiniPure conjugado
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con peroxidasa (H+L) e IgG anti-rata de cabra AffiniPure (H+L) de
Jackson ImmunolLaboratories Inc para detectar el enlace a 1gG.

E! HP6043-HRP reacciona igualmente con IgG purificada humana
y de Rhesus, y por ello este reactivo se usa para antisuero de Rhesus

La prueba ELISA de la proteina se realiza de manera similar a la
ELISA del polisacarido con las siguientes modificaciones La proteina es
recubierta durante la noche a 2 0 ug/mL en PBS Las muestras de suero
se diluyen en PBS que contiene 10% de suero fetal bovino y 01 % de
alcohol polivinilico. EIl anticuerpo humano fijado se detecta usando
anticuerpo purificado por afinidad de cabra conjugado con peroxidasa
Sigma para Fc de 1gG humana (referencia A-2290}

Eiemplo 7
Analisis de opsonofagocitosis.

La eliminacion opsonofagocitésica in vitro de 8. aureus por
leucocitos humanos polimorfonucleares (PMN) se realiza como se
describe en Xu et al 1992 Infect. Immun. 60; 1358. Los PMN humanos se
preparan a partir de sangre hepzarinizada mediante sedimentacién en 3%
de dextran T- 250 La mezcla de reaccién opsénica {1 mL) contiene ~
10° PMN en medio RPMI 1640 complementado con 10% de suero fetal
de ternera inactivado por calor, ~ 10° CFU de S. aureus, y 0.1 mL del
suero o preparacion de I1gG de prueba $Se usa suero de conejo
hiperinmunizado como control positivo, y se usé 0.1 mL de suerc de
conejo no inmune como una fuente completa para las muestras de IgG
Las mezclas de la reaccion se incuban a 37 °C, y se transfieren las

muestras bacteriales a 0, 60 y 120 min en agua y se diluyen
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subsiguientemente, se diseminan en placas de agar de soya tripticas y
se incuban a 37 °C para el conteo bacterial después de incubacién de un
dia para otro

Eiemplo 8

Immunogenicidad de proteinas estafilocécicas en ratones v

conejos

Se inmunizé a los animales con proteinas estafilococicas
purificadas con el fin de generar sueros hiperinmunes. Se inmuniz6 a
los ratones tres veces (dias 0, 14 y 28) con 10 pg de cada una de las
proteinas auxiliadas en Specol. Los conejos se iInmunizaron tres veces
(dias 0, 21 y 42) con 20 uyg de cada una de las proteinas, auxiliadas en
Specol Se recolectaron los sueros inmunes y se evaluaron en ELISA de
células completas anti proteina y anti eliminacién

ELISA Anti-Proteina:

Se recubrié la proteina purificada a 1 yg/mL en salina fosfatada
regulada (PBS) en placas para microtitulacion de alto enlace (Nunc
Maxisorp) durante la noche a 4> C Las placas fueron bloqueadas con
PBS-BSA 1 %, durante 30 min a temperatura ambiente con agitacion
Luego se diluyeron las muestras de la prueba 1/1000 y se incubaron a
temperatura ambiente durante 1 hora con agitaciéon. Después del lavado,
se detectd anticuerpo murina o de conejo fijado usando I1gG anti-ratén
de cabra AffimPure conjugada con peroxidasa de Jackson
ImmunolLaboratories Inc (ref- 115-035-003) o 1gG anti-conejo de cabra
AffiniPure (H+L) (ref 11-035-003) diluida 1 5000 en PBS-Tween al

0.05%. Los anticuerpos de deteccidon se incubaron durante 30 min. a
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temperatura ambiente con agitacién Se revel6é el color usando 4 mg
OPD (Sigma) + 5 pL. H202 por 10 mL pH 4 5 0 1 M regulador citrato de
pH durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Se
detuvo la reaccién con 50 uL de HCI, y la densidad 6ptica se leyd a 490
nm con relacién a 650 nm

La O.D. para una dilucién de 1/1000 de Post Ill se compard con la
OC.D obtenida con la misma dilucibn de sueros previamente
inmunizados.

Los resultados generados con sueros de ratones y conejo se
presentan en la Figura 5. Se observd una buena seroconversién contra
cada antigeno La evaluacion de suero dirigido contra SBI fue impedida
debido a la actividad de enlace a Ig de esta proteina
ELISA anti-células completas muertas:

Se recubrieron células completas muertas (inactivadas por calor o
por formaldehido) de S aureus tipo 5 y 8 o de |la cepa Hay de S.
epidermidis a 20 yg/mL en salina fosfatada regulada (PBS), en placas
para microtitulacién de alto enlace (Nunc Maxisorp) durante la noche a
4° C con evaporacion Las placas fueron bloqueadas con PBS-BSA 1%
30 min a temperatura ambiente con agitacion Se neutralizé la proteina
A mediante la adicién de 10 pg/mL de anti-proteina A de polio purificada
por afimnidad (ref. ICL: CPA-65A-2) diluida en PBS-Tween al 0.05%
seguida por incubacién durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego
se diluyeron las muestras de prueba dos veces en la microplaca en PBS-
0 05% de una dilucién nicial a 1/10 y se incubaron durante 1 hora a

temperatura ambiente con agitacién Después del lavado, se detectd el

84
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anticuerpo murino o de ratén fijado usando IgG anti-raton de cabra
AffiniPure conjugada con percxidasa (H+L) de Jackson
ImmunolLaboratories Inc. (ref. 115-035-003) o I1gG anti-conejo de cabra
AffiniPure (H+L) (ref 11-035-003) diluido 1 5000 en PBS-Tween al
0 05% Estos anticuerpos de deteccidn se incubaron durante 30 min. a
temperatura ambiente con agitacién Se revelé el color usando 4 mg
OPD (Sigma) + 5 pL H202 por 10 mL pH 4 5 0.1 M de regulador citrato
durante 15 minutos en la oscuridad, a temperatura ambiente Se detuvo
la reaccién con 50 pL de HCI, y la densidad éptica se leyd a 490 nm con
relacién a 650 nm

Se debe notar que los niveles de expresion de proteinas en
estafilococos variaran dependiendo de las condiciones de cultive. Por lo
tanto, un resultado negativo puede reflejar la eleccion de condiciones de
cultivo incorrectas en lugar de una carencia de inmunogenicidad.

Los resultados usando sueros de raton se muestran en la Tabla 5
y algunos de los graficos se muestran en la figura 6. Se observa un
débil reconocimiento de la cepa 5 de S auroeus con el suero dingido
contra SdrC, FnbpA, Ebh, Sbi e IsaA. El reconocimiento de la cepa 8 de
S. aureus solamente se observa con el suero dirigido contra Sbi. Se
cbserva un débil reconocimiento de Hay de S. epidermidis con los
sueros dirigidos contra Atl amidasa, MRP, IsdA, IsaA, Ebh, Aaa y Sbr.

Una seleccién de los resultados generados usando suero de
conejo se muestra en la figura 7 y se resume en la Tabla 6 Se observd
un reconocimiento muy bueno de las tres cepas con IsaA y con IsdB Se

observo un débil reconocimientc de las tres cepas con HarA, a pesar de
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que los animales solamente recibieron una inyeccién en lugar de las tres

inyecciones usadas para las otras proteinas

Tabla 5

Nombre de la

Reaccién en

Reaccion en

Reaccion en

proteina SAS SA8 SE Hay
IsaA (+) (+) (+)
CIfA - (+) (+)
Amidasa Atl - - ++
SdrG - - -
Glucosamidasa - - -
IsdA - - T+
Toxina alfa - - -
SdrC ++ (+) -
Ebh + - -
AaA - - +t
MRP - - ++
Sbi +4 ++ T+
FnbpA + + (+)
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Tabla 6
Nombre de la Reaccién en Reaccién en Reaccidn en
proteina SAS SA8 SE Hay
IsaA 4+ +++ +++
CIfA + ++ ¥+
Amidasa Atl - ++ +
IsdB +++ +++ +++
8drG + + +
Glucosamidasa - - -
HarA (1 inyect.) + + +
IsdA - - -
Toxina alfa - +
SdrC - - -
Ebh - + "
AaA - - -
MRP - T+t +
Sbi - ++ -
FnbpA - - T+
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Eiemplo 8

mbinaciones de proteinas estafilocdcicas en

un modelo de colonizacién nasal

Se Inoculdé a quince grupos de tres ratas del algoddn con
combinaciones de ocho antigenos estafilocécicos y cinco ratas del
algodén que actuaron como controles fueron tratadas sin antigeno
Estos dieciséis grupos son los siguientes:

Grupo 1 - Atl-glucosaminz, Ati-amidasa, AAA, toxina alfa, SdrC,
8drG, Ebh, Sbi

Grupo 2 - Atl-glucosamina, Atl-amidasa, IsdA, I1sdB, CIfA, SdrC,
Ebh, FnbpA

Grupo 3 - Atl-glucosamina, Atl-amidasa, HarA, IsdA, MRP, IsdB,
AAA, toxina alfa

Grupo 4 - Atl-glucosamina, HarA, IsdA, AAA, CIfA, IsaA, Ebh, Sbi

Grupo 5 - HarA, MRP, AAA, toxina alfa, CIfA, SdrC, Ebh, FnbpA

Grupo 6 - IsdA, IsdB, AAA, toxina alfa, CIfA, SdrG, Sbi, FnbpA

Grupo 7 - Atl-aminidasa, IsdA, MRP, AAA, IsaA, 5drG, Ebh, FnbpA

Grupo 8 - Control

Grupo 9 - Atl-glucosamina, IsdA, MRP, toxina alfa, IsaA, SdrC,
Sbi, FnbpA

Grupo 10 - Atl-glucosamina, MRP, IsdB, AAA, CIfA, IsaA, SdrC,
SdrG

Grupo 11- Atl-amidasa, MRP, IsdB, toxina alfa, CIfA, IsaA, Ebh,
Sbi
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Grupo 12 - Atl-glucosamina, HarA, IsdB, toxina alfa, IsaA, SdrG,
Ebh, FnbpA

Grupo 13 - Atl-amidasa, HarA, IsdB, AAA, IsaA, SdrC, Sbi, FnbpA

Grupo 14 - Atl-glucosamina, Atl-amidasa, HarA, MRP, CIfA, SdrG,
Sbi, FnbpA

Grupo 15 - Atl-amidasa, HarA, IsdA, toxina alfa, CIfA, IsaA, SdfC,
8drG

Grupo 16 - HarA, IsdA, MRP, IsdB, SdrC, SdrG, Ebh, Sbi

Cada mezcia de antigenos contenia 3ug de cada antigeno
mezclado con un adyuvante elaborado de {iposomas que contenia MPL y
QS21. Las ratas del algodén fueron inoculadas tres veces los dias 1, 14
y 28 del experimento Dos semanas después de la inoculacion, se
evalué la eficacia de las inmunizaciones usando un anahlisis de
colonizaciébn nasal como se describe en Kokai-Kun et al (2003)
Antimicrob Agents Chemother. 47, 1589-1597.

Se llevé a cabo un anélisis clasico de regresion lineal multiple de
los datos, usando el software "Design Expert 6" La presencia de un
antigeno se codificé como +1 y la ausencia de un antigeno se codifico
como -1. Usando la ecuacion del modelo fue posible determinar cuales
antigenos fueron los antigenos clave que produjeron una gran
disminucion en la cantidad de colonias por nariz.

Resultados

Los resultados del analisis de colonizacién nasal se muestran en
la Tabla 7. El grupo de control tuvo una media logaritmica de CFU/nanz

de 3.51335 y se pudo observar una disminucion en la colonizacion nasal

el
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90

estafilocécicas. Los grupos 4, 9 ¥y 13 mostraron la mayor disminucion en

la colonizacién nasal con una disminucién por encima de 2 log en

CFU/nariz Los grupos 12 y 16 también dieron buenos resultados,

mostrando una disminucién de aproximadamente 2 log en CFU/nanz.

Tabla 7 | Grupo | Med:ia observada Log/CFU/nariz | Log/CFU/nanz predicho |
1 1 77527 2.03560
2 2 90435 2.52684
3 1.96556 2.23033
4 1.27748 121872
5 1.67304 1.93128
6 2.79745 2.98193
7 2 21481 2 30705
8 3 51355 3.47317
9 1.22480 1.44080
10 2.03085 1.93204
11 2,02522 1 81581 :
12 1.53402 1 70996
13 1.36063 1 49100
14 2.31201 1 73909
15 2 22979 1 98223
16 1.58109 1 44004
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La contribucién de antigenos especificos dentro de la mezcla de

antigenos se calculdé usando anélisis de regresion miltiple de los datos

de colonizacidon nasal

antigenos

Los resultados

El modelo final contiene los siete mejores

para estos antigenos se muestran en la

Tabla 8 Dentro del contexto de la mezcla de proteinas, la inclusién de

HarA dio la mayor disminucion en la colonizacién nasal, seguida por

IsaA, Sbi, SdrC, autolisina-glucosamina, MRP y Ebh.

Jabla 8 Efectos en diferencia de log CFU/nariz e indice de

CFU/nariz para los siete mejores antigenos en el modelo v

valores de p correspondientes.

Prob Efecto Tasa de Efecto Tasa
Antigeno
>F estimade | reduccién | acumulative | acumulativa
HarA 0 033 -0 596 39 -0.596 39
IsaA 0.046 -0 558 36 -1 154 14 3
Sbi 0.077 -0 491 3.1 -1.645 44.2
SdrC 0.22 -0 337 2.2 -1.982 96.0
Atl-
0 238 -0.324 2.1 -2 306 202.2
glucos
MRP 0.239 -0 323 2.1 -2.629 425.3
Ebn 0.297 -0 286 1.9 -2.914 8210

al
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REIVINDICACIONES

1 Una composicién inmunogénica que contiene al menos
dos diferentes proteinas o fragmentos Inmuncgénicos de ellas,
seleccionados de al menos dos grupos de proteinas o fragmentos
inmunogénicos seleccionados de los siguientes grupos

Grupo a) al menos una proteina de enlace de componente
extracelular o fragmento inmunogénico de ella, seleccionada del
grupo que consiste en SdrG, receptor de laminina, EbhA, EbhB,
proteina de enlace de elastina (EbpS), EFB (FIB), SBI, autolisina,
CIfA, SdrC, SdrH, Lipasa GehD, SasA, FnbA, FnbB, Cna, CIfB, FbpA,
Npasa, IsaA/PisA, SsaA, EPB, SSP-1, SSP-2, HBP, proteina de
enlace de enlace de fibronectina, coagulasa y MAP,

Grupo b) al menos una protelna transportadora estafilocécica o
fragmento inmunogénico de ella, seleccionada dei grupo que
consiste en transportador ABC inmunodominante, IsdA, IsdB,
transportador de Mg2+, SitC y transportador ABC NI,

Grupo c) al menos un 1egulador de virulencia estafilocécico,
toxina o fragmento inmunogénico de ella, seleccionado del grupo que
consiste en toxina alfa (Hla), mutante H35R de toxina alfa, proteina
activadora de ARN |1l (RAP)

2 La composicion inmuncgénica de la reiwvindicacion 1,
caracterizada ademas porque al menos una proteina o fragmento
Inmunogénico se selecciona del grupo a).

3. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 1 o 2

gv
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caracterizada ademas porque al menos una proteina o fragmento
iInmunogénico se selecciona del grupo b)

4 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-3,
caracterizada ademdas porque al menos una proteina o fragmento
inmunogénico se selecciona del grupo ¢)

S La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-4,
caracterizada ademds porque al menos una proteina o fragmento
inmunogénico se selecciona del grupo a), grupo b) y grupo ¢)

6. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-5,
que contiene al menos una prateina o fragmento iInmunogénico de S.
aureus

7 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-6,
que contiene al menos una protelina o fragmento iInmunogénico de S
epidermidis

8 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-7,
que contiene ademas un polisacarido u oligosacarido PIA

9 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-8,
que contiene ademas un polisacarido u oligosacarido capsular de
tipo V y/o de tipo Vill de S aureus.

10. La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-8,
que contiene ademas un polisacarido u oligosacarido capsular de
tipo |, de tipec |l y/o de tipo Ill de S epidermidis

11 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 1-
10, que contiene ademdas Acido lipoteicéico de una bacterna Gram

positiva
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12 La composicién inmunogénica de la reivindicaciéon 11,
caracterizada ademas porque el acido lipoteicdico se extrae de una
bacteria estefilocdcica

13 La composicién tnmunogénica de las reivindicaciones 8-
12, caracterizada ademas porque un polisacando capsular
estafilococico esta conjugado con un portador de proteina

14 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 11-
13, caracterizada ademids porque el 4&acido lipoteicéico esta
conjugado con un portador de proteina

15 La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 13-
14, caracterizada ademas porque el portador de protelna se
selecciona del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxcide
diftérico, CRM197, proteina D de Haemophilus influenzae,
neumolisina y toxoide alfa

16. La composicién inmunogénica de las reiwvindicaciones 1-
15, la cual es capaz de generar una respuesta inmunitana efectiva
tanto contra S aureus como contra S epidermidis

17. Una vacuna que contiene la composicién inmunogénica de
las reivindicaciones 1-16 y un excipiente aceptable para uso
farmacéutico.

18. Un meétodo para elaborar una vacuna, que comprende los
pasos de mezclar antigernos para elaborar la composicion
inmunogénica de las reivindicaciones 1-16 y adfadir un excipiente
aceptable para uso farmacéutico

19 Un método para prevenir o tratar una infeccién

49
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estafilococica, que comprende el paso de administrar la vacuna de la
reivindicacién 17 a un paciente que lo necesita

20 Un wuso de la composicidn inmunogénica de las
reivindicaciones 1-16 en la fabricacién de una vacuna para el
tratamiento o prevencién de una infeccidn estafilocécica

21 Un método para preparar una inmunoglobulina para uso
en prevencién o tratamiento de infeccidn estafilocdcica, que
comprende los pasos de inmunizar un receptor con la vacuna de la
reivindicacién 17 y aislar la inmunoglobulina del receptor

22 Una composicién farmacéutica que contiene dos o mas
anticuerpos monoclonales o fragmentos de ellos, los cuales son
reactivos contra al menos dos constituyentes de |la composicién
inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde
los al menos dos constituyentes se seieccionan de al menos dos
grupos a), b) y c).

23 Una composicién farmacéutica que contiene la
inmunoglobulina de la reivindicaciéon 22 y un excipiente aceptable
para uso farmacéutico

24 Un método para el tratamiento o prevencion de infeccién
estafilocécica, que comprende un paso de administrar a un paciente
una cantidad efectiva de la composiciébn farmacéutica de la
reivindicacion 22 o 23

25 Uso de la composicién farmacéutica de la reivindicacion
22 o 23 en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento o

prevencion de infeccion estafilocécica

\as
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Fig. 1.1

SEQ ID NO 1 secuencia de polipéptido

MLOVIDVSLRPGDRKLFEDVN I KFTRGNCYGLIGAROAUKS TPLKI LSGRLDBQTGHVE LOKNER LAVLKODNYAYEDER
VLOVVIKGHERLYEVMKEKDR I YMKPDFSDERDGIRAAELEGEPARMIONNABADAANLLEGLG I DPTLHDEXMAELENEQ
RIKVLLAQSLFPGEPDVLLLDEFTNOLDIPAIGKLEDFLINFDNTVIVVSHORHPLANVCTHI ADLDFOK I KVYVONYDFW
YOESOLAQKMAQ EONKKKER KMKELODF T ARFSARAS RERQA TEREKGLEKI ELDOIQPSSRAY PFVKFTPEREBIGNDLL
IVONLEKTIDGEKVLDNVSPTHNPNDRAILIGDSR IAKTTLLK I LAGERE PDEGI PRHGVT TS LAYF PEKDNSEPFEGVEN
HLVDWLROYAPEDEQTETF LROFLGRNLFSGEEVKKKAL VLEOGEKVRCML S IMLSSANVLLLDEPTNHLDLES ITAVY
DOLKSPRGSIIFTSYDFEF INTIANRV IDLNKQGGVEKEI PYEEYLOEIGVLE

SEQ ID NO 2 secuencia de polipéptdo

NLOVTOVSLRPCDRELFEDVNIKFTRGHCYAL IQANGAGKS TFLKILSOE I RSQTCHVELGKDERLAVLEQDIFAYEDRR
VLOVY I KGHERLYQVMKEKDEL YMKPDFSDEDGT RAALLEGR PAEMNGREARADAANL LEQLGT EPDLHDKNMSELENNG
KVEVLLAGSLPGDPDVLLLOBPTEGLD 1 PA] SWLEDFL INFENTVI VVENDRHFLNNVCTH IADLDPOXI KLYVGRIYDFW
YOSSQLAYKMAQECN KRKEERMKELODF I ARFSANAS KSKQATSRKKQLEX TELOD I QPSS RRYPYVKFTPEREIGNDLL
TVENLORTIDOBEVLDYNVEFTMN PNDRATLVGDSE LAKTTLLKILAGEME PDEGTF KNGV TTELSYF PRDNBEF FDUVON
NLVEWLROYAPEDEQTETFLRGFLORMLIFS0ERVEKRAS VLEGGEKVRCNLIKMMLE SANVLLLDE PTNHLOLRES I TAVH
DELKAPKOSE IFTSYDFEP TNTIANRVI DLNQAGALS KEVPYREYLOEIOVLONN

SEQ ID NO. 3 secuencia de polipéptido

PP [ TOVYAREVLOSRGH PTVEVEVLTESGAPGRALV PSOAS TGEHEAVELRDGD KSR YLGKOVTKAVENVEE T TAPEL T
BGEFSVLIQVS TDXOMMIALDOTFRRSKLAANALLOVS IAVARAMDLLGOPLYKYLAG FNGKOLPVPHMNI VNGGSHSDA
PLAPQRFRILPVOATTPRESLAWOTEI FIMLES I LIKHGLETAVODEGGPAPKFEGTEDAVET L ICA TEAAGYKPGEEVF
LGFOCAOSEFYENGVYDYS KPECEHCAKR TAAEQVDY LEQLVDEY P I 171 EDGNDENDWDGWRQLTER IGDRVOLVGDDL
PYTNTEILARGTENGIGNS ILIKVIGIGTLTETFDAT EMAQKAGY TAVVSHRSGETEOT T L ADTAVATHAGQI KTGSLAR
TDRIAKYNOLLRIRDELFET

AKYDGIKSFYNLDK

SEQ ID NO. 4 secuencia de polipéptdo
MP1ITDVYAREVLDSRGNPTVEVEVLTESGAFCRALVPSOAS TGENEAVELRDUDESRYLCKOVIKAVENVEERIAPEIV
EGEPSVLOQVA TDXMMIQLDGTHNKGKLGANAL LOVS IAVARAADLLOG PLYKYLGOVHG KL IV PHNN I VRGGSHB DA
PLAPQEFMILPVGAESFREGLRWGAE I PHNLKS I L9EROLETAVGDEGOFAPRFEGTEDAVET I I XATEKAGYKRGEDVY
LGFDCASSEFYENCYYD Y TRFEG ERGAKRY AAEOVDYLEELIGKYPIITI BDONDENDWEGWRQLT DR IGDKVOLVGDDL
FVTHTELLSNGIEQQ GRS I LI KVNQIOTLTETFDA IEMACKAGY TAVVSHREORTEDTT IADIAVATHAGQIXTGSLER
TDAIAKYNOLLRIEDELYETAKPEQIKEFYNLOY

SEQ ID NO: 5 secuencia de pohpéptdo

FEKKIVTATIATAGLAT TAFAGHDAQAAEQUICIG YHENDAQSY S YTYT1 DAQGNYHY TW TGN NP SGLTONNTY Y YHNYNT
YSYNNASYNEY YNNG YO YRNY THN SO TATHNY Y TGUB0AS Y STTOMNVHV T TTRAPS ENGRS I SNGYASGENLYTSG0CT
YYVFDRVGOXIGS THCHAS NWANAAAE SGY TVNNTPRVGA LNOTTQOY YCHVAYVEGVNENGS VRVEENNY CHOASVVTS
RTISANOROSYNFIH

SEQ ID NO 6 secuencia de polipéptido

MKKIATATIATAGPAT IATASONQAHASEQDNYGYNPNDPTSY BY TY TIDAQGN Y HY TWRIEWH PSOLNODNGY YEYYYY
NOYHNYNYHEGY S YHNY Gt YRNY SNNNGS YNYNIYNS YNTHS YRTGOLGAS Y S TR SNNVOVT TTHAPSSNGRS 16S0YT
SORNLYTSGACTY YVFDRVGOKIGBTHGHASSHANAMARAGY TVHET PKAGA INQTTOOAYTHVAYVESVISHGSVRVEE
MEYOYGPGYVTSATISASOAGYNPIH

SEQ ID NO. 7 secuenca de polipéptido

MXKIATATIATAGIATYAPAHHDAQAREQNHDGYNPNDPYSY SYTYT I DARGHYHY THEGNWS PORVETE YEYNNYNNYY
YYGY NN Y SNYNNYSHYNNYHNY QS NNTQSQRTTOFTGGLOASY S TS SNVHVTTTIAPE SNGVS LENARSABGHLYTSEA0
CTYYVFDRVGEKIOE TWOMANNWANAAAREGYTVNNE PARSAL LOTEOGAYTHVAY VEG VISEGS T AVS EMHYGHGAGYY

e
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Fig. 1.2

TSRTISASQAASYNYIH

SEQ ID NO* 8 secuenca de polipéptido
MEKLVPLLLALLLLYAACGTGURQSSDKSNGXLKVVTTNS ILYCMAKNVGGDEVDIRS IVPVID PHEY EVKP IO I RKLT
DADVILYNGLILETGNGWFERALEQAGKSLKDKKVIAVE KDVKP Y LNGEEGNKDRQDPHAWLS LONGI KYVKTIQUTFI
DNDKKHKADYEKOGNKY I AQLEKLNNDE EDKFRDI PREQRAN I TSEGAFKYFSKQYGI TPGYIME INTEKQFTPEQMROA
TEFVKKHNLKHLLVETSVDKKAMESLSERTKXD I FGEVYTDS IGKEGTREDI Y YKMMXBRIETVHGS MK

SEQ ID NO: 9 secuencia de polipéphdo

MEKILALAIAFLI I LAACGNESNHEHHSHEGKLKVVTTH 3 ILYDMVKRVGGNKVOVHS I VPVOQDPHEYEVKPRDIKALT
DADVVFYNGLNLETUNGWFEKALDOAGKS TRDKNVIARENNVER ] YLNGEEGNKNKQGDPHANLS LENGI KYVET IQKSLE
HHDREDKS TYEXOQGNAY 15 KLEELNKDS KNKFDD 1 PXNORAMMT SBGAF XY PAQQFDVKPGY IWEINTENQGTPGOMEGR
IXFVEDNHLKHLLYETS VDEKANQSLSEETKXDI YGEVFTDS IGXECTRUDSYYKMMXSH IDT L HOSMK

SEQ ID NC 10 secuencia de pollpéptido
MEKTIMASSLAVALGVTGYAAGTGHOAHAAEVNVDOAKL /D LANNHODOLNAAPT KDGAYD IHFVEDOFQYNFTONGTTW
SHITEARNGOTAGFSNVAGADYTTSYNQASDVOSVSYRAQSSRENVEAVSAPTYHNY S TS TTSSSVRLSNGNTAGATGSS
AAQIMAGRTGVSASTWAA] IARESNGQVRAYNDPSEASCL TQTMPGHG P THTVDQOINAAVKAY KAQGLGANGF

SEQ ID NO 11 saecuencia de polipéptido

MEKTVIASTLAVSLOIAGYGLEGHERHASETTHVDKANL FOLAGRITPEELNAKPVOAGAYD IRFVDROYQYNPTERGSEW
EWSYAVAGSDADYTESSSNORVSANTOSENTAVOAVIAPTSEESREYETETTSYSAPEHNY S8R 3B VRLENGNTAGS VG
SYARAQMAARTGYSASTWEHI [ AREENGOLHARNASGAARL POTMIGWO S TASVNDQ ENARY KAY KAQGLSAWGH

SEQ ID NO 12 sscuencia de polipéptido
MNYRDKIQKPS IRKYTVCTFSTY IATLVPLGFNTSQARAAETNOPASVVRKQOSNHEQTERRESQVONSORSQUSQ5LS
ATHENEQPNNSQANLVNQKVAQES TTNDEQPASVIT KKDSATAATTQPDRERS KHKQNESOSANKNONDNRAANVENE
EANVVTASDSSDNGNVONDRNELOAFFDAK THDYRF I DRENADS GTFRY VRO IFDK INTLLGSROPIHNXDLQLAYRELE
QAVALIRTMPOROGTSRRSNRLQTRSVESRAAEPRSVSDYQUANS S YYVENANDGSGY PVOTY INASSKIAPYNLPTTIW
NTLRASDSXRTALMTAKQTGDUY QY I KFNXGHAPHONM T EWPALPADQVPVGRTOFVTVESDUTHVOWSHOAGAGANKR
LOQMWEYGVNDPDRSHDPK IRNREGOVI YSWPTVRVYSLEDLERASDY FSEAGATPATKAPGRONFEY INGOKPARIPGY
PKVYTFIGQODASYTISFKTQUPTVNKLY YAAGGRALEYHOLPNY SOLYVES TODEQQRLNGLROVVNRTYRIGTTKRVE
STNLNIDDFVDDPLEYVETPSNKVLGPY PTNANTNAFRPGGVOELNEYQLESOLFTDOKLOEAARTRE
PIRLMICFDYPDOYGREETLVFVNLTVLPEIQHN I KP PKIDDTON IARKPPEKOAGHPVFY VYAGHQGNASVILOGS VTS
IQPLRINLTSNENPTDKDWOITGI PRTLHIENS THR THRARERN I ELVGNLLPGDY POTIRFGRXEQLFRIRVIPHTFTI
TTTAEQLROTALQKVPYNI SCIPLDPIALVYLVAPTROTTRCGEEADG] PSGY TILATGT PDGVHNTITIRPODYVVF TP
PVGRQIRAVVY YNKVVASNMENAVTI LPDDIPFT INNFVOINAKYYRGDEVRFTMOVEDRHEGI KNTTITTLPSGUTENL
TRIONKNGS LA I TORVSMNOAFNSD ITFXVSATDHVNNTINDSQS KHVSTRVGR I SEDARPIVLGNTREKVVVVHPTAVEN
DEKGSIITAPMNKNONIRGYLASTOPVTVOINGNVILHYRDGSSTTLOATNVMTYE PYVKSEYGTANAAKTATVTIAKGQ
SPNIGDIKQYFTLSNGOAL PNOTPTNITSDRT I PTAQEVEQIIAGTOLYH I VASHAYHKDTEDFY ISLRIVDVRQPEGDQ
RVYRTSTYDLTTDEISKVKQAFINANRDVITLAEGODISVINTPNGANVSTI TVN INKIRLTRSFASNLANMNPLRNVNTP
QDYTVIWINAKIANRPTDGGLSWSDDHKRSLIYRYDATLGTRI TTND I LTMLKATTTVRALREN I TGHEKRQARAGGRPNY
RTIGYSQSNATTDGOROPTLNGQVIGILDT INPSNGYEGOPVINSHTRANHINS TVVIVNEPAANGAGAF TIDHVVKSNS
THNASDAVYKAQLYLTPYGPKQYVEHLNQNTOGNTTUA TN Y FVPSDLVNPTISVGN Y TNHOVESGETFTWT I TANDNFGY
Q3VTVPNTSQI TOTVDNNHQHVSATAPNVTAATSKTINLLATDTSGRTATTS FRVTVEPLADKYRVGTESTAANPYRTAN
1SMRATVSQADQTT L IRSLT FTSHAPNRNYATASANR TTEKTVSHVS R TGNNANVIVIVTHQDGTTETVIVPVEHVIPEI
VARBHYTVOGODF PAGNGS SAADYFRLANOSAT PDAT ITHVSGOAPKKDNTRICED TTVTARILIDGETTPITKTATYEYV
VETVPEHVFETARGVL Y PGVS DMYDAKQOYVKPVNNSWS THAGHMN FQFVATYGPNKDVVG 1 6TRL IRVTYDNRQTEDLTI
LAKVKPDPPRIDANSVTYKAGLTNQE 1 KVANVLNNS SVKLFKADRTPLEVTN ITHOSOFSSVVTVEDALPNGG I RAXEE T
SHNNVTYTTQDEHGOVVTVTRNESVDSNDSASVIVIPOLOATTEGAVEF I KGGDGFD FGHVERF IQNP PHOATVAWHDEFD
WAMLPSWWWMWMSRDVMIWITEMITMHMW
PNNOQAGVOHLNVDVTY PAISAAKRVFVTVNVYQFEFPQT TY TTTVOOTLASGTOASG Y AHIQRASGLPTOGFTY IMNRD
TTGTHOANWAAMNKPNTAQVVNAKYDY LYNGHTFATS LPAKPVVKDVQPAKPTVTETAAGA T TIAPGANOTVNTHAGNVT
TYADKLVIKRNGNVVTTFTRENNTEPRVKEASADNVTG IVCTHNOI TVAAGTFNPADT IQVVATQGSOET ISDEQREDDF
TVVAPQPNOATTKINQNGH IDITPHNPSCHL INPTQAMD LAY TEKVGNGAERSKT INVVRGINNOWT IANKPDY VTLDAQ
TOEVIPNANTIKPNSSITI TPRAGTGHEVS SN PETLTAPARKTVNT TELY KDYGENVT AAEINHAVOVANKRTAT IKNGT
AMPTHLAGGSTTT I PVTVTYNDGSTEEVQES IFTKADKREL I TAKNALDDPVSTECKKPGTI TOYNNAMINACOGINTAK
TEAQQVINNERATPOQVSDALTRVRAAQTKI DORKALLQNKEDNBQLVTS KNNLQSSVNQVPS TAGNTOQS IDMYNAKKR
EAETEITAAQRVIDNGDATADOI §DEXKRVDNALTALNQAKHDLTADTHALEQAVOQLNRTGTTTOKKPAS I TAYNNBIR

\47
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Fig. 1.3

ALOSDLTEAKNSRNAI IQKPI RTVQEVOSALTNVNRVNERLTOAINCLVPLADNSALRTAXTKLDER INKSVTTOGMTOS
SIOAYENAKRAGQTETTHAQNY INNGDATDOQTAAEXT KVEEKYNSLROATAGLTPDLAPLOTAKTQLOND IDOPTETTG
mnswunmmmmosmwusummrmmmmmnmmbmmmﬂs IDTOTS
TTGNTQDE INAYNAKLTAARNKVQQINQVLAGS PTVDQT NTNTSARNQAKEDLDHARQALT PDKAPLONAKTQLEQSING
PTOTTGNTTASLNAYNQRLOARRORLTE INQVLNGNPTV IH INDKVAEANQANDOLNTARQCLTLDR QPALTTLHIASNL
NQAQUNNPTOQINAAQNHAALET I K5N I TALNTAMTKL KDSVADNNTIRSGONYTOATPANKOAY DHAVHAAKGVIGETT
NPTMDVNTVEQKAASVEKS TKDALDGOONLOQRAKTEATNATTHAS DLNOAQKMALTQQVNI AQNVQAVND I KOTTQSLNTA
MTGLERGVANHNQVVOSDNYVNADTHKNND YNNAYNHANDI THGNAQHPY I TPEDVNNALSNVTSKERALNGEAKLNAAK
QEANTALGHLNNLNNVORQNLOSQINGAHQ 1DAVNTIKOQHATHLNBAMGYH LROAVADKDOVKR TEDYADAD TAKQUAYNE
AVSSABTIINWMMSWMMT&WWGDNWSMDMPHWMEMIIIW
NTVKOOGTDLETAMGNLOGA INDEQTTLNEQNYQDATPS KKTAYTNAVQAAKD I LK SHOON KTEKDOVTEAMN QVHSARN
NLDGTRLLDGAXGTAKOOLNRNTHLT TAGKTHLTRQINS GTTVAGVHTVQSNANTLDQAMNTLROS TANNDATKASEDYV
DANNDKQTAYNNAVAAAETI INANSNPEMNPST ITOKAEQVNSSKTALNGDENLATAKQNAKTY! LNTLTSITDAQXNNLI
HQISSATRVUGWTWWMIWHQVBSEIMKNBMRITMIMMMV
EAALORVNTAKDALNGDAXL IAAQSAAKQHLGTLTHITTACRNULTRQIS

SEQ ID NO 13 secuencia de polipépado

MGNLOTA [NDESUTLASQNFLDADEQKRNAYNQATGAAE T I LNKOTGPHTAKTAVEQALINVN SAKHALRGTONLENAKD
AAITAINGASDLNONOKDALKAQANGAGRVSHANDVORNATELNTAMGOLOHATADKTNTLASS KYVWADS TKQNAYTTK
VINAEHI I SOTETVVTTP3EVTAARNQVNSAKQELNODERLRVAKQNANTATDALTOLNT PQRAKL KEQVGOANRLEDVQ
SVOTNGQSLANAMKGLRDS IANETTVEASONYTDAS PHNOS TYNBAVERAKGT INQTNNPTMDTSAI TOATTQVENARNG
LNGAECNLANAQRTAKONLNTLSHLTNNQXSA1830 DRAGHVSEVTAAKNAATBLNAQHGNLEQA I HDQNTVKQAVIFTD
ADKAXEDAYTMAVSRAET [ LAKTQUANTS KQDVEAAIONVTSAKNALRGDONVTHAKHAAKNALNNL TS INNAQKRDLTT
KIDOATTVACYEAVSN TG TG LNTAMANLANG INDKANTLASEN YHDARSDKKTAYTOAVTHASN I LNKNSGSNLDERAVE
NALSQVTHAKGALNGNHNLEQAKSNANTT INGLOHLTTAS KD KLKOGVOOAON VAGVDTVES SANTLNGANGTLRNS 10D
NTATKNGONY LDATCRRK THYERAVDSANGY INATEN PHMDARATNC I ATOVT S TKNALDGTHNLTOAKQTATHAT DGAT
HLNKAQKDALKAQVTSAGHVANVTS IQQTANELN TAMGOLONG TDDENATKOTOKYROAEQS KKTAYDQAVAARKATLNK
QTOSNSDRAAVDRALQOVTSTKDALNGDAKLARAXAARRGNLGTLIVET THAQRT ALBGOINQATTVDUVNTVETHANTLD
GAMNSLOQGA LNDXDATLRKONY LDADES KRNAYTQAVTAAEG I LNKQTGONT S KADVDNALNAVTRAXAALNGAENLRNA
ETEATNT INGLPNLTOLOXDNLKHOVEQAQNVVGVNGVRDKGNTLNTAMGALRTS I ONDNTTKTSQNYLDAS DSHEKRNYN
TAVNNANGVIHATNNPNMDARA I NDMANGVHTTEAALNGAGNLAOAKTHATNT INNAQDLIQROKDALKTOVIBIAQRYS D
ANNVQRTATELNGAMTALRAAT ADKERTXASGNY VRADQEXRQAYDSKVINAENT INGTPRATLTVHDVRSAAGQUIAAK
TALNGDNNLRVAKEHANNT IDGLAQLNNYQKAKLKEQVQIATTLDGVITVENSSOTLATAMKGLROS T ANEAT T KAGONY
TDASFENRNEYDSAVTAAKAT INQTSNPTMEPNT ] TOATSQVT TRKERALNGAQNLAQAKT TAXNMLNNL. TS INNAQKDAL
TRNIDGATTVAGVNOETAXATELNNAMNSLQNG I NDETOTROTORYLOAEPSKKSAYDOAVNARKALLTRASGEIVDKAR
VEQALONVNS TKTALRGDAKLNEAKAAAKYTLGTL TR HACRNALDNE T TOATNVEGVETVRARKAQQLDGAMGOLETS I
ROXDTTLOSONYQDADDAXRTAYSQAVEAAATI LNKTAGIN TP KADVERAMOAVTQANTALNG I QMLERAKOARNTALTN
AEDLNTROKEALKAOVTSAGRYSAANGVEHTATELNTAMTALKRATADKADTRASGNY VNADANKROAYDERVTAARHIV
SETPTPTLTPSDVINAATOVTNAKTOLNGNHNLEVAKQNANTA IDOLTS LNG POXAKLKEQVGOAT TLPNVQTVRDNAQT
LETAMKGLRDS IANEAT I KAGONY TDASQNKONDYNNAVTARKAL IGQTTSPSMIAQE INQAXDGVTAKOUALNGOENLR
TAQTNAKQHLNGLSDLTNAQKDAAKRQI EQATHVNEVTOAQUNADALNTAMTNL KNG COQNT I KQUVHFTOADEAKRRA
YTHAVTGAEQI LY FAQG PNTAXDAVETALONVORAKNELNGNOQNVANAKTTAKMALNNLTS INNAQKAALKEQ L EGATTV
AGVNOVS TMASELNTAMSNLORG INDEAATKAAQKYTEADRDKQTAYEDAVTAAKTLLDXTAGSNONKVAVEQALQRVET
AKTALNODARLNEAKNTAXOOLATMSELTNAQRANLTRQIRRGTIVAGVQG IQANAGTLNQAMNQLRQS IASKDATRS SE
DYODANADLQEAYNDAVTNAEGT ISATHNPEMNPDT INOKASQVREAKS ALNODEKLAAVKOTAKED IGRLTOLENAQRT
AANAEVDOAPNLAAVTARXNKATS LNTAMGNLKHALAEKDNT KRS VIV T DADGPKOQAYD TAVIQAEAT TRAROSRANET
QVGRALNOLMOAKNDLHGDNKVAQAKETAKRALAS YSHLYNAQS TAATSQIDNATTVADVTAAGNTANELNTAMGQLONG
INDGNTVROGVHFTDASOGKKDA Y THAVINAQG I LOKANGONNTEAGVYSARLNOVTTARNALNGDANVROAKSDAKANLG
TLTHLHNAQKGOLTEQI EGATTVNGVRS VT RKAQDLOGANGRL EGATARKD) TKASENY IDADPTKRTAFDHATTQAES Y
LK THKDROAVEQA IQSVT S TENALNODARLGCAKTEATGAT DNLTOLNT PQKTAL KQGVNARORVEGVTDLINEAT
9LNNAMDGLKGA I GDHDT [VAGGNY TNAS PDKOGAYTDAYNAAKN IVNGE PNV I THAADVTAATQRVANAET SLUGLTNL
ATAKOOAKDALRGMTALEDAQKQS ITOQIDSATOVIUVAS VIONATNLONAMNQLRNS IANKDEVRAS QP Y VDADTOXON
AYNTAVTSAENI INATSOPTLDPSAVTORANQVETHKTALNGAQNLANKRQETTAN INRLS HLNHAQRQDLETOVTHAPN
IETVNOVETKARQLDQAMERL INGIQDKDGVEQSVHITDADPEKQTAYNNAVTAREN I INGANGTHANGSQVEAALSTVT
TTROALNGDRKVTDAKNNANGTLI TLONLINAQKGAVTON INQAETVARYTOA IQTAQELNTAMGNLKNE LNDKDTTLG S
QNFPACADPEKKMAYNEAVRNAENTLNKS TG THVPKDGVEAAMNQVNTT RAALNGTQULEKAKGHANTAI DGLSHLTHAQK
EALXQLVGOSTTVAGAQGNEQKANNVDARMOKLRQS TADNATTEQNONY TDAS PHKKDAYRNAVITAQGI IDOTTNPELD
PTVINGAAGUVSTSKNALNGNENLEARKQOATOELGS LONLEHAQKQAVTRQINGARTVDEANQ T KONACNLNTAMGNLE
QRIADKDATKATVNFTDADQAKQOAYNTAVTRAENI ISKANGGNATOTEVEQALQQVEARKOALNGNANVOUAKDEATAL
INNSNDLNQAQKDALKOGVORATTVAGVNNYKQTAQELNNAMTOLRQG I ADKEQTKADGN T VIADSDROUAYNQAVAKAE
ALIBGTPOVVVTPSEITAALNKVTOARNDLNCHTHLATAKXQHVOHA YDOLPNLNQAQRDEY SKOI TOATLVENVNATIQQA
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Fig. 1.4

ATTLNDAMTOLKQGLANKAGQIKGS ENYHDADTDKQTAYONAVTKAERL LKQTTHP TMDRPMT IGOALTKVNDTNOALNGNG
KLADAKQDAKTTLGTLDHLNDAQKQALTTQVROAPD IATVRNVKONAQNLINAMTNLENALQDKTETLNS INFTDARQAK
KDDYTNAVEHAEGILSKANGENASQTEVEQAHQRVNEAKDALNANDNVORAXDAAKQV I THANDLNQAQEDALKQQVDAA
QTVANVNTIXOTAQDLNQAMTQLKQGL ADXDQTXARGNFVHADTDNGNAYNNAVAHARQT ISGTPRANVDPQOVAQALQQ
WMWWAIMLWONHWMLWAIWMMIMW
QSVDFTQADQDEOCOAYNNAANGAQQ IANGT PTPVLAPDTVTKAVT TMNQAKDALNGDE KLAQAXQDALANLDTLRDLNQP
QRDALRNQINQAOALATVEQTRQNAQNVNTAMGRLKQQIAN KUTVKASENYHDADVDKQTAYTHAVBQARGI IRQTTEFT
WMIMWBMWTEMVBMWWFBIRWATW
LSQA INDKDQILADGNYLNADPDRONAYKQAVAKREALLNKQSGTNEVQAQVES ITHEVHAAKCALNGNDNLANAKCGOAK
QOLANLTHLNDAQKQSFESQITQAPLVIDVTTI ROKAQTLUHAMELLRNG VADNQTTLASEDYHDATAQRQNDYNIAVTA
mrrmnmmmmmamnmmmmmmmsmmsmum
QTABSMTAHGNLINAIADHQLVEQRGHFIWAMWMIRWMIW
DHNLQVAXTNATQAIDVLTS LEOPOKTALKDOVTAATLVTAVEQIEONANTLNQAMHULRQSIQDNAATKANSKY INEDQ
PEQQNYDQAVQARNNI INEQTATLDNMA INGQVARTVNT TRAALHGDVXLOND KDHAKQTVESQLAHLNNAQKHMEDTLIDS
ETTRTAVKQDLTEVOALDQLMDALQQSIADKDATRABIAYVNAEPNKKQAYDEAVOHRES [IAGLNNPTINRGNVESATQ
AVISSKNALDGVERLAQDKYTAGNSLNELDQLTPRAOOQALENQINNATTCDKVAEL IAQAQALNBAMKALKESIKDQPQT
EASSKFINEDQAQXDAYTQAVOHAKDLINKTTDPTLAKAL ~DOATQAVTDAKNNLHGDQKLAQDKQRATETLENLSNLNT
mmlmmawmmmmwsmmscsn:mmmrmvm.mumn
TLDKAQVEQL THAFRKQANDNLHGDQKLADD XQHAVTDLNOLNGLNNPQROALESQINNAATRGEVAQELAEAKALDQAMO
ALRNSIQDOQUTEAGSRFINEDKEGKDAYQARVONAKDLINQTON! PTLDKEQVEQLTQAVITAKDNLHGDOKLARDQQOA
VTTVNALPNLNHAQQQTLTDAINAA P TRTEVAQHVQTATELDHAMETLKNKVDQVNTDKAQPNY TEAS TDKKEAVDOALD
AARQY ITDPTNGERANKDAVEQAL TKLOEKVNELNGNERVAEAKTOARQT TDQLTHLNADQTATARKGN IDQATKLQPIAEL
VDOATQLNQEMDOLOOAVNERANVEQTIDYTQADSDKOKAYKOA T ADAENVLKQNANKQQVDQALQN. TLMAKQALHODER
VALAXTNGKHD IDQLNALNNAGQDGFXGRIDQSRDLNQIQOI VDEAKALNRAMDOLSQE I TGNEGRTRGETNY VHADTQV
ROVYDEAVDKAKQALDKSSGQNLTAEQVI KLNDAVTAAKKALNGEERLYNN RNABALQRLDOLTHLNNAQRQLATIQQINNA
ETLNKASRAINRATKLDNAMGAVQQY IDEQHLGVISS THY JNADDNLKANYDNA T ANAAHRLDKVQGNA LARAREAEQLEQ
NIIDAQNALNGDONLANAKDKANAFVNBLNGLNQUQQDLAEKATNNADTVSDVTDI VNNQIDLNDAMETLKHLVDNEIFN
ABQTVNYORADDNAKTNFDDAKRLANTLLNSDNTHVNDINGAIQAVNDATHNLNGDORLODAKDKAIQE INQALANKLKE
1EASNATDODKLIAKNKAEELANSI INNTNXATSNQAVESQUOTAGNHAIEQVHANE I PRAKIDANKDVDKOQVQALIDEID
RNPNLTDREKQALKDRINQILQQUANDINNALTKEE I EQAFAQLAQALODI KDL VKAKEDANQDVDKQVQALIDE IDQNP
NLTDXEKQALKDR INQTLOCGHNG INNANTKEE 1 EQAKAQLAQALNE L KDLVKAKENAKQDVDKOVQALIDETDQEPNLT
mmmmn:mImmzmmzlmmmmnrmnmnmzmmmrmmmo
KAKALKE IDEAEKRALONVENAQTIDOLNRGLNLGLDDIRMTHVNEVDEQPAVNEI FEATPEQILVNOELIVHRDDIITE
QDII.-MIINLIDQLSAEVIDTPSTATISDSLTNWEV'I‘LLDCSICVIWVPVK\NBWW’KQQAIE!IMKID!IN
NEVTLTLEQKRAAIAEVNKLKQOAIDHVNNAPUVHSVEEICQUBOAY IEQFNPEQP TIEQAKGNAIKS T EDATQHMIDET
KARTDLTDRENQEAIAKLNCOLKEQATQAT QRAQSISBITECLEQFPKACGMKAANPTAKELAKRKOEAISRIKDFONEKING
IFNEEIGTADEKQAAMNGINEIVLETIRD INNAHTLOQVEAALNNGIARISAVQIVISDRAKQSSOTGNESNSALTIGYG
TANHPFNSSTIGHKKXLDEDDDID PLHNRRFSNNFGNVIKNAIGYVGISOLLAS FWFFIAKRRRKEDEREELEIRUNNXD
8IKETLDDTXHLPLLFAKRRRKEDEEDVTVEEKDSLNNGESLDKVEKHTPPFLPXRRRKEDEEDVEVINENTDEKVLEDKE
HSPLLFAXRRKDKEEDVETTTS I ESKDEDVPLLLAKKKNQXINQS KDKREAS KN'TS KKVARKKKKKKS KENKK

SEQID NO 14 secuencia de polipéptdo
MRNRDXLOXPSIRKYAIGTF STVIATLVFMG INTHHASADELNQNOKLI KQLNQTDDDOSNTHEQE I EXNEGHS SGQTES
LBSSTAEQUOANARLSDQF KD TNETSQOLPTNVSDDS INQSHS EANMNNEPLXVDN S TMOAHE KT VB DEDANAS ENKHHKL
TENVLAESRASKNDKEKENLQEXDKSQGVEPPLDEKNALQA FFDAS YHNYRM IDRDRADATEYQRVESTFDYVNDLLANNQ
NIPSEQLVEAYOQLEKALELARTLPOOSTTEXRGRRS TREVVENRESREDYLDARTEYYVIXDDDDEGFPPGTFFHASNR
RWPYNLPRSRNILRASDVQGHAY I TTKRLKDGYCOHDI LFHENHKGREYMY YWFGLPSDQTPTORVTFTI INRDGSSTETG
GVCFGEGAPLIQFNREAGAINSEVANDPKHGSATH YAFYDAVNNFSDPARGOEL Y FRREGATOTNKY YGDENFALLNSER
PDQIRGLDTIYGFROSGDVSYRISFRTQGAPTARLY YAMOARBGEYKOATHYNQLY VEP YXNYRNRVOSNVQVFNRTLHL
FRTIROFDPTLORTTDVPILDSDGSASIDEVYDPLSYVNVTGTVLAIY PSYLPYNQERNQUANAMNAYQIEBLFSQERL
OMAARSCRPIQFLVGFDVEDSHINPETLLPVNLYVKPELKHTIELYHDNERQDREKEFEVEK

SEQ ID NO 15 secuanaa de pohpéphde

NSGTLHNTVGS0ILPYQQRIRIKLTGNEPIKDSEWS I TOYPNTLTLONAVOR THNATEKNLALVGH I DPANY FITVIFID
KVEQFEIRSKPTPPRIITTANELRGNPNHKPEIRVTDIPND TTAXKIKLVMGGTDGDRDREINPYTVPENY TVVAEAYHDN
DPSKNGVLTFRSSDYLKDLPLSGELKAIVYYNQYVOSNFEKSVPFSSDTTPPTINEPAGLVHKYYRGDKVEI TLFVIDNT
GGIGLRDVNVNLPQGWTKTFT INPHNNTEGTLKLIGN I PSNEAYNTTYHPN I TATDNSGNTTHPAKTF I LNVGKLADDLY
PVOLSREDQLOLVTDPESLONSEREEVKRKI SEANANIRSYLLONNPI LAGVNGDVTFYYRDGAVDVIDAERVITYE PERK
EIFPSENONTNXKEAVITIARGONYTIGPNLRKYFSLSNGSDLPNROFTEISAIGOLPISSEISRLNVINYNYRVNAKRAY
HETOOELNLKLKIVEVNAPTGNNRVYRVETYULTHDEINKI <QAF KARNEGLYLNDNDI TVSHNFDHRNVESVTVTIREG

A
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Fig. 1.5

DLIKEFSSNLNNMNFLRAVNIRDDYTISWTSSKIQURNTDGGLEWSPDHKBLI YKYDATLGRQINTNDVLTLLOATAKES
NLRSN INSNEKQLAERGENGYSKSI IRDDGEKAYLLNSIPIQVLDLVEFDHGYGGRQVERSHVI YNEFRNGSIVNGQVPER
RGhSAFNIDKVVKANAANNQIMGVIYKAQLYLAPY SPKGY IEKLGQNLSNTNNVINVYFVPSDEVNPS I TV YDHETVY
SGETFXNTINVNDNYOLNTVASTSDSAI TMTRNNNELVGOAPNVTNG INKIVKVRATDREGNERIVSFTVNIKPLEEKYR
ITTEA5NQTPVRI SNIQNNANLE IEDQNRVRSSLSMTI . LGTRNYVNESNNDVREQVVE KVNREGNNATVNVTITFSDGT
TNTITVPVEKHVLLEVVPTTRTTVRGOOFPTGKGT S FNDFPSLRTGOPVDARIVWVENQGPFDINSNQIGRDLTLAAET FFD
GETTPIRKDTTYKLSQS T PXOIYETTINGRFHESGDAY PFGNFVQAVNQ YWPEHMDFRWAQGSGTPISRNAGSFTKTVIVV
YQNGOTENVNVLPKVKPNKPVIDSNSVISKGOLNGQOTLVRNVPQNAQVT! LYQSNGTVIPNTRTTIDSNOIATVTIQGTL
PTGNITAKTSMTENVTYTEQNSSOIASNTTEDISVPSENSDQVNVTAGMOAKNDGIKI INGTN YNFRDFESFIBN IPAKS
TLTWNEEPNSWENN IGTTTKTVIVILPFHOGTRTVDIP { TIYPTVTAKNPVRDQKGRNLTNGTDOVYNY I IFENNNRLGOT
ASNKDNRQPDXN IAGVONL I ALVNYPGISTPLEVPVKVIIVYNFDFTQPI YKIQVQDTF PROTRAGYY KHLENGEGLPIDA
WEKFYWHQQSTGTTSDORQALAYTRT PFVKTOTYDVVHPHNWGVROTEQIAKF KVTHAKPN QPTITQEKTUDVTVIPAAVR
NILISGTNDYIQASADKIVINKNGNXLTTFVKNNDGRNTVETGS PDINGIGPTHNGTAISLIRLAVRPODIIEAIATEGE
GETISTSATSEIYIVKAPQPEQVATHTYDNGTFDILPDNSRNSLNPTERVEINY TEKLNGNETOKSFTI TKNNNGEWTIN
NKENYVEFNQDNGKVVFEANTIKINEQITITPKAGOGN TENTNPTYIQAPAQHTLT INEIVKEQGONVTNDDINNAVQVE
NINRVATKQGHNALFTNLAGGBTSHIPVV 1YYSDGSEEEATETVRTKVNKTELINARRRLDERIGKENRY PSS TRNFDOAM
NRAQSQINTAKEDADCV 1GTEFATEOOVNESALEXVORAGNKINEAKALLONKADN SQLVEAKEQL-QQSIQPAASTDONTQ
DSTRENYNNKRQAAREQATOHANSVINNUDATHQQINDARHTVEQAJRL Y VEAKSHLRADKEQLOSAYD TLNRDVLTNDRKP
ASVRRYNEAISNIRKELDTAKADASS TLRNTNPSVEQVRDALNKINTVQPKVNOATALLO PKENNSELVOAKKRLCDAVE
DIPGTOGMTOOTINNYNDXQREAERALTSAQRVIDNGDATTUEITESEKS KVEQAMOALTNAKSNLRARKNELQTAYNKLI
ENVSTHNOKKPASIRQYETAKARTQNQINDAKNEAERY LGNDNPQVSQVTQALNKI KAIQPKLTRAINKLONKENNTELVN
AXNRLENAVNDTDPTHOMTOET IRNYNAKXREAQWEIQKANMI L WNGDATAQDI 8 SEXBKVEQVLOALONAKNDLRADKR
ELQTAYNKLIORVNTNGEXPSS TQNYKS ARBNTENQYN TAKNEAHNVLENTNPTVNAVEDALRKINAIQPEVT KRINILO
DXEDNBELVRAKEKLDOAINSOPSENGMTOES INNYTTKRREAQNTASSADT I INRGDAS IEQI TENKIRVEEATNALNE
AKQHLTADTTSLKTEVRELSRRGDTHNEKPSSVEAYNNT IHSLOQSEITQTENRANTI INKPIRSVEEVNNALHEVNQLEQ
RLTDTINLLOPLANKESLXEARNRLESKINETVOTDGMTQQSVENYKQAK IKAQNESS IAQTL INNIDASDQEVETEIEK
LEQKLSELTNS INHL TVNKEPLETARNQLOANIDOKPS TDGMTOQS VO S YERKLQBARDKINS INNVLANNFPD VAT RTH
KVETEQINNELTQARQGLTVDEQPLINAKTALOQSLONDPS TTGMTEAT ION YNAKRQUAEQVIONANKT IENAQPEVOQ
VSDEKEKVEQALSELNNAKSALRADKOELQQAYNOLIQPTDLNNKKPAS T TAYNQRYQQFSNELNSTKTRTDR I LXEQRP
SVADVNNALNKVREVOOKLNEARALLQNKEDNSALVRAKEQLOOAVDQVPS TEGMTOQTKDDYNS KQQAAQOR LEKRQOV
1DNGDATTOQI SNAKTNVERALEALYNAKTGLRADKEE LONAYNOLTON IDTSAKTPAS IRKYNEAKSRIQTOI DGAKNE
ANSILTNDNPQVESQVTAALNKIL KAVQPELDXATAMLINKENNNALVQAKQOLGQIVNEVDPTQAGMTTDTANNYKEKXREAR
EDEIQKAQQI INNGDATEQQI TNETHRVNQATHAINKAKNDLRADKSQLENAYNQLIQNVDTRGKKPAS IQOYQAARQAT
mmmmmSHWWMMMIHIWWBALMQWMMDSI
MMQSAIMVINNWATWIBMWLTMML@M@WMI
NAYNKAIQSLETQLTEAKDNANAVIQKD IRTVOEVHNALQOVNQLNOQLTEAINQLOPLSNNDALKAARLN LENKINGTY
Q‘I"DOH'I'QQSIRYMVWSMMIWMIWWWLWIWLTWPLMW I
DOVESTDGHTOOS VANYNOKLOTARNBINTINNVLANNPDVNATKTNKARAER SNDLTOAKNNLOVDTQPLEKIKRQLQ
DEIDCGTNTDGMTODSVDNYNDSLSAAI IEKGKVNKLLKRHPTVEQVARSVANAQQV I CDLONARTELVFDXTQLOEARN
RLENSINQOTDTDAMTQDS LNNYNDKLAKARQNLEKI SKVLGGQPTVAE IRQNTDEANAHKQRLDTARBQLTLEREFYIN
HINNESHLNNAQKDRPKAQVNSAPNHNTLETIKNKADTLNQIMTALS ES TADYENQOKQOENYLDASNNKRQDYDMAVHIAR
XGILNQTOSFTMOADVIDQKAEDVKRTKTALDGNQRLEVAKOOALNHLNTLNDLNDAQROTLTDTINHEFH INSVNQAKE
XANTVNTAMTQLXQTIANYDDELHDGNY INADKDKKDA TNNAVNRAKOLINQEDANQAQLDPAE INKVTORVNTTKRDLN
GNDKLAEAKRDANTTIDGLTYLNEAQRNKAKENVGKASTKTNITSQLODYNOLNIAMOALRNBVNDVHNVKANSNY INED
uurmmmvm.\mmmsnrmmmcmnmmmmn.msmxmmmmnmv
NSKQTRTEVQEQLNQAKSLDSSMGTLKILVAKQPTVQRTSVY INEDQPEQSRYNDSITMAQTI INKTADPVLDXTLVDNA
I1SN1STKENALHGEQKLTTAKTEAINALNTLADLNTPQKEATKTA INTAHTRTDVTAEQSKANQINSAMHTLRQNT SDNE
SYTHESHY INAEPEKOHAFTEALNNAKE IVNEQQATLDANS INQKAQAI LTTKNALDGEEQLRRAKENADQEINTLNQLT
DAQRNSEXGLVNESATRTEVASQLAKAKELNKVMEQLNHL INGXHQRINSS KPINEDANQOOAYSNAIASABALENKESQN
PELDKVTIEQATNN INSAINNLNGEAKLTRAKEDAVAS [NNLIGLTNEQKTKENQAVEGAQTRDQVANKLRDAEALDOSM
QMLWWAIHSHWWWMDHRIDWMINQHPIWKBTINTISIIMWM
WIMWMPWGBELWWMWMWWM!WW
QEAENI INEIGNFTLRKBEIEQXEQCLTDAQNALOGSHLLERAKNNAITG INKLTALNDAQRQKAIENVOAQQTIPAVEQ
QLTLDREIRTAMOALRDKVAQORNVAQQSHYFNEDEQP.MHN YDNSVOAGOT I IDKLODPIMY! KNEIEQATNQINTTQTAL
SGENXLHTDOESTNROI EGLSSLNTAQINAEKDLVEQAXTRTDVAGKLAARKE INSANSNLRDGIQNEEDI KRESAY INA
DPTXVTAYDOALQNAENT INATFNVELNKATIEQALSRVGQAGODLDGVQQLANAKQOATQTVHGLNS LNDGQIRELALL
INSANTRTKVQEELNKATELNHAMEALENSVONVDOVEQSSNYVNEDQPEQHR YDNAVEEAQAT I HNNAQPVLDEKLATER
LTOTVNTTKDALHGAQKLTODOQAAETG IRGLTS LNE PQKNAEVAKVTAATTRDEVRNIRQEATY LOTAMLGLRKS IKDX
NDTKNSSKYINEDHDQQORYDNAVNNAQQV IDETQATLS DT INQLANAVTQARINLHGDTKLOHDXDE ARQT TAQLONT
HEAQKHMEDBL IDNESTRTQVQHDLTEAQALDGLMOALKES I KDY TRIVANGNY INAEP SKKOAYDAAVONAONI INGTN
orrmmmwrowmmmmssnmmmzumummmmwmm!ovmmma
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Fig. 1.6

mmmmsmn:mmmmmnmmmmmmm
TSSTELDGL TDLTOAQREKLREQINTSNSROD IRGKI EQAYALNDAMKELERQVAQKDGVEANGDY THEDEAOKDAYNRA
mumsnmmunnum:mmmmmmmmmmnumnm
EFLXEAEALDERMKGIEDQVEQDDOTSNSS PP INEDSDKOETYNDKI QAAKE] INQTENPTLDKQRIADTLANI EDAVEN
mmmmmummnrmmmm&nmmmmwmm:mmm
ADRDKKONYDEAT KEAEDL I HEHPUTLDKKALQDLLNKT DQAHNELNGCESR FEQALDNALND IO LRO LA VPQROTVIRE
YHHVTTLEILAQELQRAXELEDAMEAMRDS IMIQEQ IR KN ANY THEDLAQONAYNHAVDKINNY IGEIHATMDPQIIKOA
mmuwmmmmm:mnmmmmmmmummmm
LVRQNSNYINEDVSEKEAYEQARIAKGQEI INSENPTISSTDINRTIQEINDAEQNLEGDEXLRQAQETAKNEIQNLDGL
NEAQITKLIQDIORTTTKPAVTORLEEARAINQAMOQLKGE TADXDATLNS GNY LNEDSERKLAYDNAVEQARQLINQLN
DPTMDISHICATTOKVIQAKDS LHGANKLAGNQADSHLY IS THLADRQKQALNDL INHAQT XQQVAEL IANQANKLINE
MOTLXTLVEEQSNVHEQQSKY INEDPQVONTYNDE IQKGRE.LNGTTDDVLNNNKIADA TONTHLTERDLHGDORLAEAQQ
DATNELNYLTNLENSQRGIEHDEINBAPSRTEVENDLEHAKALNEAMROLENEVALENSVIRLEDF INEDEAMGEEYBHA
Wzlmwamnwzwmmmmmmmmm

EXTAGARY
mvmmmmmmmnmmmmmﬂsnmmmm
DATKQTSNYI mammmmwmmmmrmmmvomlnzm
LNQAQKEQLNGEIQYTQTRBEVHOVINKAQALNDSMNTLROS ITDEREVEQTSNY INETVORQTAYNNAVDRVEQI IRQT
SNPTMNPLEVERATENVKISEXDALHGERELNDNFNSKTFAVRHLDNLEQAQKEALTHE TEQAT IVEQVNNIYNEANALNE
DML KD I VAGGDNVROSHNY INEDS TRQUMYNDT INHAQ 3 1 IDQVANPTMORDEIENAINNTKRATRALDGEHELCQRK
ENANLLINSLNDLNAPQROATNRLVNEAQTREKVAEQLQFAQALNDAMKNLENG IQNOBSSVRQEEKY IRASDAKKEQYNH
AVREVENT INEQMPTL.DXETIFQLTDGVNQARNDLNGVEL LDADXQMANQS I PTLMHIMQAQONALNER TENAVTRTEVA
AIIGOAKLLDHAMENLEES I KDKEQVKQSENY THEDSDVQ ZTYDNAVDRVTEILNQTVNPTLI IEDTENAINEVNOAKKD
LRGRQKLYQTIDLADEKELSKLDDLTS00SS5ISNQT YTAKTRTEVAQAI RKAKSLNHAMEALNKVYKHADKVLLGERFIN
EDQPEKKAYQQAINHVDS I IHRQTNPEMDPTVINSITHEL S TAQNNLAGDOKLARAQODARSVINGL THLNVAQREVMIN
TNTEATTREKVAKNLONAQALDKAMETLOQVVARENN I LN IS KYLNEDEKYQOQYDRY LADABQLLEOTTNPTLEFYRVD
IWKILWWMBIM@IMIMWMWM@W
VITDTTLPNYTEAGEDKKEEVDOTVSHAQAI IDKINGENVILDOVAQALEQLTQAS ENLDGDORVEEARVHANUTIDOLT
HLNSLGOQTAKBSVKNATKLEETATVENNAQALYKVMAKLEGF INHADSVEN SDNYRQADDDKY TAYDRALBHGQDIQKT
HWMHRNWMMHIBHKIMWMWIN
ELANATVHNYAFTKAS THY TRADNLRKDNFTQATNEARDALNKTOOONLD FHATDTFKODI FRTRUALNG I ERLTAARE K
h!KIaIDSLUIWMIIWSIMFDWWMIRMW@W
Lsumvmsmnsm:wnmmxmhnmmu!zummmsmum
NTLSXASDLDNAMKDLRDTIESNG TIVPNSVRY IMADENLOIEFDRALOOABATS SKTSENPATI EEVIALSQAIYDTKH
ALNOEQRLATERSKDLKL I KGLKDLYKAQLEDVTNEVHOANTLTELSQLTQE TLELEDKMXLLEDKLRTLVNFVEASLEY
ENADYNLKRQFNKALREAKGVLNKNIQTNVN IND IQELLTQIDNARDQLNGERRLEEHQOKAEVE T IXELDILNHAQKAA
IMIWDIHMMWW&MLHWIMWAW
NI IIMIWIWIMWBIMMMMWM
LVEQAKDEGQSAT EHTHADEL PRAKLDANQM IDORVED IRHLI SONPNLSNEEENKLISQINKLVNGIKNEIGOATNIQQ
TENATTRLDEVIETTERLITAKARARONIKELSQKFRDAINNNTOLTPSQEAHALAD IDKTERDALORIENSREIDDINN
NKERAFNTLAKRIIIWDTDQOPLVFELPELSLONALYTS EVVVHRDETISLES I IGAMTLTDELKVR IVALPNTDRVADHL
TAKVEKVILADGSYVTVNVPVEVVEKELQ I AKKDAT KT DVLVXOKT KDIDSNNELTSTOREDARAE IERLKKDAIDEVER
SXSIXDIETVERTDFEE]1DQFDPERFTLNRAKIDY TTDVETQIONOF KETET IROLT SHEKTQPFDKOLTALOREFLERVE
HARNLVELNQLQUEFNRYRHI LNQANLLGEKEI ABRKLAYVVVNETCQI LNNQSASY PIKOWALDR I XQIQLETHNE IR
GANTVQDVHKALLQGIEQILKVNVEI INQSFHDS LENFNYLHSKFDARLAEKDVARHIVOTETFEEVLEGTUVEPGKINK
mrmsmmmmmmmnmlmmmnmzms:m:mmnnuvm
KIDKEEQIQMDDEHSIPVAKHEKS KEKQLSERDIHYIFVYXAKGNSDWRDTRQKKVTE EXKKTPQSTREVVETXKRE KR

SEQ ID NO: 16 secuencia de polipéptido

mmmnsnmsmmm:ucsmwmmrmmmnm
WWMSMIWIBMWWIWWWEIMW
VESTP ITIQGKEHFEGYUSVDIOKIPTOLGVEEVT LFNVINESEG L YOALQLINKIDF B EDFRFKVRVANNHOGRT TGAD
GHOFLFEXGHAEEYLTRGOILGDRGLVESGGFKIDTGY IY TS SMDETERGAGQUVRGYUAF VENDI SGN SOMVEENIDKS
mmmﬂDGMWILWMNMYMMIEMWMIT‘WWEA
mmnmsnrnmnxnmm:upmmmmmmmmzmmnmnsm
zsmzmrmsnnmmmmnzmmsmwmxmmmmmnms
1mmpnmmmmzmnmmuﬁanamsmzmrtnnmumzmsmr
KLPTOEXEEVPGRPGTKNPETODVVRPFYDSVTKYGPVIGDS IVEREE] PPRKERKFNPDLAPOTERVTREGQRGEKTIT

7/0\

LY
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Fig. 1.7

TPTLKNPLTOEIISKGESKEEI TRDFINRLTEYGPETITPGHRDEFDPXLP TUERERVPAXPQG I ENFETGDVVREFVDEY
TKYGPVEKGDAIVEXER] PFEKERKFNFOLAPGTERVTREIQKGEKT I TTPTLENFLTGE] I XUESKEEI TEDFVEELTE
FOURKIPFOGHRD IFDPNLYTDQTEXVRPGKPG I KN PDTGRVIEEPVDDVIKHGRPNTGTPETKTVEI PFETKREFNPELQPG
BERVKQEGQPOSKTITTP I TVNPLTGREVGEGQPTEEI THOPVDKIVEFGGEKPKDPKUPEN PEKPSRPTHP SGPVNPRH
POLSRDRAKPNGFVHEMDKNDKVEKIRIAKE SVANQERKRAELPKTOLES TQNGLI FES I TOIAGLMLLARREKN

SEQ ID NO 17 secuencia de polipéptido
MGXRRQGPINKKVDFLPNXLNKYSIRKFTVGTAS I LLGYTLI FGSSSHRAKAAREROVD PT TQANORDASERSLENTEOP
TVNNEAPQUSSTLOAEEGERARAPNVPT IKAREDNDTOTOF S EAPTRNDLARNED I PAVSXFRELOSSQPNTDIKIERTT
SEPVNLNYSSPPMSLLEMPADSEENNTRNTID] PPTTVKORDNYDFYGRVDIQSNPTDLMATRLTRYNYGOPPGTTTADA
VOFKNQVBFDXKDFUFNI RVANNRQENTTGADGHG PHF S KFDADDFL NGO ILRERGTPSAAGFR IDTGYYHNDPLDETOX
QAGOOYRGYGTFVKNDEQONT S KVOSUTPS TOFLNY ADNT THDLDGK PHGOKLNN VN LK YRASNQTF TATYAGKTNTATL
SELALSPTDSYNFLVTESQYGNGNSGTYADGVMRADLDGATLTYTRPKAVDGDP ITETKE I PFNERKREFDPNLAPGTEXVY
QXGEPGIETTTTPTYVNFRIGEXVGEGTPTTXI TKQPVDE IVHYGGER I KPGHKDEFNPNAPKGSQTTOPGKPGVENPDT
GEVVTPPVDDVTRYGPVDADPITSTEEI PFDKKREFNPDL KPGEERVRKOKGEPGTKTITTPTTKNPLTGEKVGEGEDTEK
TTROPVDRITEYGGEEIKPGHKDEFOPNAPKGEQEDYPGKPGVKNPDTOEVVTPPVDDVTRKYOPVDGDPITSTRERIPFDK
KREFDPELAPGTEXVVOKGE POTKT I TTPTTKNPLTGEKVGEGEPTEKI TKQPVDE IVEYGGEE I KPGRKDEFDFNAPKD
BOEDVPGKPGVINPYNEVVTR PVDDVTKYGPVDGDP I TS TEE I PFDKKRE FNPDLKPGERRVNQEAEPGTRTITTPTTE
NPLTGEKVGEGEPTEKVTKOPVDEIVAYGGEEI XPGHKDEFD PNA P KA SQEDVRG KPGVANPITGEVVTPPVDDVTKYGR
VDGDPITETEEI PFDKKREPDPNLAPGTERVVOEKGEPGTRT I TTPTTENPLTOEKVIROEPTEKI TKQPVDEIVHYGSEE
IKPAHKDEFDPNAPKGSQTTQPGKPGVKNFDTGAVY TP PVDDVTKYGPVDGDPITS TEE IPFOKKREFDPNLAPGTEKVV
QRIEPGTKTITYPTIKNPLTGEKVGECEPTEKI TXQFVDEIVHYGGEQI POGHKDEFDPNAPVDSKTEVIGNPGVENPDT
GEVVTPPVDDVTKYGPXV@IPI TS TERI PFOKRRVPEPDLKPGEERVKQROEPGTKTITTPILYNP I'TUEXVOEGESTEK
VTKQPVDEIVEYCPTRAEPOKPAEPOKPAEPGKPARPGRKPAEPGTPARPGRPAEPGKPAEPUXPAEPGEPAEFGKPAERO
TPAEPOKPAEPGKPREPGKPAEPUTPAEPG KPAEPGTPARPGRPAEPGTPTOSGAPEQ PNREMEA TORENQLODTGENRG
ANEGTLVAELLAIVGSLPIFGRRKKGNEK

SEQ ID NO. 18 secuencia de polipéptdo
MKKLYTSYGTYGFLHOIKINNPTHOLFQFSASDTSVIFEETDGETVLES PS 1 YEV IKEIGEFSEHHFYCATPIPSTEDEA
YQLEKKLISVDDNFRNPGGFKEYRLLRPAKGTTYKI YFGPADRHAYEDF KOS DAFNDHF EKDALSHY FGSSGQESSYFER
YLYPIKE

SEQ ID NO 18 secuencia de polipéphdo
MYLYTSYGTYQFLNQIKLNHQERSLPQPSTNDSS I ILEES 5GK5ILKHPBAYQV I DSTORFNEHRFYSATFVFTSEDHRQ
QLEKKLLLVDVPLRNFAOF K8 YRLLKPTEGS TY K1 YFGFANRTAYEDFKASD I FNENFSKDALSQYFOASOQHE B YPERY
LYPIEDK

SEQ ID NO- 20 secuencia de polipépbdo

MINRDNXKAITKKGMISNRLNKFS IRKYTVGTAS ILVOTTLIPGLONQBAKAAERNTS TENAKODDATYSDNREVVSETEN
HSTTENDSTNPIKKETNTDSQPERKERS TTSSTOOOQMNVTATTETKPON I EXERNVKPS TDKTATEDTEVILEERKAPNY
TENDVTTEPITSR IOTKPTT PQES THIENSQRQPTPEKVINGVTOATNPKEPVNVE XERL KNNPRXLKELVRNDNETDRE
TEPVATAFTSVAPKRLHAKNRPAVAQPAAVASNNVHDL ITVTKOT I KVGDARONVAAAKDGRD LEYDTEF TIDNEVKRGD
TMTINYDKHVIPSDLTDKNDPIDI TDFEGEVIAKGTFDEATNOI TY TR TDYVDKYEDIRARLTLYSY IDKOAVENETSLN
LTFATAGXETSONVE VDY QD PMVHGD SN 108 I FTRLDENKRTIEQQI YVNPLKXTATNTKVDIAGSQVDDYGNT KNGS
TIIDONTEIKVYRVNPNQQLPQSNRIYDPEQYEDVT SQFDNKKSFANNVATLDPFGD INSAY I KVVSKYTPTSDGELDIA
QOTENRTTDKYGYYNYAGYSNFIVTSNDTGGADGTVIPERILYKIGDY VWEDVD KDGVOQGTDS KEKFHANVLVILTYFDG
TTHSVRTDARGHYEFGGLKDGETYTVKFETPAGYL PTKVRGTTDGEKDINGSS I TVKI FOKDDHS LD TOF YEEPEYNLGD
YVHEDTNKDG IQDANEPG I XDVRVTLXDS TGKV IO T T I TOASGKY KF TOLONGRY TVEFETPRAOY TRTVIITTARDKDE R
OLTTTUVIKDADNMTLLSGFY KT PKYSLGD YV Y DENKDGEQD S TEXG I KDVKVTLLNE KGRV IO T TR TDENGKYRFDNT,
DEGKYKVIFEKPAGLTQTVTNTTEDDKDADGGEVDVT I TDHDDFILDNGY FEEDTEDSDEDSDEDEDSDEDSDEDEDSDS
DSDSDEDSPSDSDIDSDSDEDEDSDIDEDSDAEDEDIDEDANEDEDSDS DIDSDIDSDSDEDEDIDSDSDEDADEDSDEDE
DBDIDADEDSDIDIDEDSDINSDADADSDSDENEDEDEDEDAGKHT PVKPMS TTKDHHNKARAL PETGSBNNGEREATLY
GCLPARLGSLLLFORRKKONX

SEQ ID NO 21 secuencia de polipéptido

MINKKNNLLTKKKD IANKSNKYATRKFTVGTASIVIGATLLFGLGHNEAKAEENSVDVKDENTDDELS DENDQSSDEER
NDVINNNGS INTDDNNQI I KXEETHNYDGLEKRSEDRTRS TTNVDENEATPLOKT POUNTHLTEEEVKESBSVEESHS ST
UTAQQPSHTTINREESVQTENNVEDSHVSDF ANSKIKESNTESQREENT Y EQPNKVKEDS TTEQPEGYTNIDEKISNODE
LLNLPINEYENKARPLSTTSAQPEIKRVTVNOLAAEQGSNVNALI KVTDQS I TEGYDDSEGVIKAHDARNLIYDVTFEVD
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Fig. 1.8

DMEGDTNTVDIDI'N'I'VPSDI’.:TDBMPHMSGBIIANWWIMMWTMMIWW
MWYHMSBMTIWQRWMTMSMIWMYINPLIYSJ\KETEWIBGHGDMBT
IIDDSTI IMKVGDNONLPDSNII!DYSBYmY&QMmWIRMHID&WIIKVISKYDMIM
V'IHQ‘I'TI.NE!NFPRTABYDNTIAFETEGWLPPBMHGDWMIWMUTLT!M
smmmammnmnmzmnmmmsamvmsmswvnmmmmunmnm
VWYDTEKDGIQGODEXGISGVIVTLXDENUNI I8TTTTDENGKYOFDNLNSGNY. 1IVHFDRPEGMTQTTTDSGDDEQDAD
GWITDHDDPSIDNEYYDDBSDSDSDBDEDSDEDEDSDSDSDSDSDEDBDSDEDSDBDSD&DBDSDSDBDSDSDSD
mDSDBDSDEDSDSDSDSDSDEDBDSDBDBDEDEDSDSDSDBDBDBDSDBDBDSDSDSDBDSDSDBDSDSDSD@BD
snsnsosnsnansnsnsnsnsnsnsnsnsnsnmsmmsnmussnxsmupmmvssmmmrmn
GALLLGKRRXNRKNEN

SEQ ID NO 22 secuancia de polipéptido

MENNFKDDFEKNRQE IDTREHODRTEDVEKDQSELERQDT IENTEQQF PPRNAQRRKRRRDLATHENRQVENESQTSEDN
VONEAGTIDDRQVESSHSTESQEPSHODSTPQHEEEYYNKNAFAMDKSHPRP I EDNDKHET I KDARNNTERSTVIDKS IA
EQSCQPEPYFATGANQANTS KDRHDDVTVRQDXDESXDHNHS GKRGAA IGAGTAGVAGARGAMGVS KAKKHENDAQNKSNE
DKENNS TEDKASQDKSKDERNGKKGAATGAGTAGLAGGAASKSASAAS KPHASNNAS QNHDEHDIHDRDRER KRGGMAKY
LLPLIAAVLIIGALATFGGMALNNIDINGTRENKIANTHKNSADES KDKDT SKDAS KDKEKS TDADXSKEDODKATEDESD
NDONMANQANNOAONNONQCOANONCOAGOORQCGAQRHTVRGQENLYRIATQY YGSGSPENVEK T RRANGLE N THING
QOIVIP

SEQ ID NO 23 secuencia de polipéptido

MIELIRMEGMIVVENNNFKDDFEXNRQS LNPLEUIELNEDDKTNENKKEADSQNSLEMNSRQQFPPRNAQRRERRRETA
THQBXOUDDKHQKNSDAKTTEGS LODRYDEAQLIQQHDKSQQONKTERYS CONRMKDGKDAR IVNOTE BB PRRKSKSTON
RPGPKAQQOKRKSESTQBKP B THXDKKAATGAG L AGRAGVAGAAETE KRHHNKKDKQDS KHENHEND ERSVENDDQXOSK
KOKEAAVGAGAAAGVOARGVAHHNNON KHHNEEKHSNORNOYHDQSEGKRKRGGPNKILLPLIAAILILGATAT FOGMALN
NENDSKSDDOKIANQSKXDS DKKDGAQS EDNXDKKEDSNKDKKIDSDKNADDDSDNS 8 SNPRA TS THRNDRVANKNENY T
HONOQDHANQNENNQQATOGOGS ETVYGQENL YR IAIQYYGEGATOANVDR I KRANGLSSNWIENGQTLVIPG

SEQ ID NO: 24 secuencia de polipéptdo
MXNKLIAXSLLTIAAIGITTTTIASTADASEGYGPREXKTVSINHNIVE YNDGTFKYQSRPKFNSTPEY IXFKHDYNILE
FHDGTFEYGARPQFNKPARKTDATIKKEQKLIQRORLVEEFEKTHTVEARRKAQXAVRLVSFEYRVERMVLQER IDHVLK
QALVR

SEQ ID NO 25 secuencia de polipéphdo

MKTRIVESVTTTLLLGS I LMNFVANAADSDINIKTGTTDIGSN T TVKTGDLVTYDKENGMHEXVFY SF IDDKNENKEKLLY
IRTKGTIALQYRVYSEEOANKSOLAWPSAFKVOLOLPDNEVAQISDYY PRNSTDTKEYMSTLTYGFRANVIGDDTARIGG
LIGANVSTGHTLXYVQPDFKT ILESPTDXKVGHKV I FHNMVEONWG R YDRDEWN PVYGRQLFNKTRNASMKAARNF LDPN
KASSLLSSGFSPDFATV I TMDREAS KOQTR IDVI YERVREDYQLEWT S TNWKGTHTKDXWIDR8SERY KIDHEKEENTH

SEQ ID NO 26 secusncia de polipéptdo

MEMENKY ISKLLVGAAT ITLATMIENGRAKASENTQOTS TRHQTTQNNYVTDOQKAF YQUVLHALKGITERQRNOYIXTLRE
HPERAQEVF9IESLKDSKHPDRRVAQONAFYNVLXNDNLTEQEKNNY IAQL XKENPDRSQQVWVESVQI SKAXERQNIENAD
KAIEDFODNEAPHDKS AAYEANS KLPKDLRDXNNRFVEKVS I EXAIVRHDERVKGANDA L SXLNERDS IENRRLAQREVE
KAPMDVXEHLGKOLDALVAQRDAEKKVAPKVEAPQIQSPG I EKPRAES PKVEVRQSKLLGYYQSLEDSFNYGY KYLTDTY
KSYRRKYDTAKYYYNTYYKYEGAIDQTVLTVLOSGSKS YIQPLKVDDXNGYLARSYAQVRNYVTES INTGXVLY TFYQNP
TLVETAIKAQETASEI RNTLSNLLSFHK

SEQ ID NO- 27 secuencia de polipéptido

MTXHYLNSKYQIEQRBSAMKRI THGTAS I ILGSLVY IGADSQOVNARTEATHATRNQS TQVEQATEQP INFQUVORDUSSE
KEHMDDYMQHPGKY IKQNHKYYFOTVLNNAS FWKEYKFYS ANMOELATTVVNDNRRADTRT INVAVEPGYKELTTRVAIV
VDOINYNHRYTTHLEFERALPTLADAAKPHNVEPVGPKPRQPKT PTEQTKPVQPKVERVERTVTT TS EVEDNISTIVYET
DTTRDATKTOTANTVETAQTAQEONKVQTPVKIVATAKSESNHOAVE DNKSQOTNEV TIHNE TPROASKARELPKTGLTS
VDNFISTVAFATLALLGSLSLLLFXRKESK

SEQID NO 28 secuencia de polipépbdo

MNXQQKEFESFYSIRKSSLOVASVALSTLLLLMSNGEAQR AREETOATHT EAQPKTEAVASPTTTOEKAPETKRFVARAVE
VeNKEVEAPTSETKEAKEVKEVKAPKETRAVKPAAKATIY TYPILEQELREATKNPAT XDKDRSAPNSRPIDFEMKKEND
EQQF YHYASSVKPARVIFTDS KPEIELGLOSCQFWRKFEVYEGDKIL P IKLVEYDTVKDYAY IRFSVENGTRAVEIVEST

2157
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Fig. 1.9

HW!MPMPIWWEMWMMWMMM@“PW
mmmrrsmommmmmsmmmummmm
RVRTISKDAKNNTRTIIFPYVEGKTLYDAIVEVHVXTIDYDIQYRVRIVDKEAFTKANTD KSNRXEQQDNSAKKERTPAT
psmrsmmsomsnmmmnrmmmssxsammmmssmnxwarmumslc
WWBSMWMWIWWQMLWREBIMPMBB IVAFVLP
RERKN

SEQID NO 29 secusncia de polipépado

MENKKTATHRKGMI PNRLNKFGIRKY $VGTASI LVGTTLI FULSAHRAKAABKTNGELNQS KNETTAPS ERXTTEXVDIR
OLXDHTGTATADQPKVTMEDEATVKETESNNQS PQNATASQI TTOTSHVTI THDKS STTY SNETDKSNLTQAKNVS TTERT
TTIKQRALNRMAVNTVAAPQQS THVNDRVHFTN IDIAIDKGHVNKT TANT EFWATS SDVLXLEANY TIDDSVKRGDTFTF
KYGOYFRYGSVRLPSUTQNLYNAGGNT IAKGLYDSKTNTTY ( TFTHYVDUYTHVSGSPEQVAFARRERATTDKTAYRMEV
TLGNGTY SKDVIVDYGNQEGOQLISS TNY INNEDLSRNMTV T VEQPKKTY TKETFVTHL TG YRFRPDARNFKI YEVTDOR
QPVDSPTEDTSKLEDVTCQFDVI YSNDNKTATVDLLNGGSSSDIQY I IQQVAY PDNSSTONGK IDYTLETQNGRSSWENS
YANVROSSTANGDQKKYNLGD YVWEDTNKDGKRDANEKG I KGVYVILKDINGKELDR TT TR ENGKYQF TOLSNGTYAVER
STPAGYTPTTANAGTDDAVDSDGLTTTGVIKDADKMTLDSG FYKTPKY SLGDYVWYDINKDOKQDSTEXCT RAVKVILON
ERGEVIGTTRTDENGKYRFDNLDSGKYKVI FEXPAGLTUTGTHTTEDDXDADGGEVDVTI TDHIDFTLONGY YEEETEDE
DEDSDADSDSDEDSDSDEDSDSDIDSDSDEDEDSDEDEDEDINSDSDSDEDSESDIDIDIPEDEDSDEDSDEDSDEDSDS
DSDEDADSDEDSDSDSDSDSD5DNDEDSDSDEDSDEDEDSDADEDSNEDEDSDEDIDADSDIDIDSDSDSDEDSDADSDE
DADEDSDEDEDEDAGKHTPTKPMSTVKDOHRTAKALPETGS ININSNNGTLIGGLFARLASLLLFGRRRKDNK

SEQ ID NO 30 secuencia de polipéphdo

MEMERKEIGIATRXKS IGVASVLVGTLIGFGLLSSKEADASENSVTQSDSASNEE XSNDSSSVBAAPKTODTNVEDTRISS
NTENGETSVAQNPAQQETTGS 55 THATIEETPVTIGEATTTTTHQANT PATTOSSNTNAEELVEQTENETTSNDTNTVISY
NSPOHSTHRENVSTTODTSTEATPENNESAPQNTDASNEDV /5QAVNPETPRMRAPSLAAVAADAPARGTDITNGLTDVK
VTIDSGTTVY PHOAGYVKLNYGF SVPNEAVKGDTFKITVPKELNLNGVTSTAKVP P IMAQDQVLANGVIDSDGNVIYTFT
DYVDNEENVTANITMPAY IDPENVTKTGNVILTIGCIGCTNTASKTVL I DY BXYGQPRNLS IRGT IDQIDKTHNTYRQTIYV
NPSGONVVLPALTGNLIFNTKENALTIDAKNTDIKVYRVDNANDLSES Y YVNPEDF EDVTHOVRISFPMANQYEVEF PTDD
DOITTPYIVVVNGHIDPASTGDLALRSTPYGYDENFIWREHSWDNEVAFNRGEGSGDO IDKPVVPEQPDEPGEIEPTPED
&DSDPASDIASDSNIDIOSDEGSDSTSPEGSDEAEDSDEABDEDIASDSDS ASDIDSASDSDEASNSDFASDEDEASDED
SASDSDIASDSDSASDSDSASDSDIASDSDSDSDSDSDSDSDSDIDEDSDSDSPSDSDSDSDEDIDEDSDSDEDADSDSD
SDSDSDPSDSDEDEDEDEDSDSDSDEDSNEDSDEDEDEDSDSDEDSDSARDSESDSDEEID3DSDSDSDEDSDINIDIDAD
£ESDSDSDSDSDSESDSDSDSOIDSDSASDSDSGEDSDSEEDEDSDETEDTGSONDIDSDENSDSESGERNNVVFPHERK
NGTNASNKNRAKDSKEPLPDTGSEDEANTSLIWGLLASLGG LLLFRAXKENKDKK

SEQ ID NO 31 secuancia de pollpéphido
MINNLRYGIRKHKLGAASVFLGTMIVVGHGODKERAASEQKTTTVEENGN SATONKTSETQTTATHVNHI EETQSYRATV
TEQPENATQVTTEEAPKAVORPQTAQPANVETVKEEEKPQVARTTQPUDNGANQROVDL TPKEVIQNQOTETQVEVAQFR
TASEEKPRVTREADVARAKERIDVIEVKGTDVISKVTVESGS IEAPQANEVEPHAGBORVVLEYNLKFADGLKRGDYFDFT
wmﬂavs!mxvn::mssvmmgzmn:nﬂm:mmwmxmrmpmummnmm
EETERTIPVVYNPGVSNSYTHVNGSIETFNKESNKFTHIAY [KPMNGNQSNTVSVIGTLTEGSNLAGGQFTVKVYEYLGK
KDELPQUVYANTODTHKF KDVTKEMNGKLSVODRCGE YSLNLDKLDKTYV IHY TGEY LQABDQVEFRTELYGYPERAYREY
YVYGGYRLTWDROLVLYBNKADGNGKNGQI IQDNDFEY KEDTAKGTMIGQYDAKQT IETEENQDNTPLDIDYHTAIDEEG
GYVDGYIETIEETDSSAIDIDYRTAVDSEVGRVAGYTESSE ZENPIDFERSTHENS KHHADVVEYEEDTHRGGGOVITES
HBVB?DEBSTENNAVSDEHTIMEHLIILVDSLDWPIEEIWIBHBGWWW
1EE1EENSHVDIKSELGYEGGQNSGNQSFEEDTEEDKPKYEQGGN IVDIDFDSVRQIRIQNKGDQEFEEDTERDKPKYER
GGNIIDIDFDSVPQIHGFNKHNET IEEDTNKDKPNYQFGGHN SVDFEEDTLPRVBGONEGQQTIEEDTIPPFTPFTREVES
EPETPMPPTPEVPSEPETPTPPTPEVPSEPETPTPRTPEVPSEPETPTPPTPEVPSEPET PTPFTPEVPARPGKPVIPAK
EEPKXPEKFVEQGKVVYPVIEINEKVRAVAFTKRAQSKKSELPETGOEESTNKGMLFGALFBILGLALLRRNKKHNKR

SEQ ID NO. 32 secuenca de polipéphdo

MKIGLIDYLINKGNKYS IRRFTVGTTSVIVGAT I LFOIGNHQAQAS EQSNDTTOS SKNVASADS EKNUMI ETPQLNTTAND
TSDISANTNOANVDS TTIENS TQTSNTTTTEPAETEETPQPTALKNOATAAKNQDOTVPOEANSQVDNKTTNDANG IATN
BELKNSQTLOLPQISPUTL SHAQOTSKPSVRTRAVRSLAVA ZPVVNARDAKOTNVHDKVTASNFELEKT TFDFRQSGHTF
MAANFTVTDKVRSGDYPTAKLPDELTGNGDVDY SNSHNTME [ADI XS TNGDVVAKATYDILTKT Y TFVFITDYVNNKENIN
GQPESLPLFTDRAKAPKSUTYDANINIADEMPHEKITYNYAS PIAGI DKFNGANI S80I IGVDTASGQUTYKTVFVNPRR
AVLGNTWVYIKGYQODKIERESSAXVSATDTKLRIFBVNDTSKLEDS YYRDPNDSNLKEVTDQF KNRI YYERPHVASIKFGD
Imwv:.mummmquqmwmmszmmmsmnmmmmnnmp
EPEPTPDPEPSPDPEPEPS POPDPDEDEDSNSGSDSDAAED 3DSESDADSDSDSDEDADSDSESDSDSESDSOEDSDADA
DEDSDSESDSDEDSPEDADSDIDSESDEDSESDSESDEDNSD sDBDEDSDENADENSDIDSDESDEDEDEDEDEESDIDSDI
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Fig. 1.10

DHDSDEDSDSDEDBDGDEDEDBDSDSDWSDSDBDBDEL‘SDBD!DBDBDBDSDBDBDSDSDBDSDSDSDSDIDSDBDBW
DSDBRWPPMQ“PMMWBWFMW@WLLLHWM“

SEQ ID NO: 33 secusncia de polipéptdo

MEKQT LSLEALAVASSLPTWDRKADA I VTKDY KESRVNERS KKGATVEDYY YNKI IDSLEAQFTUAIDLLEDY KYGDPT
YRKEAKDRLMTRVLGEDQYLLKKKIDEYELYKKHYRSSNFNTHMLTFHKYNL YNLTMIE YNDI FNSLKDAVYQFHKEVRET
ENKNVDLKQFDKDGEDKATKEVYDLVSEIDTLVVTY YADKDYGEHAKELRAKLDL I LODTDHPHKI TNER IXKEEMIDDLE
£1 IDDFFMETKONRPNS I TXYDPTRHENE KEXS ENKPNFDRLVEETKKAVKRADE SWFEKTVKKY EETVTEA PYVEKEEKKY
EEFOLPKVONQQEVKTTAGKAEETTQPVAQPLVKI PQET I YGE TVKGPEY PTNENKTLQGEIVQGPDPLTMEQER PELED
NYTOPTTPHPILEGLEGSSEKLE I KPQATES TLHGIQGESSDIEVKPOATETTRRSQYGPRPQFNKTPKYVIYRDAGTOT
REYNDGTPGY EARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVSYGARPTONKP SETRAYNVTTHANGQVS YGARPTORKPSKTHAYN
VTTRANGOVSYGARPTOKKPSKTHAYNVTTEANGQVEYGARPTYXKPSETHAYNVTTHANGQVS YGARPTQREPSETHAY
NVTTHADGTATYGPRVTK

SEQ ID NO 67 secuencia de polipéptdo
MKSNLRYGTREMKLGAASVFLGTMIVVOMGQEKEAANS 2NN TTVEESASRATRB KASETQTTIHNVET
IDETOSYSATSTEQPSKS TOVTTEEAPTTVOAPKVETEMKSQEDLPEEKVADKETIGTQVDIAQPSNVE
EIXPRMKREADVTAVSEXEVABEAKATOTDVINKVEVT IS SLEGENKDEN I VNPENAQRVTLXYXWKFG
BEGIXAGDYFDFTLSDNVETHGISTLRKVPEIKS

STEDKVMANGQVINERTIRYTFTDY INWKKDLTAELNLILFIDPTTVTKQGSQRVEVTLGQNKVEKEFD
IKYL.DGVEDRMGVTVNGR IDTLNKEEGKE SHPAYVKPRNQSLTAVIVIGAVTSGYRQSANNPTVEVYTH
IGSDELARSVYAKLDDTSKFEDVTEKVNLSY TINGGY TLNLGDLONS KDY VI XY EARYDUNAKDLNFRT
HLSGYHKYYPYYPYYPYYPVQLTWRNGVAFYEN

HAKODGKDXPRDPI IEKSEPIDLDIKSEPPVEKHELTOTIEEENDSKPIDFEYHTAVEGAEGHARGIIE
TEEDSIHVOFEES THENSKHRADVVEYEEDTRPAGGQVTTESHLVEFDEES THAIVTOAVSDHTTVEDT
KEYTTESNLIELVDELPEEHGQAQOPIEET TENNHHI SHEGLGTENGHGNYGV IDEIEENSHVDIKSEL
GYEGGONSANQSFERDTEEDKPKYEQGANTVDI

DPFDSVPQIHGQNNGNQS FEEDTEED KPKYEQGGNI IDTDFDEVPQIHGFNKHNET I EEDTHKDEPHYQF
GAHNSVDFEEDTLPKVSGONEGQQTIEEDTTPPTPPT FEVPEEPETPTPPTPEVEGEPGEPTP PKPEVP
SEPETPVPPTPEVESERGKPVPPAKEEPKKPSKPVEQEKVVTPVIEINEKVKAVAPTROKOEKKSELPE
TGOEBSTNEGMLFGGLFSILALVLLRRNEKKNNK

A

SEQ ID NO. 68 secuencia de polipédptido
MXFESLITTTLALGVIASTGANFRTNEASARAKPLDKS SETLHHGHENIQIPYTITVNGTSONILAILT
PNKNQNISYED

IENKVKSVLYFNRGISDIDLRLSKQAEYTVHFKNGTKRVIDLXSGIYTADL INTSDIKALSYNVDTKKG
PRDXAKANVOV
PYTITVNGTSQNTLSNLTFNKNON I8 YKDLEGKVRSVLEGHRGI TDVDLRLAKQAKY TVNFRNGTRKRVI
DLKEGIYTANL
INSSDIXIININVDTEKHTENKAKRNYQVPYS INLNG STNILSNLGFSNKEWTNY KNLTSQIKSVLEH
DRGISEQDLKY

AKRAYYTVYPENGGKRILOLYSKNYTANLVHAKDVER (EITVKTGTRAKADRYVPYTIAVNGTSTPILS
KLKISNKQLIS
YRYLNDKVKSVLKSEROISDLDLKFPARQAKY TVY FRNGKKQVVNLKEDIFTPNLFSARD IKKIDIDVED
YTKIKEKKINKS
NNVKFEVTINKFENIVSNEFVFPYNASKITINDLATEL <SAMANDQU I TKHDIGLAERAVYKVYFKNGSS
KYVDLETEYKD

ERVFKATDIKKVDIELKF

SEQ ID NO 68 secuencla de polipéptdo

MNNKRTATHRKGMIPHRLANKES IRKY SVOTAS ILVGTTLI FOLSGHEAKRAEHTNGELNY
SKNETTAPSENKTTKKVDSROLXDNTQTATADQPRVTHEDEATVRKETESNMQIPONATAN
QETTKTSNVTTHDKSS TTY SNETDKSNLPOAKDVS TTPRTTTIXPRTLARMAVIIVAARG
QCTNVNDXVHFSNIDIAIDKIHVNQTTGKTEFNATESDVLKLKANY TIDDEVEEADTF TP
KYGOYFRPOSVRLPSOTONLYNAQGNITAKGI YD TINTTTY TFTRYVDQYTHVROSFEQ
VAPAKRKHMATTDXTAYEMEVTLONDTYSEEIIVDYGNKKAGPL188TNY INNEDLERNMT
AYVNOPRETYTEQTFVTNLTGYKFNPRAKNFKIYEVIDONGFVDSFTPDTSRLEDVTIOF

5
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Fig. 1.11

DYIYSNDNKTATVDLMXGQTSSNKQYIIQQVAYPDNGSTDNGKIDYTLDTDKTKYSWSNS
YSNVNGESTANGDOKKYNLADYVWEDTNKDGKQDANEKGI KGVYVILKDSNGKELDRTTT
DENGKYQFTGLSNGTYSVEFSTPAGYTPTTANVGTDDAVDSDGLTTTGVIKDADNMTLDS
GFYKTPKYSLUDYVWYDSNKDGKQDS TEXGIKGVKVTLONERGEVIGTTETDENGKYRFD
NLDSGKYKVIFEKPAGLTQTGTNTTEDDKDADGGEVDVTITDHDDFTLDNGYYEEETSEDS
DSDSDSDBDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDEDSDSDEDSDSDSDSDEDS
DSDSDSEDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDSDEDSDEDSDSDSDSDSDSDSDSDSDS
DSDSDSDSDSDSDSDSDRDSDSDSDSDSDSDSDSDSDEDEDSDSDEDSDSDSDSDSDSDS
DBDSDSDSDEDSDSDSDSDSDSDNDSDSDSDSDSDAGKHTPAKPME TVKDQHKTAKALPE
TGSENNNSNNGTLFGGLFAALGSLLLFOGRREKKONK

SEQ ID NO 70 secuencia de polipéptido
EENSVQDVKDSNTDDELSDENDQS SDEERNDVINNNQS INTDDNNQII KKEETNNYROIE
KRSEDRTESTTNVDENBATFLOKTPQDNTHLTEEEVKRSSSVESSNSSIDTAQOPSHTTI
KREESVQTSDNVEDSHYSDFANSKIKESNTESGKEENTIEQPNKVKEDSTTSQPSGYTNI
DEKISNODELLNLPINBYENKARPLSTTSAQPS IKRVTVNQLAREQGSNVNALIKVTIOS
ITEGYDDSEGVIKAHDAENLI YDVTFEVDDKVKSGDTMTVDIDKNTVEEDLTDSFTIPKI
KDNSGEIIATGTYDNINKQITYTFYDYVDKYENIKAHLKLTSYIDRSKVPNNNTKLDVEY
KTALSSVNKTITVEYQRPNENR TANLOSMFTNIDTKNHTVEQTIY INPFLRYSAKETNVNI
SGNGDEGITIIDDSTIIKVYKVADNONLPDSNRIYDYSEYEDVTINDDYAQLGNNNDVNIN
PONIDSPYIIRVISKYDPNKDDYTTIQQTVIMQITINEYTGEFRTASYDNTIAFSTSEGO
GQGDLPPEKTYKIGDYVWEDVDKDGIQNTNDNEKPLSNVLVTLTYPDGTSKSVRTDEDGK
YQFDGLINGLTYKITFETPEGYTPTLKHSGTNPALDSEGNSVWVTINGQDDMTIDSGRYQ
TPKYSLGNYVWYDTNKDGIQGDDERGISGVKVTLKDENGNI 18T TTTDENGKYQFDNLNE
GNYIVHFDKPSGMTOTITDSGDDDEQDADGEEVHVT ITDHDDFSIDNGYYDDE
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Fig. 2.1

SEQID NO 34 secuencia de polinucledtdo
ATGTTACAAITAACTGATCTGAOTTTACGTTTTOUAGATCOTARACTATT TGAAGATUTAAATATTAAATTTACAGARGD

GTTATTTAGTGOTCAAGARGTTAAGAARARAGCTAGTGTG CITTCAGGTGUAGAAAMAGTACG TTGTATGCTARGTAAAA
mmnmmmmmmmmmmmmnﬂmmr
umﬂmmmmmnmmnmmmmnmmmmm
TATCORTTTAAATAARCAAGOCAGCGTTTCARAAGARA TTCCATATGAAGAATACTTGCAAGAAATCGACGTT TTARAAT
AR

SEQ ID NO: 35 secuencia de polinucledtido

ATGTTACARGTARCTGATGTAAGTTTACGTTTTCCTGATCG TARACTATTTUAAGATO TAAATATAAAAT T TACAGAGGS
TAATTOTTATGOATTAATTGGTGCAARTOOTGCTOGGAAATC TACATTCTTARAGAT TTTATCAGGCAAARTTGATTCAC
AGACTGOTCATGTATCTCTAGGTAAAGATIAGCGTTTGACTOTUTTARARCARIATCATTTTUCT TATGAAGATAARCAT

mmmrnnmmmcmmmmm
ATOCTGCTAACTTATTATCAGGATTAGGCATAGARCCTGACTT: ACATUATAAAAATATG TCTOAACTTGAAAATAATCAA
Mﬂmnmﬂmcmmmnmmnmmmmmmm
TATACCAGCAATAAGTTGOTTAGAAGACTTTT TARTTARTTT IGAAARTACTUT! CATTGTCATTTCGCATGACCTTCACT
mmtnmmcnmnmmmmmmuﬂmmnmmﬂmnmm
TATWTWHAWMC&WTMWWAW
TTTCATCOCACGCTTCTCAGCARATGC TTCTARATCTARACAGGCAACARDTCAT! 'AAGAAACARTTAGARAARATTICGAAT
TAGATGATATCCAGCCATCATCTCUTAGATACCCTTACUTUAAATTTACTCCTGAACGTGRAATTGGAMATGATTTACTT
ACAGTAGAAAATCTTTCTARAACAATTGACGGCCAAAMGTACTAUACAATCTTTCATTCACTATGARTCCTAATGATAA
AQCTATTTTAGTTGGTAATAGOGAAATTGCTAARACAACATTGTT ARARAT TTTAGCTGGAGAAATGGARCCAGATGANG
GTACATTTAARTGGGGTGTARCOACATCTTTAAGTTACTTCCCT: AARGATARCTCTAAOTICTTTGATGGTGTCGATATG
anmmammrammmmmﬂmmmmﬂr
Gﬂnmmmmﬂmmmmmmm
mmnmmmmmmccmmmmmmmmr
GACGOATTAARATCATTTARAGUTTCTATCATCTTCAC . TCTTATGAT TTTOAAT TTATTAATACAATCGCARATCUADT
GATTGACTTARATCAAGCTGGTGCCCTTTCTARAGAAG™ ACCTTATCAGGAATACTTACANGRAARTTGGTGTATTACAAAR
ATAATTAA

SEQ ID NO 36 secuencia de polnuclestido

AMMﬂAﬂAMM&mNWMMﬁGTMCmmWMAM
TGAAAGTGGCGCATTTCCICGTGCATTAGT. ACCATCASUTGCTTICAACTGGTGAACACGAAGC TGTIGAATTACGTGATS
GAGACAAATCACGTTATTTACGTARAGGTGTTACTARAGCAGTTAAMAACGTT AATGARATCATCGCACCAGARATTATT
Guscmunﬂcmnﬂmrcmnmummmmmmcnﬂmcmncmcmmrn
Aﬂmmma'rrmmnmamcmmmmcmmmnnmmcmcmm
nﬂmmmmmmrmcmnmcmwmmmmmmmmmm
ccumcnmmmmnmmcmmcmwmmmnmmmr
TTTCCACRACTTAAAATCAATTITAAGCARACGTOGTT-AGAARCTGCAGT AGGTOACGARGUTGGTTICGCTCCTARAT
TTGAAGGTACTGAAGATGCTGTTGAARCAATTATCCAAGCARTCGARGCAGC TGOTTACARACCAGGTUAAGARGT. ATTC
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Fig. 2.2

TTAGGATTIGACTUTOCATCATCAGRATTCTATOAARA CCI TG TATATGACTACAGT ARG T TOGAAGGCGARCACGATGE
AAARCOTACAGCTGCAGAACAAG T TAACTACTTAGARCAAT TAGTAGACAMATATCCTATCATTACAATTGAAGACIGTA
TGOACGARARCGACTGGEATGG TTGGARACAACT TACAGAACG TATCGGTAACCG TCTACAATTAGTAGITGACBATTTA
TTCOTAACARACACTAARAT TT TAGCAAAAGG TATTCARAACGGAATTOO TAACTCAATCTTAATTAARGTTAACCAAAT
CGGTACATTAACTGRARCATTTGATCCAATCGAMA TGO TCAAMAIC TAG TTACACAGCAGTAGTTTCTCACCGTTICAD
GTGAAACAGARGATACAACAATTGCTGATATTGC TG T TCCTACAMCACTGOTCAAATTAAAACTGG TTCATTATCACGT
ACTGACCOTATTGCTAARTACARTCAATYAT TACCTATCGAAGATGAATTATTTCARACTGC TAMATATGACGUTATCAA
ATCATTCTATAACTTAGATAAATAR

SEQ ID NO* 37 secuencia de polinucledtido

ATGCCRATTATTACAGA TG TTTACOCTCOOGARG TCTTAGACTCACOTGE TAACCCAACAGTTGAAG TTGRALTATTAAC
TOAAAGCGGTACTTTCGGACG TCCAT TAR AL I TC TGS TS TTC TACTUG TGAACATOAAG CAC TTOA TTACCTOATS
GAGATARATCACGT TATT TACCTAARGGTUTGACTAAAGCOUTAGAARATGT TAACGARATAATCGCACCAGAAATCOTT
GAAGGTCAATTTTCAGTTTTAGATCAAGTATCTATTUATAAAATGATUATTCAAT TAGACGE TACACACARCARAGGTAR
ATTAGGTGCARATGCCATT TTAGG TG T T T TAT TGOS TAGC TG TCCAGC TGCTGACTTATTAUG TCAACCATTATATA
AATATTTAGGTCGATT TAATGOTAAACAAT IGCCAGTACCTATGATOAATATIG TTAATGG TGGTTCTCACTCAGATGCA
CCAR TGO T T TCCAAGAGTTCATAATT T TACCTG TAGO T 3CTGAG TCAT TCARAGARTCATTACGTTCGGG TOCAGAAAT
CTTCCATAACCT TAAATCARTCTTAAGTOAACG TGS TTTAGAAACTG CAGTAGGTGATAAACCTGATTTCGCTCCTAGAT
TTOAAGGCACTGAAGACGCTGTAGARACTATTATTAAAG CTATCGAAAAAGCAGGATACARRCCACCTGAAGATGTATTC
TTAGCATTTUACTGTGC TTC T TCTUAATTCTATUARAA T S TG T T Y ATGATTACACTAAA TTCGAACG TORACALGATGD
TAAMCATAGTGCAGCAGAGCAAC TTGACTACTTAGAAG AR T TAAT TGGTAAATATCCAATCATCACTATTUARGATCGTA
TGGATGAARACOATTGOGAAGAT TGGAAACAATTARC TGATCG TATCOGTGATARAGTICAATTAGTTGOTGATOATTTA
TTCGTAACTAACACTGAAA T TTTAT CTAAAGG TATCGAACAAGG TATTGG TARC TCAATCTTAATCARAGTAAACCAAAT
COQTACKTTAACTGAAACATTCGATGCTATTCAAATGOC TCAAMANGCTOGATATACTGCGGTIG TATCTCACCRTTC TG
GTOARACTGANGATACTACAATTGCTGATATCGCAGTTG  TACARATGCAGGCCAAATTAARACAGGTTCATTATCTAGA
ACTGACCITATTACTARATACAATCAATTATTACGTATTUARGATGAATTATACOAAACAGCTAAAT T TOAADGARTTAA
ATCYTTCTACARTTTAGATAAATAA

SEQ ID NO 38 secusncia de polinucledtido
ATGARAARAATCOTTACAGETACAATCGCTACAGCAGGACTTGC CACT ATCCCAT TTGCAGGACATOATGCACAAGECGC
AGAACAAAATARCAATGOATATAATTCTAATGACCCICAATCATACAGCTATACGTATACARTTGATOCACAAGITAATT
ATCATTACACTTOGACAGGAAATTGGAATCCAAGTCAAT TAACGCAAMCAACACATACTACTACAACAACTACARTACT
TATAGTTATAACAATOCATCTTACARTARC TACTATAATCATTCATATCAR TACAATARCTATACAAACAATAGCOARAC
AGCAACAAATAACTAT TATAC TGO TGO TTCAGITGCAAGTTATAGCACARCAAGTAATARTGTTCATGTGACTACAALTG
CAGCGCCATCTTCARATGGTCOTTCARTTTCTAATGO T TATGCATCAGGAAGTAACTTATATACTTCAGGACAATGTACT
TATTATGTATTTOATCS TG TTGGTGGGAAAA TTGG TTCARCATGAGGTAACGCARGTRATTGOGCTAACGCAGCTGCATC
ATCTGGCTATACAGTGAACAATACACCAAARGTTGATOCTATCATGCARACARCACAAGGCTATTACGOTCATATTOCTT
ACGTTAAAGGCGTTAACAGC AR CGGT TCTGTTO TG TTTCAGAAA TUARC TATCGACATGGTGCTOOTGTGOTTACUTCT
COTACAATTTCAGCAAACCAAGCAGGTTCATATAATTTCATTICATTAA

SEQ ID NO 39 secuencia de polinudedtdo

ATGAAGARAATCCC TACAGCTACTATCG CAACTOCAGGA TTCOCTACRATUGCAATTGCATCAGGAAATCAAGCTCATAC
TTCTAAGCAAGATARCTACGG TTATAATCCAAACGACCCARCATCATATAGCTATACT TACACTATTGATCCACARGTTA
ACTACCATTACACATGOARAGE TAACTGGUATCCAAGTCARTTARACCAAGATARTOGCTACTACAGCTATTACTACTAC
AATGGCTACAATANCTACARCAATTACAACAATGO T TATAGCTACAATAATTACAGCCGTTACAACAACTACTCAAATAA
TAATCAATCATATAACTACARTAACTATARTAGTTACAACACARACAGCTACCGTACTOG TG TTTAGGTGCAAGCTACA
GOACTTCAAGCARCAATGTTCAAGTARCTACAACTATAGCTCCATCATCAAATGGCCG T TCATCTCAAGTGGTTATACT

SEQ ID NO. 40 secuencia de polinucledtdo

ATGARRAAAATCGCTACAGC TACAATTGCAACTGCAGGAA TOGCTACT T TCGCAT T TGCACACCATGACGCACRAGCAGT
AGRACAAAATAA TOATOOGTACARTCCARACGACCCTTAT TCATATAGCTACACTTACACAATCAATGCTOARGGTAACT
ACCACTACACTTGAARRGGTAAL TOGAITCCAGATCG TG TARA TACT TCATATAACTATANTAATTATAATAACTACARC
TACTATGATTACAATAACTATAGCAACTACAATARCTACAGTAAT TACAACARTTACAACAAL TATCARTCARACAACAC
GCAATCACAAAGAACAACTCAACCGACTEG IO TT TAIGCGCARGCTATTCAACATC ARG TAGTAATUTTCACGTTACAR
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Fig. 2.3

CAACTICTOCUCCATCATCAAACOI TG TATC T TTA TCAAACGCTORC TCAGCATC IGG TAACTTATACACTTCAGGTCAA
TGTACATATTATCTATT TOACAGAGTAGG TGOCARARTCOATTCAALS TAGGA TAACGCAAACAACTOGOCARACGCTOC

ACTTCACGTACAATCTC TCOGAGCCAAGC TOCTTCATATAACTATATICACTAR

SEQ ID NO 41 secuencia de polinucledtido

ATGAAAMARTTAGTACCT T TATTAT TAGCCTTAT TACTTCTAOTIGCTGCATG TGG TACTGG TGO TAAACAAAGCAGTAA
TAAGTCAARTGGCAAAT TARARDTAG TAACIACGAATTCAAT TTTATA TGATATGCC TARMAA TS TTGOTGGAGACAACS
TOOATATTCATAGTAT TG TACC TOT TGO TCAAGA TCC TCATGAATATOAAG T TAAACCTARASATATTARARAGTTAACT
GACGCTOACGTTATTTTATACARCOGATTAMAT TTAGH QACTGG TAACCOTTGG T T TGAARARICCTTAGAACAGGCTOO
TARATCATTAAMGATAAMAAAGTTATCGCAGTATCAAAAGATOTTAMACCTATCTATTTAAA COC TGARGAATIGCAACA
AAGATAAACAAGATCCACACOCATGGT TAAUTTTAGATAATOOTATTAAATACG TARARACAATTCAACAAACATTTATC
GATARCGACAAAAAACATAAAGCACATTATCAAAGCAAGGTAACANATACATTUC TCAATTGGAARARTTAMATARTGA
CACTARAGACAM TTTAATGACATT COARAAGAACAACGTOCCATOATTACAAS TGANCUTGOCTTCARG TACTTCTCAA
ARCAATACGCTATTACACCAGOTTATAT TIGGOAAATTAACAL TGAMAACAAGG TACACCTGAACARATGAGACAAGCT
ATTGAGTTIGTTAMAAGCACAAATTAMACACTTATTAGTAGAAACAAGTOTTGATARGARAGCAATGGARAG TTTATC
TGAAGARACGARGAAMINTATCTTTOG TAAAG TG TACACAGATTCAATCOGTAMGAAGACACTAMGOTAACTCTTACT
ACARAATGATCAAATCARATATTUARACTGTACACCGAAGCATGAMATAR

SEQ ID NO. 42 secuencia de pohnudedtdo

GTGAARAAMATTCTCOCT T TABCAATAGCATT TTTAATTATUCT TOCCUCATOTOUOAATCACAGTAACCATGRACATCA
CTCACA TGAACCARAATTANMAAC TTGTARC TACARAC T TATTCTC TA TGACA TGO TTARACGTUTCGOTGGARATAATDD
TOOATGTTCATAGCATCOTTCOCAGTAGGACANGACCCACATOAATATOAGGT TAAACCTAAAGATATTAAAGCATTAACA
GATGC TGACGTTUTATT TTATAACCG TTTAAACCTAGAAACTOGAMATGAT IGGT T TGAAAMAGCACTTGACCARGCAGG
AMATCARCAAAAGATAAARATOTGATAGCAGCATCARATAATS TTAAA CCA TATACT TAAATGO TOAGGARGGTAACA
AMACAMACAAGATCCACATOCATCCT TAMITTTAGASAA TGGAATTAMTACG TAAARACAA TACAMMAARTCACTAGAA
CATCATGATAAAARAGATAACTC TACATATCARAAACAAGUGAATGCATATATATCARMA TTAGAAGAACTTAATARAGA

ATTAARTTTGTTAAAGATAATCATT TARARCATTTATTAGTOGAAACAAGOGTAGATAAAMAAGCTATGCAAAGTTTATC
AGAAGAAACTAAGAARGATATTTATGGTOAAGTATTTACCGAC TCTATAGG TAAGOAAGGTACTANAGFTGACTCATACT
ATAAMTGATOAAATCTARTATTGATACAATACATCCTROTATUAARTAN

SEQ ID NO 43 secuaencia de polinucledtido
ATGAMAAGACARTTATGAGCATCATCATT AGCAGTGCCATT AGGTOTAACAGOT TACGCANCAGGTACAGGACATCANGD

AACAAATCRACCCAGC TOTTAAAGCCATACAAAGCACARGGTTTAGCTACTTOGOOATTCTAA

SEQ !ID NO 44 secuencia de polinucledtido

ATGARARAMACAGTTATCGCT TCTACATTAGCAGTATCTT TACURAATTCCAGC T TACGT T TTATCASQACATGANGCACK
COCTTCRGAAACTACAAACGT PGATAARGCACACTTAGT RGATT TAGCACAACATAATCCIGAAGARTTARATGCTAAAL
CAGTTCARGLTGG TGCT TACCATATTCATTTCOTAGACANTACATACCAATACAACTTCACTTCAAATOOTTCTOAATGS
TCATOOAGCTACCC TOTAOCTCGTTCAGA TGCTGAT TACACAGAATCATCATCARACCAAGAATTARGTOCAAATACACA

TCATATOCTUCTGCTCARATGOCTOCACCTAC TGO TUTATC TGCTTCAACATGAGAACACATCATTOCTAGAGRATCAAA
TECTCARTTACATGCACOTAATEC T TCAGG TG TOCTGAA T TATTCCAAACTATGCCAGGTTGGUGT TCAACTOGTTCATD
TARATCATCARATCAATGCCGCTTATAARGCATATARAGCACAAGSTTTATCTOCTTOSGUTATUTAA

SEQ ID NO 45 secuencia de polinucledtido
GTGRATTATCOTUATAMA TTCAAAADST I TAGTATTCG TAAA TATACAI TIGGTACAT T T TCAACTC TCATTOCGACATT
GETATTTTTRSOATTCARTACATCACAAGCACATGCTOCTGARALARA TCAACCAGCAMICOTGUTTAMCAGAANCAAL



1€/58

Fig. 2.4

MMTMEMMWMTWMMMWWMHLM
m&mmmmrmmmuﬂnmmmmmnmmm
mmucnccmmmmAMTmmcmmmmwmm
WMQTWMTMWTMMMMT&T
WNTMWMMTMWWAWQWMMW
mmnnmmwnmmmmmmmummmmm
TTCACAMGATTARTACTTT! ATTAGECAGTAARTGATCCARTTAACAATAAAGRCTTOCAACTTOCATACARAGARTTCOAA
mmmmmmmmmmm
TGAGTCTAGAGCTOCASAGCCT AGATCAGTATCAGACTATCARAATGCARATICATCATATTATOTTUAMATGCTAATC
ANMTAWMMTATAWMWWT&TMMMNMM
MTMWWMWWMMT
Tmrmummnmranﬂmmmm
GAACTGACTTIGTAACAGTTAATTCAOA TCGAACAAATG TACAATGOAGTCATCGAUCAGAAGCRGUTUCARATARACCA
CTTCAACAAATC TGGGAATATAGAUTARRTCATCCTGATCOTTCACATGACTTTARAATAAOAAATAGARGTACCCARGT
AATATJ\TA.GC‘TGGCWWAMMMWRNTMM“AMM
COACACCTGCTACTAAAGCATTIGETAGACARAATTTTGAATATATTRATOG TCARAAACCTUCTCAATCACCGRGTGTT
CCTARACTTITAT ACTTTCATCO0TCAAGGTEATGCAAGTTATACRATT TCAT T TARAACACAAGGTCCRACTGTTAATAR
A'z-ra'rnrrm'ccmcmmmmmmnmmuwamnmncmmnmm
MATW&WWMWMTAMTAWMWW
CTOAUTCARGGAAATG TACAAACGARAAAGTTATTAGAARGTACAAACCTAMATATAGATGATTTTGT FGATGATCCTTT
AAOTTATGTTAAGACCCCGASTARTARRG TG TTACGTT T TACCCAAC TAATGCARATACTARCGCTTT TAGACCGOOG0
mumﬂmmrAmuwmﬂammMﬂmw
CCAATAAGATTAATOATTGGTTTCGACTATCCTRATGA T ATGGTAATAGTUAAACTTTAGT TCCTGTTAACTTARCGGT
Aﬂmmmmcmnrnnﬂmmmmmrmrammmmmm
WQWMNTATAWWWNMMMMMWMM
ATTCARCCATTACOTATTAATTTAACAAG TAATGAGAATTTTACAGATAAAGATTGGCAAATTACAGG TATTCCGCATAC
AHMMMTWMMTMWMWMWW
GGGATTACTTTGGTACGATACETTTTICACTTARAIAACAATTATT TAARATTCUTW: 1 ARMCCACATACACCARCARTT
ACAACGACAGCTORACAATTAMGAGG TACAGCATTACAAAAAG TGCCTOTTARTAT T TCGGAAATACCCTTGGATCCATC
GOCATTGATTTATTTAG TTOCACCAACARATCARACTACUARTOGTGGTAGTUAGG CAGATCAMATACCATCTGOTTATA
COATACTTGCOACTGOTAC ACCTGATCOGETGCATAATACAATTACTATACGACCGCARGATTATGTTATATTCATACCA
CCTUTAGATAAACAAATTRGAGCAGTAGTTTAT I ATAATARAGTAGTTGCATCYAATATGAGTAATUCTUTTACTATTTT
GCCAGATGOACATTCCACCAACAATCAATAATCCTGTTGGAATAAATGCCARATAC TATCUAGACAACAANITCAACT T TA
CAATGGAAGTCTCTUATAGACATTCTGGTATAAMARATACARCTATTACTACTTTGCCAAGTGOTTUGACATCARATTTA
ACTARATCCAACAACAAAARCGGCTCATTAGCTATTACAGGTAGAGTCTCTATGRATCAGGCAT TTAACRGTGATAT TAL
ATTTAMGTATCAGCAACAGACARTUTCAATAATACCACAARTGATAGT CARTCTAMACA TG TATCAATTCATATAGUTA
AAATTAGTCAAGATGCTCATCCGATTGTATTAGGARRTACTGASARRGT TG TAG TAGTCARTCCGACTRCTGTATCTAAT
GATGAAARGCAAAGCATAATTACTGCCTTTATGAATAARAACCAARRTATAAGACCATATTTAGCATCAACTGATCCAGT
AACTGTCAATAATAATGGTAACGTCACATTACATTACCG TGATGGCTCATCARCAACGE TTGATGCTACARATG IGATUR
CATACCAACCASTTCTGAAATCTGARTATCAAACTCCCARTGCTGCTAAARCAGCARCGG TAACGATTGCTAAAGGACAR
TCATTTAATATTGG TOATATTARACARTAT TTTACTT TAAGTARTGGACAAICTATTCCARRTCGCACATTTACRARTAT
TACATCTGATAGARCTATTCCAACTGCACAAGARITTAGT CARATGAATUCAGOTACGCAGTTATATCATATAGTIGLTT
CARATGCATATCATAMGACACTGAAGATTTCTATATTAGTTTAAAAATCG TTGATOTGAAACAACCTAARIGCGATCAR
COTGTCTATCCTACGTCARCATATGAT T TAACCACTUATGAAATCTCAARAGTAMAACAAGCTTT TATTARTGCARATAG
AGATGTAATTACGCTTUCCAAAGGTGATATTTCAGTTACAMATACACCTAATGUTGCTAATGTAAGTACTATTACAATAA
ATATTAATARAGG TCGATTAACGAARTCATTCOCOTCT AACCTASCTAATATGAAT TTCTTUCGTTOGUTTAATTTCCCA
CAAGATTATACAOTOACATGGACGAATGCAAMAAT TACALACAGRCCAACAGA TGO TGGTT TATCATGS TCOURTGACCA
TAAATCTTTAATTTATCST TATGATGCTACATTAGGCACACARATTACAACTARTGATATTTTARCGATOCTARAAGCOGA
CTACTACACTCCCTGGATTGCG TARTARTATTACTGGTAATGAARAAGCACAAGCADAAG CAGGTGAANGACCAANCTAT
AGAACAACTGGTTATTCACAATCARATG COACAACTORTOOTCAACTTCART TTACOTTUAATGITCRAGTUATTCAAAT
ATTAGACATCATCAACCCTTCARACGGTTATGG TAGGCARCCTUTTACARATTCAAATACTCOTGCARACCATAOTARCT
CAACTOTTOTTAACTTAAR CGAACCGOCAGCTAATGGTGCTGGLGCATTTACAAT TGACCACOT TATARARAGTARTTCT
ACACATAATGCAAGTUATGCAGTTTATAAAGCOCAGTTATACTTAACCCCATATGGTCCAAAACAATATGTTGAACATTT
ARATCAAAATACAGOAAATACTACTOACGCTATTAACAT TTATTTTGTACCAAGTGACTTAGTGARTCCARCANTTTCAG
TACGTAATTACACTAATCATCARGTGTTCTCAGG TGAAACATTTACARAATACOAT TACAGCGARTGATARCTTIGGTC TG
mmmrmmtmmmnmmmrnmmmm
ARATCTGACATCAUCAACTAGTAAGACAATCAATTTATTAGCARCTGATACARGTGGTAATACAGCTACAACTTCATTICA
ATCTAACAGTGAAACCTTTGCGTAATAAATATCGAZTTGG TACT TCATCAACGGCTUCTAATCCTUTTAGAATIGCCART
ATTTCGAATARTGCGACAGTATCACAAICTGATCAARCGACAATTATTARTTCGTTARCGT ITACAAGTAATCCACCAAR
TAGARACTATGCAACAGCAAGCGCAAATIARATCACTAGT AARACACTTAGTARTGTCAGTCGTAC TUGAMATARTGCCA
ATGTCACAGTAACTGTTACTCATCAAGATGGAACAACATCAACAG TGACTOTACCTGTARAGCATUTCATTCCAGARRTC
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Fig. 2.5

mﬂmnmwmmmummmnmm
ATCTARTOGTAGTGECATTCCAGATGCARCGATTACATGCGTARGTGGACARGCT CCRAATAAAGATAATACACGTATTG
GTGARGRTATAACAGTAACTACACATATCTTAATTGATGGCGARRCANCOCCAAT TACORAAAC, 'AOCAACATATAAAGTA
GTAAGAACTGTACCGAAACATGTCT TTOAARCAGCCAGAGUTGTTTY, ATACCCAGOTCTTTCAGATATG TATGATOCAAR
WTRWWMTMWWATAWMMMMTAW
mcmmmmmnnrwcﬁmmummmrurmmmmncmn
mmmmmccmmcmmnrmcmmmr
MTTMTMCGTATIMATWWHATTIMMWATMTMCCAITMMTIHA
CTCATUGTAGTGSTTTTAGT TCGUTIGTGACAGTARGTAACCOOTTACT AMTGGLGGAATTAAAGCARAATCTICARTT
TCARTGAACAATGTGALGT ATACGACICAAGACOARCATOCTCARGT TG TTACAG TAACAAGARATGAATCTOTTGATTC
ARATGATAGTOCTTCTGTTACAGTAACACCACART TACAAQCAACT. ACTGANGGCGCTGTATTTAT TAAAGGTGOCTACS
mmmmammm@mmmmm
ACATGGAAGAATACAC TOGGCAACACACATAAMACTGOCGTTUTAACATTACCT. AGTGGTCAAGGTACGCGTAATOTIGA
AGTTCCAGTCARAGTTT. ATCCAGTTCCTARTGCTAAGGCGCCATCACGTAATGTUARAGG TCANAATTTGACACATOATA
mmummunmmmutﬂmmnm&ﬂﬂmmmmnmm
CCAAATAACCATGCARG CAGGCGTTCAACATTTARATGTCOATGTCACATATCCAGATATTTCAGCTGCTAMCGAITTCC
TOTAACTGTGAACUTATATCAATTTGARTTCC CTCAAACTACTTATACAACAACAOTTGCTGGCACTTTAGCARGTGETA
CGCAAGCATCAUGATATGCACATATGCAARACCCTTCAGOTTTACCAACAORTGO ATTTACOTATARATGGAATCOGTIGAT
WWWWWTW\TWMMTAMM
umnrnmrncnmmmmmmﬁmmmm
TCACTGAAACAGCGOCAGINGCAATTACAA TTGCACCTGETGCGAACCAAACAGTCAATACTCATACTGOTAATOTTALG
ACATATGCTGACAAATTAGTTATTAAACGTARTGAAAATG TTG TAACGACAT TTACACGT COTAATARTACQROICCCATE
COTGAAAGAAGCATCAGCAOATAATGTAACAGGT. ATTGTIGCAACTAATAATGUTATTACTOTGGCAGCAGGTACT TTCA
ATCOTGCTGATACAATTCAAGTTOT TACAACACAAIGTAG TAOCANAACAAT CAOTGACGAGCARCGT. 'AGTGATGATTTC
AWCWMWWTAWAT&WMTMT&
ATCAGGACATTTAATTAATCCAACACAAGCARTGUATAT  GCTTACACTCAAAMAGTGGG TARTGUTGCAGAACATAGTA
ASKCAATTAATGTTGTTCUTGG TCAARATAATCAATOSACAATTGCGARTAAGCCTGACTATG TAACGT TAGATGCACAR
ACTGGTAMAGTOACOTTCAATGCCAAT ACTATARAACCRAAATTCATCAATCACAATTACTCCGAARGCAGUTACAGGTCA
CTCAGTARGTAGTAATCCAMITACATTAACTGCACCOOCAGCTCATACTUTCAACACAACTUAARTTGTGAARGATTATG
GTTCAARTATAACAGCAGCTGARATTAACAATACAGTTCAAGTTGCT.! AATARACOTACTAGCAACGATTAAAMATOGCACA
GCAATG MMMWMTMWMMTMMT&WWM
AGTACAAGAGTCCATTTTCACAARAG CGOATAAACOTGAGTTAATCACAGCTARAMATCATTTAGATARTCCAGTARGCA
CTGAAGBOTAAAAROCCAGOTACARTTACGCAUTACAATAATUCAATGCATAATGCG CAACAACRAAATCAATACCGOGARA
ACAGAAGCACAACAASTGATTAATAATOAGCGTOCARCACCACARCARDTTTC TGACGCACTARCT: ARAGTTCGTOCAGC
ACARACTAAGATTOATCAAGCTAAAGCATTACTTCAAARTAARGAAGATAATAGCCAAT TAGTAACGTCTARAAATAACT
TACAAAGTTCTGTOAACCAAGTACCATCARCTGC TGGTATGACGCAACARAGT, 'ATTGATAACTATAATUCCOARGARGCTOT
GARGCAGAAACTGAAATAAC TGCAGCTCARCGTG TTATTGACAATGGCGATACAACTOCACARCARATTTCAGATGARAR
ACATCGTGTCOATAACGCATTAACASCATT AAAC CAAGCCAAACATAATTTAAC TUCAOATACACATGCCTTAQRGCARG
CASTGCAACAATTGAATCOCACAGGTACARCGACTGG TARGAAGLUGACAAGTATTACTGCTTACAATAATTCAATICGT
GOACTTCAAAGLGACTTARCARGTOCTARARATAGCGCTAATGCTATCATTCAGAARCCARTAAGRACAG TGCAAGAGAT
ACAATCTGCGTTAACAAATGTARATCOTUTCAATGACCCATTAACGCARGCAATTAATCARTTAGTACCTT TAGCTGRTA
ATAGTGCTTTAAGAACTGCTAAGACGAAACTTGATONAGAAATCAATARRTCAGTAACT! ACTGATGGTATGACACARATCA
TCARTCCARGCATATORAAATOCTAANCT TGCAGOTCARNCAGAAACAACAAATGCACARARTGTTATTARCANTGUTOA
CGCGACAGACCAACAAATTCCOGCAGAAMAAACARAAGTAGAAGARAAATATAATAGCT TAARACRRGCARTTGCTGOAT
TAACACCAGACTTOGCACCATTACAAACTOCAAAANC TCADTTG CAAAATOATATTGATCAGOCARCGASTACGACTGOT
ATGACAAGCOCATCTGTTUCTGCATTTAATGACAAACT T CAGCAGCTAGAACT. ARMATTCAAGAAATTGATCGCOTACT
AGCATCTCATCCAGATGTAG CAACOATTCGTCARAACCTCGACAGCAGCGAATGCTGCTARRACAGCACTTGATCARGCGC

ARACTTACAACGTGCGAANCAGAAGCAACAANTGCGATTACGCATGCARGTGAT TTAAACCARGCACAAAAGRATACAT
rmmmmrmmmmmﬂmmnnmmmmmﬂcma
ATGACAGGTTTARAACGTUOCOTTGCTAATCATAACCARLTCGT: 'ACRAAGTGATAATTATOTCRACGCAGATACTAATAA
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Fig. 2.6
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SEQ ID NO 46 secuencia de polinucledtido

ATGGOTAACTTACAAACGGCTATCAACGATARITCAGGANCATTAGCCAGC CARAACTTCT TUGATOCTAATGAGCARAR
ACGTAATGCTTACAATCARUCTATATCAGCTGCCEAARCCATTTTAAATARACARACTGGRCCGAATACAG CARARACAG
COOTTGANCAAGCACTTAATAATC TTAATAGTGCORAACATGCATTARATOGTACGCARMAC TTARRTARTGCOARACAR

AGCRAAGTCAAAACTATACAGACOCAAGTCCGAATARCCAA TCAACATATRATAGCGCTGTGTCAARTGOGAAAGITATCA
TTAATCAMACTAACARTCCARCTATGCATACTAGTACGAT TACCCAAGCTACARCACARI TGAATARTGCTAANAATGAT
mmmmﬁmmmmcﬂmﬂmﬂammcmru
CCAMAATCTOCAATCTCATCACAAATTAATCGTGCAGS T CATOTRAGTGAGGTAACAGCTGCT AAAAATGCAGCAACTG
AGTTAAACGCGCAAATGGGCAACTTGGAACAAGCTATCCA' TOATCARARCACAOTTAAACAAGGTOTTAACTTCACTGAT
GCAGATAAAGCTARACOTGATICTTATACAAATGCGGTARGCAGAGCACAAACAATTCTAAATAARACGCARGOTUCAAR
TACCTCTAAACAAGATG TTGAAGOGGUTATICARAATGTT ACARGTGCTARAARTGCATTGARTGGTGATCARARCOTTA
CAAATOCGAAGAATOCAGCTARAAATGCATTAAATAACT TAACCTCAATTAATAATGCACARRAACG TGACTTAACAACT
AAMTTEATCAM CARCAACAUTAGCTCGTITTAAAGOGCT: ATCTAATACAGGTACACAATTGARTACAOCGATUGCTAM
CTTOCARAATGGETATTAATGATARAGCCAATACTTTAGLG AGOGAAAACTATCATGATGCTGATICATATAAGAARACTG
MATMWAMMRMWTWMMMTM
mmmmmmmmmmmmmmmmm
CACTACTATAAACGGCCTTCAACATTTAACRACAG CACAAAAMAGATAAATTGAAACAACARGTGCAACAAGCACARARTG
TTGCAGATGTAGATACTGTTAAATCARGTGCCAACACATTAAATGITGCTATGOCTACCTT, AAGAAATAGCATACARGAT
AACACAGCTACGAAAAATGGCCAARACTATC TTGATGCTATAGRACGTAACARAACAAACT 'ATAACAATGCTGTTGATAG
mﬂumﬂummmmmnmmnmmmmmmr
MMHMAMWTMWWMWWTWWM
AACTTAAATAAAGCGCAAAAAGATICOTTAAAAGCACARC TTACARGTG COCAACGTGTTGCAARTGTAACAAGTATCCA
ACARACTGCAAATGARCTTAATACAD CTATGOGTCAATTACAACATGG TATTGATGATORAATGCARCARARCARACTC
ARAAATATCGTGACGCTGAACAAAGTAAGAARRCTGCTTATGATCARG! CTOTAGCTGCTOCGAAMAGCARTTTTARATAAR
CAAACAQGTTCCAATTCACATAAAGCAGCAGTTGACCATUCATTACAACARDT. ARCAAGTACGAAAGATGCATTGAATGS
GOATECTAAACTGGCAGARGCIAANGCOOCAGCTAGACARAACTTAGA TACTT TARACCAT! ATTACGAATUCACARCGTA
mwmmmmmmmmrmmmmm
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Fig. 2.7

ACRAGCGCAMAATUTAGTTOOTOTAMA TCE TG TTARAGATAAGGTAATACATTAAATACTGCCATGGG TGCATTACGTA
CAATTATCCAMAATGATAATACGACGARAACAAGTCAARRTTATCT TGATACATCTGATAGCAACARAAATARTTACAAT
ACTGCTGTAAATAATACAMATGCTGTTATTARTCCARCGRACARTCCAAATATGCATGCTAATGCGATTAATGACATCGC
AARATCAAGTCAATACAACARAAGCAGOGTTAAATOGTGCR CAAAACT TAGCTCAANGCTAAAACAAATGOGACGAACACAR
TTAACAACGCGCAAGACTTAAACCAAAARCAARAAGATGC ATTARARACRCAAGTTARCAATGCACANCO TGTATCTGAT
GCAAATAACUTTCAACATACAGCTACTGAATTGAACGO TCCOATGACAGCACTTARAGCAGCTATTGCOGATAAAGAAAG
AACAARAGCRAGOGS TAATTA TG TCAA TCCTGATCAAGARRRACGTCAAGCETATGATT CAARRGTUACTARCGCTGAAR
ATATCATTAATGETACACCAAATOCGACATTAACAGTCAR TCACSTARATAGTGOGGCATCACAAGTCAATGCGACTAAR
ACAGCATTAAATGGTGATARCAACT TACG TGTAGCGAAGAGCATICTAACAATACAATTGACGUCTTAGCACAATTGAA
TAATGTACRAMAAAGCAAAA T TAARAGAACAAGTTCAAAG TOCAACTACAT TAGATOG TG TTCAAACTUTTARRAATAGTT
CTCAAACOTTGAATACAGCGATGAAAGOCTTAAGAGATACTATTGCGAATGAAGCARCGATTAAACROGTCARARCTAC
ACTGACGCAAGTCCAMTAATCATAACGAGTACGACAGCCCAGTTACTCCAGCAARRGCARTCATTAATCAARCATCGAR
CCCAACCATGGAACCARAATACTAT TACGCAAGCAACATCH CAACTCACAACTAAAGAACATGCATTARATGATGOGCAMA
ACTTAGCTCAACCTAAGACAACRGOGAAAPACARCT TGRATAACTTARCATCAATTAACAMTGCACAAARAGATGOGTTA
ACGCGTARCATTGATGL TOCAACTACAGTAGCTGGTG TAPATCARGARAC TG CARRAGCARCAGAATTAAATAACGCAAT
GCACAGTTTACAARATGGTATCARTGATAAGACACARMACAAAACAAACTCAGAAMTACCTAGATGCTGAGCCARGTAAGA
AATCAGCTTATGATCAAGCAGTAAATGCAGCAAAMGCAATT T TAACAAPAGCTAGTGGTCARAATOTAGACAARGCAGCA
GTTOAACAAG CATTACAAAATOTAAACAGTACOAAGACGGCOTTOAACOOTGATGCOARAT TAAATCGARGCTARRGC TGO
TCOGARACAAACCTTAGGTACATTAACACACATTAATAATGCACAACGTAATOCUTTAGATAATGARRTTACACARGCAR
CAARTGTTGAAGUTGTTAATACAGT TAAARICCAARGCGCRACAATTAGATGOTGC TATGGUTCAATTAGAARCATCAATT
CGTOATAARGACACOACOT TACAAAGTCAAAATTATCAAGATGCTGATGATGCTARACGARCGGCTTATICTCAAGCAGT
AAATGCAGCAGCAACTATITTAAATAAAACACCTGGAGORAATACACCTAMAGCAGATGTCOGAMOAGCAATACAAGCTS
TTACACAAGCCAATACTGCATTARACGG TATTCAARACTTAGRACGTOCGARACAGACTOOGAACACAGCUATTACAART
GCTTCGAACTTAAATACAAAACAARAAGARGCATTORAAGCACAAGTAACARG TGCACGACGCGTATCTGCAGCARATCG
TGTTGAACATACTGCGACTOAATTARATACTGCOATUACRGCT T TAAAACSTGCCATIGC TGATAARGCTGACACARANG
CTAGTUCTAATTATC TCAATGCTUATGCOGAAT AAMACGCCAAGCATATGATAAAAAACTGACACCTGCAGAACATATCAGTT
AGTGGTACACCAACACCAACOTTARCACCATCAGATC T TACARATCCAGCAACGCARG TAACGARTCCGANIACGCAGTT
AAACGGTAATCATAATTTAGAAGTAGOGARACRAAATGCTAACACAGCAATTGATGG T TTARCTICT TTAARTGOTCOGE
AAAANGCAMACTTAAAGAACARGTGGGTCAAGCGACGACATTACCAAA TG TICAAACTCTTCCTGATAATGCACAMACA
TTAAACACTOCAATGAMAGGTCTACGACATAGCATTOCOAATGAAGCAACGATTAARGCAGG TCARAAC TACACAGATEC
ARGTCARAMACAAACAAAATGACTACAACAATOCAGTCACTACAGCAAAAGCAATCATTGGTCAAMCAACTAGTCCATCAR
TARTTGCGCAAGAAATTAATCAAGCOAARGACCARGTGACAGCTAARCAACAAGCGTTAARCGOTCAAGAARACTTAAGA
ACTACGCAAACARATGOOAAGCAACATTTGAATGACT TARGTGACTTAACTAATGCACAARARGATGCAGOGARACGCCA
AATCGAAGUTACAACGCATITTAATGARG TAACACAAGCCCAARATAR TG COGACGCATTAMATACAGCTATGACGAACT
TOAARAATGGTATTCAAGATCAAMATACGATY AAGCARGCTCT TAACT TCACTGATGCAGATCAAGCCAARCGTARTCCA
TATACAAATGCAGTGACAOCARGCTGAACAARATTT TARATARAGCACANGETCCAAATACTGCARRRGACGATATCGAAALC
TGCGTTACAAAATOTACAACGTGCTAAAAACGAATTGAACGG TAATCARAATGTTOOGARCGCTAAGACARCTGCGAAAR
ATGCATTGAATAACCTTACATCAATTAATAATOCACAARPAGCAGCATTCAMA TCACAAA TTOAAGGTGOGACARCAGTT
OCAGGTGTAAATCAAGTGTCTACAATGGCATCTGAATTARATACTGCAATGAGCAACTTACAACOTCGTATTAATGACGA
AGCAGCTACAARAGCAGCTCAGAARTATACTGARGCAGATAGAGATAAACARACTGCATACAATUATGCTG TAACAGCAD
CTARARCUTTATTAGATARAACAGCTGOTTCAAATGACARTAAAGTAGCCOTTAAACARGCATTACAACCTGTGARTACT
GCTAAAACAQCATTARATAATGACGCGCGATTARATGARCCCAAGAACACAGCTARACAACAATTAGCOACARATGTCACR
TTTAACTARTGC TCAAAAAGCARACT TARCRGAACARATTGAACG TG TACAACTGT IGCTAGTGTT CARGGCATCOCAAG
CARATGCTGOTACTTTAAATCAAGCARTGAATCAATTAACACARAG TATTGCT ICTARRIATGCUACTARATCAAGOGAA
GRTTATCAAGACGCOGAATGCAGATTTACARAATACATACAATGATICGCATAACTARTUCTGARGG TATTATTAGTGCAAC
GAATAACCCTGAAATGAATCCTOATACAATTAACCARAARGCGAGCCARG TGAACAGTGCGAAGTCTGCATTGAACGATG
ATGAARARATYAGCAGCAGTAAAACAAACTGCGARATCAGA TATCGOTOG TTTGACAGAC TTGAACAATGCACAACGAACT
GCGGCAAATGCTGAAGTCGATCAAGCACCARATCTTGCACC TG TCACAGCOGCTAARAATAAAGCAACATCGTTAARCAC
AGCOATGGGTAATTTGAARCATCCACT TACTAARAADGATAATACUARACG TACTGTCARATTACACAGATGCOGATCAAL
CAAAACRACAAOCOTATGATACTGCAGT TACACAAGCAGFAGCAATTACTAATGCARATGGCAGTAACACORATGARACA
CAACTTCRAGCAGCCCTTAACCAATTGAATCAAGCTAARAARCIACTTUAA TGO TAATAATAARGTTGCTCAAGCOAARGA
ARCAGCARAACGTGCATTAGCTTCATATASTARCT TAAATAACGOGCARTCAAC TOCAGCAACTAGTCAAATIGACAATG
CAACOACAOTAGCAGACUTARCTGCTCCACAMATAC TGCTAATOARTTARATACAGCAATOGGTCARCTTCARAATGOT
ATTAATGACCRAAACACTGTTAAACAACAACTOAACTTTACAGATCC TGACCARDOTARGAAMIATGCTTACACAAATGC
TOTTACCAATGCTCARGGTATTTTAGATAAMGCAAACGGTCARAATATOACAARAGCACAAGTTAARGCTGCATTAAATC
ARGTAACGACTGCTAAGAATGC T T TAAACGG TGATGCAALTG TAAGACAAGCAAMAATCACATOCGARAGCAAACTTAGGT
ACATTAACACACTTAAATAATGCACAAAAACAAGATT TARLCATCACARRTCOARTGOTOCARCARCAGTCAACGGTGTAAAR
TAGTGT TARAACGAAAGCACARGACTTAGATAGTGCAATCCARCAAT TAGAGTCAGCAATOGCARATAARGATCAAACTA
AAGCGAGCGARAACTACATTGACGCAGATCCAACT ARGARRAC AGCATTTORTARTACCATCACACAAGCTGAATCTTAC
TTAMATRRAGATCATGGTACGARTARAGATAAGCAAGCTCTTGARCARGCAATTCARRGTATAACATCTACTOARAATGL
TTTCAACGETAACGCGARCTTACAATOOC CTAARACTGRARGCTACACAASCTATCGATAACTIGACACAA TTGAATACAL
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Fig. 2.8
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CGCAAITCCTOATARACARGGTOCT TACACTAATOCATAT AN TCCTUCCARGAR TATCOTAAATAOTTCACC TAATGTOR.
TTACAAATCCAGCAGATOTTACTOCGICAACACARCGTGT CAATART CTGAAACAAGTTTARATOOTGATACAMACTTA
mmmmmcawmmmnmnmmmmnﬂm
TCAAATTGATACCGOGACACRRG TAACTOGTOTACAAAGTSTOARAGACAATGCAACARATC TTAACAATGCAATORATC
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CGAATAAAAMGGATGCTTACAATAATGCTG TCACARCTUCACRAGGTAT TRTTUATCAARCTACAAALCCTTCATTAGAT

mmmmﬁmmmmmﬂmmmmrm
AARCARMAGCTOATGOTAACTT TG TCAATGCAGATTCTGACAAGCAAARTGCATATARTCAAGCACTAGCOARACCTUAA
GCATTARTTAGTGG TACGCUTOATAT TG TCGTTACALC TAGCGAM TTACTGCAGOGTTAAA TAMMG TTACOCARGTTAR
AAATGATTTAAATGGCTAA TACAAACTTANUCAACSOCGAMACARRATC TTCAACATGCTATTCATCAATTGCCARACT TAR
ACCANGCGCAACGTOATGAATACAGCARACARATCACGCAAGC AACACT TGTACCAAACGTCARTGC TATTCAACAAGCY
GCAACAACGCTTAATGACUCGATGACACAATTOARACARGG TATTGCGAATARRICACAART TAMAGOTAGCIATAACTA
mnmmmrnmmommnmmtammmmﬂmm
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ARATTAGCTOATGCCARACAASATGCTAAGACAACACTTGG TACACTAGATCAT TTAAATUATAC TCAMAAACAAGCGCT
AACARCTCAATTTGAACAAGCACCACATATIGCAACAGTTAATAATO TTANGCARAATOCT CAAAATCTGARTAATGCTA
TOACTAACTTAAACAATACATTACAAGATAAMACTGAGAC ATTARATAGCATTAACTTTACTUATGCAUGATCAAGCTAAG
ARRGATOATTATACTARTGCGITI T CACATOCAGAAGGTATTI TATCTARRGCARA TGGCAGCAATGCAAGTCARACTOA
AGTAGARCAAOCTUATOCAACGTOTGARCGAASCGARACAR GCATTGAATOGTAATGACARTO TACAACUTGCAAAAGAT]
CAGCOARACAAGTAATTACAAATGCARATGATTTAARTCI AGCICARARAGATGCATTRARACAACAMITCOATGCTGOS
CAAMCTGTTCCARA TG TAAACACGATTARGCAARCAGCACAAGAT T TARA TCARSCAATGACACAATTAARACAAGGTAT
TGCAGATARAGACCAAAC TAAAGCAMTGGTAACTTTGTCANTGCTGATACTGATAAGCARARTGCATATAACAATGO0G
TAGCGCATICTGAACAA TCATTAGTGGTACACCAAATGCAAACCTGAAT CCACAACAAG TGGCTCARGCUTTACARCAA
OTGAATCARGCT! ARGGGTCATTTAMACGATARCCACAACTTACAAGTTGCTAMGACAATGCAAATACAGCCATTGATCA
mmmmmﬂmmmmmum
CTATTAAGCAAAATGCTAATGCOGTTARATAA TG CAATGGLTACOTTOAAACAACAAN T TCARGCGAATAGTCARITACCA
CARNTCAGTTGACTTTACACANICAOATCARGACAANCAACAAGCT TATAACARTGCAGC TAACCARGCGCAACAAATCTC
AAATCGCACACCAACACCTOTATTOGCGCCTAATACATTARCAAAAGEAG T TACARCTATGAATCAAGCGARAGATOCAT
TAAACGOTOATGAAAAAT TAGCOCARGCGAAACARGATACT TTAGCAAATCTIGATACGTTACGTGACTTARATCAACCA
CAACGTGATCCATTACOAAACCARATCARTCAAGCACAAGCTT TAGC TACAGTTGAACARACT. 'AARCAAAATGCACARAR
WTMMCMWWMMAWTMTWWW
CTOATGTCGATAAGCARACAGCATATACARA TG CACTG TCT CARGCOGARGG TAT TATCAATCAARCIACRAATCCAROD
CTTAACCCAGATGACATTACTCOTOCATTARC TCAAG TGAC TGATGCTAAAMATAGCT TARACGG TOAMGCTARKT TAGC
CACTGRAAAGCARMATOC TAAAGATOCCUTAROTGGAATGACGCATTTAACGA TGCTCAAAAACAAGCATTARAAGTTC
AMATCGATCAATOCCCTGARATTACTACAG TGAACCAASTTARACAAACAGCAACGAGCCTAGATCAAGCAATOOATCAA
TTATCACAAGCTATTAATGATAAAGATCARATAT TAGCOGACGG TAATTACTTARATGCAGATCCTAACAAACARAATGC
GTATARACAGOCAGTAGCAAAAGCTGAAGCATTATTGRATARNCARAGTGATACTAATGAAG TACAAGCACARGTTGARN
GCATCACTAATGAAGTAARCGCAGCOAARCAACCATTAARTGGTARTOACART T TOSCAAR TOCAARRACAACARGCARAR

219



20/58

Fig. 2.9

mmmmmummmmmmmmmnmamm
TMWMRHMWEEWMMﬂAﬂmTMTA

MWMWWMMTWMGMCMTMMTATAWM
CCAGAGCAACRAAACTATA AﬂmmTMTAﬂANMWﬂMATMTM
mmmrmsuamnrmmumwmmmmmmmrm
Amnmﬂmmcmrrmmnﬂmucnmmmmmmamucr:rrum'rm
GARACAACTACAACAGCAGTTAAGC AMGATTTGACTGAAG "ACAAGCATTAGATCAACTT 'ATGGATOCATTACAACAANG
rnmcmmmrammmrmmmm
WMTAMWAMTMECMRMTMWMW
ﬂcmrnnrﬂmmmnmmmnmmrmmmm
rcnmmrcuﬁncmcmmmmmmmuumcmmnm
mmmmnmmmmﬂmm 'ATTAAGGATCAACCACARACT

AGCACTTAACCAAGCAATGGAAGCTTTROGT ARTAGCATTCAAGATCARCAACARACAGARTCTGG TAGCAROTTTATTA
Amrmmmmmmmmmnmmm
mmfmmmmmmmmmmmm

TCCOCAACGTCARGCACTTGARM

ACATTACGAMTAGTATTC AASATCAACARCAARCOGARGOGGOT! AGCARGTTTATCAATGARGATAAACCGCAMARRIR
mmmcmmmmnnmwummmmm
mnmmnmcmmmmmmmmm
mmmmmmucummmmmmcmnmmummmm
mmmnmmmmmmmmmrmm

GTAGCACTTGCT! m&mmmrmmcwmumAﬂmummmm
marcmmrcnﬂmmﬂﬂumrmmmrmmmmmm
RTCMMTWWMTW ATGTCATGCAGATACACAAGTC

mﬂmmnrmnmmmmnmmnnmm
GAAACGCTAARTAAAGCAT CTCGAGTAATTAATAGRGCAALT. AAATTAGATAATGCAATGGOTGCAGTACAACARTATAT

TCTCAAGTTCARACAGCAGGCARCCRCQCOR”
CTAATGARATACCAARRGC AAAAATTGATOCCAATARAGACS TTAATANGCAAGTTCAAGCAT PARTTGACOAAATTCAT
CORMATCCAAATCTAACAGATAAGAAAARACARGCACTT. AARGATCOTATTAATCAAATACTTCAACAAGG TCATAACGA
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Fig. 2.10

nnmmmmmmmmmmwmmmmmnnmmn
TAGTCAARGCT: mmmmcmmnrmmmuﬂummmmmm
ARTCTAACAGATAASGGAAMAACAAICACTTAAMG ATCOTATTARTCARATACTTCAACAAGUTCATAACGAICATTARCAR
mmmnmmcmmmmﬂ AAAACAAATTAARGATTTASTGAAND

CAAGATATTCTTGCACACATAARCTTARTTGATCAGCTTT SAGCAGARGTTATTGATACACCATC!
TOATAGCTTAAMCAGCARAAGT TGAAGTT] mmmmmmmmmm 'AG
mmmnmmnmmmmm ARTCOARAATGCCGCACAACRARAGAT TGRTGARATCAAT

TCTTTTACCAGTARATTTATATUTARAACCTGAGTT RARMCATACAATTGASTTATATCACGATARTGARMMACRAGATA
GRAAAGSGAATTTTCAGTATCGAAR
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Fig. 2.11

SEQ ID NO 48 secuencia de polinucledtdo

ATGRGTGRARCICTTCATARCACTETAGGATCAGOAATAT TACCTTATCRACARGAGATACOTATCAAACTTACTAGTAA
TOARCCARTTAAAGATAGTGANTOGTCTATTACAGGATATCCTAACACUCT TACAT TACAAAACGUTATAGGTAGARCAA
ATAATGCTACTUAARRARACTTAGCTCTTOT TOGTCATATIGATCCAGGAAATTAT TICATCACTUTTAAOTT TAOTGAT
ANCTAGAMCAATTTGAAATTAGATCARMARCCAAC TCCACCAAGAATCAT TACAACTOCTARTGARNTTACGTGGAANTCC
TAACCATAAGCCTGRAATAAGAGTAACAGATATACCAARTGATACTACTGCTAAAATCARACT TGTGATGGGCGIARCCG
ATGGCGATCATGATCCAGARATAARTCCATATACTETCCC TGAARACTACACAGTAGTTGCAGARGCATACCATGATART
OATCCAACTAAARATGRGGTCTTAACATTCCG TTCATCAGACT ACCTTARAGATCTACCATTAAGCGOTOARTTAAMIIC
AATTOTTTATTACARTCAATATG TACAATCARACT TTAGCTARAAGCOT TCCG TTTASTAGCUNTACAACACCACCTACAR
TTAATGAACCOGCAGGACTAGTTCATAAGTATTACAGCCGROATCATOTAGARATTACTCTTCCAGTCACTAATAARTACT
GGCOGTTCAGGTTTAMAGATG TAAACOTCAATTTACCTCAAGGTTGAACAARAACCTTTACAATCAATCCTARTARTAR
TACTGAGGGTACGCTTARGTTAATTGUTARTATACCTAGTRATGAAGCATATARTACGACATATCATTTCAATATTACTG
CAACCGATAATTCTOOARATACAACAAATCCAGCTARARL ST TTATTTTARATGTTOGTAAGT TGGCTUATGATTTRART
CCAOTCGGATTATCTAGAGATCAACTACRATTAGTOACAGRCCCTY CTTCATTATCTAATTCCGAACGAGARGAGTTARA
AAGARARATAAGTGARSCARATOCTAATATARGATCATAT TTATTACAAARTAACCCARTACTCACTGGAGTARACGGCS
ATGTTACATTTTATTATAGAGATGETTC TG TAGATATTAT TOATGCTGARRATGTAATCACATATGAGCCCGARAGARRA
TCCATTTTCAGTOAAMA TGO TAATACAAATAAAAAAGAMICAGTAATCACTAT TGCTAGAGGACAARAC TATACCAT TGO
TCCAAACTTAAGAAMTAT TTCTCATTARG TARTGGTTOOLATTTACC TAATAGRIATT TEACCTCTATATCAGCTATTO
QATCTTTACCTTCATCC A TGAAATTASTCOACTCAATOT TOGAARTTATAACTATAGAGTTARTGCTARARATGCTTAT
CATAAGACTCARCAAGAACTTARTTTARAACTTAMAATAG TAGAGGTTANTACACCTACTCGTAATARTCGTCTATATAG
AOTTAGTACTTATAATTTAACTARTOATGARA TCAATARANTCAAACARGCATTTAAAGCAGCTARTTCTOARCT TARTT
TAAACGATAACGATATCACTGTTTCGAATARCTTTGACCA TAGRARTGTTAUTAG TGTGACAGTAACTATACGTARGGAC
GATTTGATARAAGAOTTTTCATCAAATCTCAATAATATGAN TTTCTTACUT TOAOTTAATATAAGUGATGATTATACCAT
TTCCTGGACTTCTAGTAAGATTCAAGOTAGAAATACACATGI TG GATTAGAATGETCACCAQATCATAARTCACT TATTT
ATAAATATGATOCAACATTAGCTAGACAARTAAATACTAATGACGTGT TAACT T TACTTCAAGCARCAGC TARARACTCA
ARTTTACGTTCAAATATCARTAGTAATGAAAAACAGTTAGCAGRACGAGGG TCTAATGGCTATTCTAAATCTATARTTAG
AGATCATGGOGAGAAATCT TATTTACT TARCTCARATCCTATTCARGTATT AGACTTAGTAGAACCAGATAATGGTTACG
CTCGACGTCARGTCASTCATTCTAACGTTATATATAATGARAARAR TTCTTCTATCOTAAA TGGTCAMGT TCCAGAAGCT
ARTGCCCCATCOCCTTTTARTATTGATAAAGTTG TTAAAGCTAA IOCGGCARATARTOSTATTATGGGTGTTATCTATAR
GGCACAATTATACTTAGCACCATACAGTCUARAAGOTTACAT TGAMARATTAGGCCARAATTTAAGCATACCARTAACT
TORTTAATGTTTATTITC TGCCTTCTGATAARG TARATCCTAGTATAAC TG TRGG TANTTACGACCATCATACOOTATAT
TCTGGTGAMCATTTAAAARTACTATCAATGTAARTAATANT TATGGATTAAATACAGTAGCTTCTACARG TUATAGTGC
ARTTACTATGACCAGARACAACAACGAGTTAGTAUUTCAGUCTCCTAATGTTACTANTAGCATARATAAAAT TG TAARAT
TTAARGCCACAGATAAAAGTGGAAATCARAGTATTOTTTCTT TCACAGTAAATATAARACCATTARACGAGARATATAGR
ATAACAACTTCATCAAGTAATCAAACACCATTOAGAATTAGTARTATTCAARACARTOCTAACCTTTCAATTGAAGATCA
ARATAGAITARMATCTTCACTCAGCATGACTAAMATTTTAGG TACAAGARATTATUTCARTGAGTCARATARTGACTTTC

Ammmmmmmmmmmmmncm
GGOTT! urnmscmrurmmmmmwmmmnmcmmuﬂmr
mmmmnmm&rmmmmmnﬂmmnnwm
mmmmummmunmmmmmmmnmm
TGGACTTCATATGGGCCCARGUATCAGOCACACCANGTICTOUT, ANTOCAGGTTCATTTACTAARACAGTTACGOTAGTT
TAMCMWMMMAWTW&MTMMMT
mmuﬂmmucmmmmmmnmmmnmr
wmucmrnmrnncmnmcmﬂmnmmrumﬂmmmmn
Wﬂﬂmmcmmrm\mnmmtmrmm
mrmrawmmmmmmmmﬁmmm
ATCATATTARAATAATTAAAGGTACAAACTATAATTTTAATGACTTCAATAGTTTCATAMGTAATATACCAGCCCATTCT
ACTCTTACATGAAACGAGOAGCCTAATAGT TGGAAAARCAACATCGOTACTACAACRAAAARCTOTTACAGTTACTCTACC
TAATCATCAAGGTACGAJAACTGT. AGATATTCCAATAACAATCTATCCAACAGTTACAGCTARGAATCCAGTAROAIATC
ARARAGGACAAAACTTAACCARTGUTACTGACGTTT, ATAATTATATTATTTTTOARRRTAATAACCGTCTTOGAGGRACA
MWMMTMTWWMMMHAW
CATATCTACACCATTAGAAUTTCC IGT TARMGTUTGGGT. ATATAATTTTGATTTCACTCAACCTATCTACAMAATTCAAG
TAGGAGATACATTCCCTARRGOAACATGGGCRAGO CTATTACAAACRICITGAAAATCGACAGGGATTACCAATAGATICT
TGGAMTTTTATTGGAACCAGCARAGTACAGGARCTACTAGTGATCARTGUCART CATTAGCATATACTAGARCTCCTTT
TCTTAAANCTGOT, ACTTATANTOTCATTARTCCTAGCAACTGGGGTOTT TGOCARACATCACAATCAGCTAARTTTATAG
TTACARRTCOTAAACC TAATCAACCAACCATAACTCAGTC TAAAAC TGO TGATGTAACAGTRACACC TGITCCIGTGCUT
AATATACTARTARGTIGSACARATUAT TATATCCAAGCATC TGCAGATARGATTATTATTAATAAART GCARATARATT
mmmﬂmrmmmncmmmnumnmmn
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Fig. 2.12

armmcmtamrmﬂmmmmmmrmmm
mrmmmmmmmmwmrm
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GCATCTGTAAGACGCTATAATUARGCCATTTCAARTATTAG AARAGAATTAGATACAGCTAAAGCGCATCCARITAGTAC
WMMMWMWWMTMTMTWMWN
mﬂmmmmmrum-mm RARAAACGTTTACANGACGCTGTARRT

mﬂnmrmnmnnﬂmmﬂurmmmmmrmﬁnmmmn
MWTATWTATMTAM“MWATMMMTM

nmrummmmnmmmmmmmmm
mmmmmmmmmmnmmmum
mcccrmcmmmmmmmmammmmmnmmmrm

TARAATTAATGAARCCGTTCARACAGACGCT: ATGACTCAACAATCTOTTOAGARTTATARGCAAGCTARAATAARAGCTC
MWMWMAWWA“MTMWMGAWQWWWTMM

mﬂmmmmmnnrmmmmmmmm
MWMWWMMWMMMTMA

mmmmwmtmmmmmrummmmu
WMMMMMTMWWGWAMWAMH
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Fig. 2.13

GAGACGCAATACARTAACOCT AMATCAGARGCACAT CAMTTCTIGAAM TAGTAACCCTTCAGTTARTGRAGTAGCACA
AGCATTACAAAAAGTTOAAGCTUTACAACT TARATTTARTGACCCGATTCATATACTTCAAAATARRGAGAATAATAGTO
CACTTGTCACAGCT! AANAATCAACTTCAGCARTCAOTTAATGATCAACCATTAACAACAGUTATCGACTCAAGATTCTATY

AMAWTMMMﬂmﬂNMMMHMMA
CAAACTGATGGTATAACACAACAATCTATAGAGICTTATCAARACGCTARACS CGTAGCCCARRATGAATCTRACACTEC
TTTAGCA TTAATTAATARCGOCGATGCCGATAARCAACARATTACAACTGAAACAGACCGASTCARTCAGCAARCTACAR
mﬂmmmrmmﬂmﬁmmmmm
mmmmmmmmmmﬂnmmﬂmm

RGATTAGARAACAGTATITAACCAACAAACAGATACTGACGGCATAACTCARGATTCGE T TARCANTTATARTOATARATT
AGCAARAGCTAGACTAAAACCTTGAAARAATATCTAMAG T TT TAGL TGATCARCCTACTUTAGCTGAAATTAGNCARAATA
mmmmwmmmcmmmﬂmrmnﬂmr
CRTA'ITM‘I‘MMNI'ITAMTWCMBATMHHMMWGMMTM
TACTTTAGAAACGATTAAAAATAAGGCTOATACTTTARATCAATCTATGACAGCATTAAG TGAAASTATTGCAGATTACG
ARAATCAAAANCAACARGARAATTATT TAOATGCATCTAACAATAARCATCAAJACTATAACAATGCAG TCAATGOGGCT
ARAGGTATTTTAAACCANACTCARAGTCCORCAATGAG TACTAATGTGATTGATCAAAARGC TOAAGATGTTARACOTAC
GAARACTGCGTTACATGGAAA TCAAAGATTAGAAG TTGCTAAACARCANGCACTTAATCATTTAAATACCTTARATGATT
TAARCOATGCTCAGCGACAAACTTTAACTGATACTATAAATCACTCTCCAAACATCAATTCAGTGAA TCARGCTARRGAR
MCMTMWWWAMHMIWMW&M
TTACATTAATOCAGATAAAGACARAANAGATGCTTATAATAACGC TG T TAACAATGCTAAACAACTGAT TAATCARTCTG
ATGCTARTCARGCACAACTTOATCCASCTGRAATTAATAAAGTTACACARAGAGTCARTACUACTARAARTAATCTARAT
GGTAATGACARATTOGCTUAAGCTAMAGRGATGCTAATACAACCATTGATGATT TAACT TATCTARATAARGCTCARCY
TAACAAMICTAARGARAATUTAGGCAAAGCTTCTACAAARACAMTATTACGAGTCAGTTACAAGATTACAATCAATTAA
ATATTOCTATCCAAGCATTACGTAACAGTOIGAACGACG T TARCAATG TTARAGCAAATAGCAATTATATAAATGAAGAT
ANTGATCCARRAGARGCTTACARTCAAGCOCTTACTCATECTCAAACATTHATARATGCACARTCTAACCCTAARATARA

ACTTARTACATTAGCTGATTTARACACACCTCAGAAAGASCCTATTAAARCAGC TATTAACACTUCTCATACAAGARCTG
ATCTARCTGCAGAGCAAAGTAAGGCTAATCAAATAAMATASTGCRAATGCACACUTTUAGACAAAACAT TTCTGACAACTGAA
TCACTAACARACGAAASTAATTATATTAACGCTGARCCCIAMARACAACATICCTTTACTGAGUCTCTAMTARTUCTAA
AGARATAGTTAATGAACAACAAGCCACTCTTEATOCCAA T TCARTTAACCRAAANGCACAACCOATTCTTACTACTARAR
ATGCTTTAGATCGTGAAGAACARTTACCTOGTGCTARAG AAAATOCCORTCAAGAAAT CAATACOTTARRTCAATTGACT
GATOCGCAAMGARATAGTGRAAARGG TTTAGTCAACAGTTCTCAAACT. AGAACAGARGTTCCTTCTCAATTAGCARRAGE
TARAGAACTARATAAGCTOATGAARCAACTGAATCACCTTATCAATGGTARAAACCAM TAATARATAGCAGTAAATTTA
mmmmmmfhmmmmmﬁﬂmmﬂm
CCTCAATTAGATAARGTAACARTTGARCARGCRATTAATAATATTARTTCTGCAATTAACAATCTAAACGGTUAAGCTAA
ACTCACTAAAGCTAAGAAGATGCTGTTGCTTCARTAAA CAACCTARGCGOATTAACARACGAGCAAARRACARAAGARR
ATCAAGCCCTTAATGGOGCTCARACTAGAGACCRAG TTOCTAATAM T TACE TAATGCTGAAGCAT TAROATCAATCAATG
CARACATTACCTGACTTAGTTAACAATCARAATGCARTACATTCARCAAGTART TATTTTAACGAGGATTCAACTCARAR
CAATACTTATGATAATGCAATTAATAATGGCTCUACATATATAACTOOTCAACACAATCCAGARTTAARTARATCTACTA
TPOATCARA COATTAGCOGART TAACACAGCTRRARRTGATT TACATGOTGTAGAAAAGTTACAAAGAGA TAAGOGANCT
GCTAATCAAGAAATTAGACAATTAGGTTATTTAAATGAC S CTCARRAA TCTUCTGAGAAATCCTTAG TCAACGOTTCARR
TACACOTTCTOARGTAGAAGAGCATCI TARTGAAGCTAAATCATTAAR TAATACAATGAARCAAT TAAGAGATAARGTAG
CTOAARAGACTAATGTCAARCAARG TAGCGATTACATTAATGATTCAAC TAAACATCAACCTGAOTATGATCARGCACTT
WTA“AHMWMMHMTWMWMH
GACTUACGCTCAAMATGCGT TACAAGGTTCACATCTATTAGAAGAAGCTAMAAATAATUCGAT TACTGAAA TCAATAAAC
ﬂm&ﬂmﬂWMWMMMHMM
CAATTAACTTTGOATAGAGAAATARATACTGCARTG CAAGCTTTACGAGATARAGTASGCCAACAAAATAACGTTCACCA
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Fig. 2.14

MTMMTWMMTATAHMMAWAWAWNMM’I‘M‘!BC
TCARCARGTTATCGATGARACTCAAGCARCGTTARG! CTCAGATACAATCAATCAATTGGCARATCCCGTAACTCARGCTA
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mmrmnammnﬂmmrmmmamﬂmmmmm
AGGCTTTAGACAATGCTTTARACOACATAOATAGCT TARACAGT CTCAATGTTCCACAACGCCARACTATTAAGGATARC
ATCARCCATOTUACAACTCTAGAAAGTTTAGCTCAAGAAT TGCAGAARGCAMAAGAGCTT. 'AATGATUCTATGAAROCAAT
mrmnnmmmmnmﬂmmnmmm
Ammmmtmrwrmnmmmmmmrnm
mmﬂrmncmcrnmmnmmmmmmm
nﬁmmmmmmmmﬂmmmn
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Fig. 2.15

TTGCTCTTGAAAACAT TG TTARAARAT TAAGCGACTTTATCAATAARGATOAAQCGUCACAAAATCAATATACTAATACA
mmmnnnmmrmrmmmmm
ATTOCAARATGCTAGAGARAGT TTACATCGTGAGCAARAAL TTCARGRGGCTAARAATCARGC TGTTGC TGAARTTGATA
ummmﬂmmmmmmnmmuwmmm
mmmummmmrmrmm
Gamnmmﬂmmmcmnmmcmnmmmrmmnm
mmmcmmmrmmurmfmcmmnmmmrnr
ﬁmmmmﬂmmmmmummnmm

ATTTTCAGTGCACCARCAAGRAGCCAAGTAGORIAANARATTGCARITGCTARACAATTAAATARTACAATGARAGCACT
TAGAOATTCTATTOCTGATAATARTGAAATTTTACAAAI TAFTAAGTACTTCAATGAAGAT TCTGARCARCARAATGCTT
ATARTCARGCOGTARATAAAGCTAAAAATATAATTAATCATCAACCARCACCACTAATGOCARMATOATGAGATTCAARGT
GTCCTAARTGAACTTAAACARACTARAGATAATTTACATGGTOATCARAAAC TTACTAACGACAMIACAGATGCTCANGC
AACATTARATGCATTAATTRCTTAAATCARGCGCARMIAGG TANTCTTGARACTARAIT TCAAAACTCTARTTCTAGRC
CAGRAGTACAAAARNGT AGTTCAATTAGCAMATCAACTTAATUATGCOATORAARRATTAGATAATS CTTTAACTGGTART
GACGCAATAARACARRSGAGTAATTATATTAATGAAGR TACT TC TCAACARGTTAACTTTOATGAGTATACROATAGAGG
TAAAAACATAGTTCOTGAACAMCARATCCAAATATOTCTCCAAC TAATATTAACACTATTGCTGRATAMATTACTGARD
CTAAARACGATTTACA TGGCGTACAAAAACTARRACAAGCTCAACAACAGTCCATCAATACTATTAATCAMATGACTGOT
CTARACCAAGCTCAAAARGANCARTTARATCAAGAAA T TCARCARACTCARACCOOTTCTGARCTACATCARGTAATTAR
TAAAGCACAAGCTTTAMTGATTCARTCARTACTT TACGTCAAAGT: ATTACTIATGAACATGAAGTTAAACAAACAAGTA
ACTACATCAATOARAC TGTTGCTAATCARACTGCATATAACAATGCCOTTGATCOTOTARARCRARTAAT CAATCARALCA
TCTAATCCAACTATGAATCCTTTAGAGG TRGAACOTOCAACATCARATO TAAANATT TCTAARGATGCACT TCATGG TER
ACGTGAATTOAATGAC RATAAAR TTCAAAAACTTTTGCAG TCAATCAC TTAGATAACCTCAATCAAGCTCAARAROARG
CATTAACTCATGAAAT TGAACAAGCARCTATAGTTTCACAMITARATAATATCTATAACARAGCGAAAGCTTTAAATART
GATATGAAAAAACTTARAGATATCGTTOCTCAACAAGA TARTGTGAGACAATCRAACARTTATATARACCGAGGATAGTAC
ACCTCAAAATATGTACAACGATACAATTARTCATGCACAATCAATCATTGATCAAGTAGCAAACCCTACOATGTCTCATG
ACGAAATAGAGAATGCAATCAATAACATAAAGCATACCATCAATGCACTCGATGRAGAACATAARTTACAACARICRAARA
OMAATGCARRCTTAT TGATTAATAGTTTAAACGATTTAAATOCACCACAAAGAGATUCCATARRTAGAT TGGTTARTGA
AGCTCAMCARGAGARAAAGTAGCTGAACAACT TCAARGTACTCAAGCTTTAAATGACUC TATGANGCATTTRAAGARACR
OCATTCAAMATCAATC ATCCCTAAGACAAGAQALGCAAR TATATTAATGCAAGTGATOC TAAAAAAGAGCANTATAATCAC
GOAGTTAGAGAAGTCO AAAATATTATCAATGAACARCATCCAACATTGOATARAGARATARTTAAGCAACTAACGAATAG
TCTAAATCAAGCGAATAATGACTEAAATGGCG TTGAATTATTAGATGCTGATAAGCARRACOCACATCANTCOATACCTA
CATTGATGCACTTAAATCAAGCACARCAMAACGCATTAARTGAAAAMAT TARTAACGCAGTTACCAGANC TGAROTTUCG
GCTATTATTGCCCAAMGCAAAACTACTCUATCATGC TATGOAGAATTTAGAAGARAGTATCAAMIATARMGAGCARGTCRA
ACAGTCAAGTAACTATATTAATGAAGATTCTGATOTTCAAGARACATACSATANCOCCOT TGATCATG TOACAGAARTAL
TTAATCAAACAS TAAATCCAACTTTATCTATTGAAGATATAGAGCATOC TATCARCOAADT TAATCAAGCGAAMARACAN,
CTCAGAOGTAAACAARRACTTTATCAAACTATCGAITI AGCTGATAAMGAATTAAGTAAATTGGATGATTTAACATCACA
ACAARGCAGTTCAATATCTAATCAANTATATACTGCTAAARCAAIRACAGAAGTTGOCCAAGCAATTORARARGCARAAT
CATTAMATCATGCAATGARAGCACT TRACAARG TATATAAAAATGCAGA TAAAG TOT TAGATAGTAGTCOATTCAT TARC
GAAGATCAACCTOAARAARAGGCGTATCAMARGCTATAARTCATG TTGATTCARTCAT TCATAGACAAACARRTCCTCA
AATOGATCCAACAGTAATCAATAGCATAAL TCATGARS TCGAAACAGCTCAARATAACT TACATGOTUATCAGAAACTTG
CTCATGCACAACARGATGCCGCTAATGTAA T TAATOGTCTAAT TCATCTTAATGTIGCTCAACOTGAGOTARTGATARAT
ACGARTACAAATGCTACAACACGOGARAAAGTTOCAREGAACT TAGATARTGC TCAAGCTCTTGATAANGCTATGGARAC
ACTACARCAAGTAG TTGCTCATAAAMATANTATATTARACOATAGTAAATATTTARATUARGAT FCAMATATCAACAAC
AATACOATCOAGTTATTGCTOATGCCURACAACTACTTAATCAGACAACANA TCCAMCATTAGARCCTTATARRGTCGAT
ATTGTTANGCATAATCTCCTAGCTARCTARRARATACTATT TGUCGCAGAARAACTATCATATAACARATCAMATGCARA
TOATGAMTTAAACATATGAATTATCTTAATAATGCACAAAAGCAATC TATARAAGATATUATTTCTCACOCAGCATTAR
GAACTOAAGTTAARCAACTTCTGCAACAAGLTAMATCCTTGATGAAGCCATAAAATCACTTOARGATARARCTCARITA

rmmmaﬂmnmﬂmumnummmmm
ATAATTATAGACAAGCCUACGACGACAAAATCATCGCTTATGATUAAGCACTTGARCATGCACAAGATATACAARARALT
ARCGCAACCCAAAATOARACAAAACAAGCAT TACARCAATT ARTATATACAGAARCATCOT TAAATUGTTTOGARACATT
AAATCATGCTAGACCHEOAGCTTTAGAATATATCAARTCACTAUARAARATARACAATGC TCAAMAG TCTGCTTTAGAGG
ATARACTARCOCAATCGCATGATTTATTAGAATTAGAACATATTG TCAACSAGGECACARACCTCAATGACATTATGGGT
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Fig. 2.16

GAATTAGCTARCGCAATOOT TAATAACTATS CTCCARCCAAAGCAACTATARATTATATTARCGCCCATAACTTACGCAA
WWAMMAMMWWUMMW“WW
MTEAWMATGRTATAMMWAMWM
GCAGAAAARCTAATTGATAGTTT AAAATTTATTAATAAAGCTCAATTCACACATGCAMTCATGAAATTATGAATACTAA
rrcmmcmummummmammmmmmmmmmmmn
ATARTCAAGCTTTTCCTGTCCAAGCAAGCTC AAATTATATAAATTCAGATOAAGATTTAAMACAACAATT TGACCATGCT
nmummmmmmmmmmmm
GATTAAGGATACTARAGAT] CTTTAAATUGTATCCAACGTTTATCAAAMNGCTARNGCTARRGC AN TTCAATACTTACAAT
CTTTATCTTATATCAATGATOCALA COCTCATATTGCTGARAATARTATTCACAACTCTGATGATTTATCATCTTTAGCA
AATACATTATCTAAMGCTAQ TCATTTAGATAATGCARTGAAAGAL TTACGAGATACTATAGAAAGTAATTCAACTTCTGT
mrmmunannnmmmmmmm»mmwm
CAAGTTCTAAAACTTCAGAARATCCAGCAACGATTGAALAAGTATTAGO TCTTAGTCARG! CCATTTACGATACAAARAAT
mﬂmmmncmmmucMMMMHnwuumnﬂmmm
AGCACAACTTOAAGATC TCACAAACAAGOTARATTCAGCARATACTT TARCAGAQTT ATCTCAGCTCACTCAATCANCGT
TAGAATTAAACOATAAAATOAAATTATTGAGRGATAAGE T TAAARCTTTAGTAAATCCTOTTARAGCAAGTTT 'AAATTAT
AGAAACGCTOATTATAATTTARAACGTCARTTTAACARAGCTT TAMAAGRAGC T, AAAGOCGTATTAAATARAMTAGCGG
rmmnmmmnmcamnmrmrummﬂmm
GT! crmmmmmmmmnn.\nmnmnumurum
A'n.\rrmtcm-rrmmmmmﬂammnmmmﬂamumnmmm
TAWMMMM“MCMGWCAMTATHMWW
mrmﬂmrnmnmammmfumﬂmmmmrmm
ARTATCATAATTGGAATGATTCAAAACATICATOATGCTAGAGCACTTCT. AAATCOAATTAAAAGRCTTARAGATGCTCA
ARCAAAAGCACATAATGACATTAMAGATACGC TCAAACE TCARCTTGATAAAATTCAACACGCTARTGCARCATCAAATT
CTAAAGCTCAAGCTAMACAARTGOTAAATGAGOAASCTAGARAAGCGCTTTCT. AATATTARTGACGCAMCATCAARTGAT
TTAGTTAATCAAGCAARAOATGAAOGGCAATC TGCAATTGAACACATACATGCAGATGARTTACCTANGCARAACTAOA
wcmrmmcnmmcmemumnnummmnmmmnmm
MTMMTAMHMTMHAWNMHMWMTEMTW
ATAGAMAATGCTACAACARAA CTAGATGAASTCATTGAAMACTACT AAAARATTAAT TATCOCCARRICAGARACTARACA
AATOATARAMIAGTTATCACAAMRG AAACGAGATGCAATAAAT AACAACACTAATTTARCACCTTCTCAARAGGCACATG
CTTTAGCAGATATTGATARARCAOAAAAAGATGCACTT AN CATATCGAAAATTCTAATTCAAT TUATCATATCAATARC
mnumcnmmurmmnmmﬂnmmrhmﬂcmmcmﬂmrrrrnnm
mwmmmmmﬂnﬂmmmmmmmmmﬂn
TTGCAGCTATGACTTTARCTOATGAACT TAAAGTCAAT ATTOTTTCATTACCGAACACTGATAMAOTACCTGATCACCTA
ACOGCTARAGTTAACOTTATTTTAG CTGATGGCTCATATGICAL TOTAARTGTTCCAGTCAARGTTOTAGARAARAGRATT
ACARATRGCTAARAAGGATGCTATAARAACARTTGATG TTCTGOTAAAACAAAAAATCAAMAGATATAGATTCTAATAACG
AATTAACGTCTACTCAACOTGAASATGCARANGC TGARATTOAAAGAT TOAAARAGCAAGCCATCGATAARGTOAATCAT
TCAARAATOGAT TARAGATATTCARACAGTAARACGAACTGATT TTAAACARATAGATCAG T TTOATCCTAMCGCTTTAC
GCTAAATAAAG CTAAAARGGATATCATTACTCATGTTAATACTCAMTCCAANATOGTTTCAAAGAART TUAAACAATAN
AAGGTTTAACTTCTAATUARARAACTCAGTT TCATARACAATTARCTGCACT. ACARAAAGAATTTTTAGARAAXGTCARG
CATGCTCATAATTTAGTAGAAT TAAATCAATTACAACAAGAGTTT: AATAATAGATATAAACATATTTTAARCCAAGCACA
TTTACTACCTGAAAARCATATAGCAGAACATAAATTAGGATATSTTGTAGTAAACAARAC TCAGCAARTACTARATARTC
ARTCTGCTTCTTACTTTATAAAACARTGGGCACTTOATAGAATTAAACARATTCAACTAGAAACGATGAATTCAATTOUT
GOTOCGCATACCOTACARGATGTACACARAGCATTATTACAAGG TATAGAUCARATC TTGAAAGTAAMA TG TARGTATTAT
AAATCAATCTTTCAACGATTCCTTCCATAACTTTAATTATCT TCATTCARAATTTOATGCTAGATTARGAGAARNGGATG
TTGCAMACCATATCG TACARACTAAAACATTCAAAGAAG TTCTAAMAGGARCUOOTATTGARCCAGGT 'AMARTCARCARRA
GRAAACACAGCAACCAARA CTTCATAAGAARTGATAATOATAGCCTATICARACATTTAGTTGATART TTCGGCARAACTGT
AGGTGTTATTACATTAACTGGTTTACT I TC T AS T I TCTGATTACT TT TUGCTAARAGACG TAAMARAGAAGRAGAAGAAA
ARCAATCOATAARAAATCATCACAARGATATTCOTCTTTCAGATACTGATAMMATAGATCCAATTUTRATARCTARGOGT
ARAATAGRTARAGAAGAACAAATTCARAA CGATGACAAACATTCARTTCCAGTTOCTARACATARGARATCTAAAGARAN
GCAATTGAGTGAAGAGOATATTC ATTCAATCCCCGTOGTTARGCG TAAACARARCAGTGATANCAAAGATACAAAACAGA
AGAAASTTACTTCTAAARAGAAGAAMACGCCTCAGTCAACTAARANNGTTGT:! ARRRACCARARAGCOTTCTARAARG

SEQ ID NO 49 secuencia de polinucledtdo

Ammmmrmmmammmrmummn
Tncmmmmrnufnnnwcrcmumnnmnﬂcmmcmm
ATATTGAGAATCCARCTACATTAARAGATAATATCCARTCAAARIAAOTCAAGATTUAASAAGTAACRRACAAAGACATT
GCACCACAAGGTGTAGAAGCTARATCTGAAGTARCTTCAARCAMAGACACARTCGAACATGAAGCATCAGTAMAAGC TOA
AGATATATCAAARAAGGAGGRTACACCARAAGAAGTAGCTAATGTTGC TGAAG TTCAGCCUARATCG TCAGTCACTCATA
mmmnmmmcammnﬁmmmmm
mmnmnmmmmmrmm
AGATTTAGGGGTATCAGAGUTAACCAGGTTTARTOTTGOTAATOARAGTARTGG TT TGATAGOAGCTTTACAATTARRAA
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Fig. 2.17

mmrmnﬁﬂmmmrmmnﬂmmrmmmncucmm
WWMAMMWTGCAGMWTATTTM AATGGTGGAATCCTTGGOUATARAGGTCTGCT
ARRTTCAGGOGGATTTARAATTGATACTOGATACATTTATACAAGTT CCATGGACARRACTGAARAGCAAGCTGIACAAD
BTTATMTICWWTMMMWTAMNN&

cmmrmmmrnmwmmummmm
ARCGTARATTTAATCCTGATTTAGCACCAGGOACRGAAARACT! AACARGAGARGGACAAARAGGTGAGAAGACAATARCG
MGCCMMTC&ﬂMﬂUWﬁAmﬁMGTGMWNMMMT
Tumuﬂmmrmammmrmmummmmmmmm

SEQ ID NO 50 secuencia de polinucledtdo

ATCCOCAMACGTAGACAAGGTCCTATTAATAAARARGTGORTTTTTTACCTAACARATTARACARAGTATTCTATARGAAR
ATTCACTATTGCTACGECCTCARTATTACTICGTTCGACACTTATTT TTGGAAGTAG TAGCCRTGARGCOAAAGC TGCAG
ANGARARRCAAOTTOATCCAATTACACAAGCTAATCAAARTGAT AGTAGTGAARGATCACTTGAAARCACARRTCARCCT
ACTGTAAACARTAAAGCACCACAGATGTCT TCTACATTGCAAGCAGAAGAAGGAAGCAATGCAGRAGCACCGAATGTTCC
AACTATCAAAGCTAATTCAGATARTGATACACARACACIATTTTCAGAAGCCCCTACARIAARTGACCTAGCTAGARARG
AAGATATCCCTOCTGTTTCTAAAAACGAGGARTTACAATCATCACAACCAAACACTGACAGTAAAATAGRACCTACARCT
TCAGAACCTGTGAATTTAAATTATAG TTCTOCGTTTATGTCCTTATTAAGCATOCCTGCTUATAGTICATCCAATARCAC
TRARAATACARTAGATATACCOCCAACTACGOTTARAGATAGAGATARTTACOATT TTTACGUTAGRGTAGRTATCCARA
GTAATCCTACAGATTTAAATACEACAAATTTAACGAGATATAATTATGOACAGCCACCTUGTACAACAACAGCTAGTACA
CTTCAATTTARARATCAAGTTAGTTT TGATAAAGATTTCIACTTTAACATTAGAGTAGCARACAATCUTCAAMGTARTAC
ummm;mmmnnmmmmmmmmmmmmmamm
AAAAAGGTACACCTAGTOCAGCTCATTTCAGAATTGATATAGGATATTATAATARCGRTCCATTAGATARAATACAGANA
CAAGCTGGTCAAGUCTATAGAGGGTATGGAACATTTGTTAARAATGACTCCCAMIGTAATACTTCTAAAGTAGGATCAGA
TACTCCATCAACAGATTTICTTAACTACICAGATARTACTACTAATGAT T TAGATGUTAAATTCCATGGTCAAARRTTAR
ATRATCTTAATTYOAAATATAATGCTTCAARTCAAACTT TTACAGC TACTTATOCTGITAAAACT IGGACGGCTACGTTA
TCTGAATTAGGATTUAGTCCARCTEATAGTTACAATTTT TTAGTTACATCAACTCARTATGRARA TGCTARTAGTGETAC

QQMMMWMMCGGMMTCWT&WAWWWTA
ARGATGAATTTGATCCAARTGCACCOARAGG TAGTCAAACAACGCAACCAGGT AAGCCAGGAGTTAARAATCCTGATACA
GGCGAAGT. mmmmammmrnmmmmm
Mmmmmmmmmmmmmmmmccm
GAACAAARRCAATTACARCACCAACMACT. ARGAACCCATTAACAOGGAAAARAGTTGGOGAAGTTGAACCAACRGARAAN
ATWWMAMWTAWTCWWTWAMWM



GTGCACCAGAACAACCAARTAGATCANTGCATTCAACAGATAATAAMAATCAATTACC TGATACRAOGTGAAMATCG TCAR
GOTAATGADGAARCTTTAGTOGOATCTCTATTAGCAAT TG TCOOATC AT IGTTCATATT TGGTCGTCOTALRARAOCGTAA
TGARARATAA

SEQ ID NO 51 secuencia da polinuciedtido

ATGARGARACTATATACATCTTATOGCACTIATGOATT TTTACATCAAATAAAAATCAATAACCCGRCCCATCARCTATT
mﬁmmmnmmmmmmmmnnm
ACTTATTARAGAAKTTGITIAA TTCAG TUAACATCATTTCTAT TS TGCAATCTTCATTCC TTCAACAGARGATCATGCA
nmmmmwmmmmummmmmm
wmfmmmnmmmmmmmm
COTTTAATOACCATTTTTCAMMABACCCATTARO TCATTAC TTTGC TTCAAGCGEGACAMCATICARMG TTAT TT TGAAAGR
TATCTATACCCAATARAACAATAG

SEQ IDNO 52 secuencia de polinucledtido

ATGTATITATATACATCTTATOGGACT TACCARTTTTTAAR TCARRTTAAACT TAATCATCAAGAACUTAGTTTATTICA
ATTTTCCACTAATGATTCCTCAR TAATCT TAGARGAG TCTGAGCGAARATCRATC TTAARACATCCTAB TUCATATCANG
TOATTOATAGCACAGCTGAKTTTRACGAACATCATTTT TATAS TOCTATT ¢ TOPCCC TACATCTAMOATCATCUTCAA
CAGCTAGAGARMMARATTATTACTCOTAGACG TACCT TTAAGAMTT TTUITGwT 11 sAAAAGCTATCOTTTATTARAALC
CACTOAGGAGTCTACCTACAARATT TACT TTGu3 11 TGCARATCOARCAGCATATOAAGAT TTCAARGCTICTGATATAY
TTAATGAAAACTTTTCAAAAGATECATTUAGCCAATACT TTCG TOCTAGTOOTCAACATTCTAGCTACT T TGARMIATAT
TTATATCCAATAGAAGATCATTAA

SEQ ID NO 53 secuencia de polinucledtdo
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Fig. 2.19

ACTAAACCAGTTGCTACAGCTU CAACAATTOTTGCACCARAACGATTAAMTGCOAMATOCOTTTTGEAOTIGCACAALC
AGCASCAGTTIGCTTCAAATAATG TANA TOACTTAAT TACAS TTACGAAACAGACGA TCARMGTTGGCOR TOUTAANIATA
ATGTGACAGCAGOGCATONCCG TALASATATTGAATATUA TACAGASTT TACAATTOACAA TAAAOTCAAAAAAGGCGAT
ACAATGACOATTAATTATGATARGAATU TAATTCCTTCUGATTTRACAGATAAAAKTOATCCTATOGATATTACTGATCT
ATCAGGACKGGTCATTOCCANRGGAACATTTGATAMAGOGAE TAMGCAANTCACATATACAT TTACAGATTATOTAGATA
AATATORAGATATARRASCACST TTAACTTTATACTCATA TATTOATAAGCARGCADTACCTANTAARRC TAGTTIGAAT

TTOCTGATATTAATTCAGCCTATATTATCARAS TICT TAGTAAATATACACCTACATCAGATOICOANC TAGRTATTUCT
CAACGTACTAMGTATGAGANCARCTGATAAATATCOTTATTATAATTATOCACGATAT TCAAACTTCATCOTALLTTCTAA
TOACACTOOCOCTGGCGACGETAC TG TTAARCCTGARGAARAS TTATACAAAA TTUGTOACT ATOTATOOGMOACUTT]
ATAARINCGGTOTCCARIKITACAGATTCGAAAGAAAAGC CRATAGCARACGTT TTAGTTACAT TAACTTACCCOOACTAT

CTAAAGACCATCACAATARASCAAAAGCATTACCAGAAACAGI TAG TGARAATAMACOOC TCAMA TAACGCAACITTATTT
GOTQOATTATTTGCAGCA TTAGOTTCATTAT TG TTATIUGG TOUTCGCAMMAACAARACAAKT AN

SEQ ID NO 54 secuencia de polinuciedtdo .

ATGATTAATAAMAAAMTAATTTACTARCTAAMAAMIAAACCT ATAGCAART ARATCCANTAARTATGCART TAGAAAATT
CAGADTAGG TACAI COTCTAT T TAXTAGS TGCAACAT TATTGTTTGATTTASGTCATAA TRAGTCCAAAGCCUADTGARA
ATTCASTACAAGRCGTTARAGAT TCGARTACGGATGATCAA TTATCAGACAGCAKTGATCAGTC TAGTGATCARGAAAAD
AATCATTZGATCARTARTAATCRI TCAATAARCACCGACGATAATARCCARATAATTARARMNOAACARACUARNTAACTA

CCARATAATAATACCAAOT TAGATGTMIRATA TARAACEGCCCTTTCA TCAGTAARTARAA CAAT TACGGT TGARTATCA
ARSACCTAMCGAARATCUGACTGCTAACCTTCARAITATG TTTACARACATAGATACGRARARTCATACAOTTOAGCAAA.
COATTTATATTAACCCTC TTCG T TATTCAGCCARGAARACAAATG TRAATATTTCAGOGAATGGTOATGUARGI TTCARCR
ATTATAGACGATAGCACAATAATTAAAGTT TATAAGGTTAGASATAATCAARATTTACCAGATAGTAACAGRATTTATGA
TTACAOTAAATATGAAGATGTCACAAATGATGATTATOCCCANTTAGGARATAA TARTGATCTGAATAT TAATTT TGGTA
ATATACATTCACCATATATTATTAAMGTTATTAGTARATATGACCCTAATAASGATOATTACACGACTATACAGCARACT
CTCACAATOCAGACGACTATAMTGAGTATACTCCTOADT TTAGAACAGCATCCTATGATAATACAATTOC FTTCTCTAC
AAGTTCASOTCAAGOACAAGG TOACTTGCCTCCTCARAMAACT TATAMA TCOOMATTACITATGGAARGA TITAGATA
AAGATGGTATTCAAAATACAAATIATAATCAAMALCGETTAG TAATG TATTUUTANG TTTUACGTATCCTAATOGAALT
TCAMAYCAGTCAGAACAGATAAAGATGCGAMTA TCAAT TTOATGGATTUARAAAL GAATTAACT TATAAMTTACATT

225
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Fig. 2.20

erarmmmcnnmﬂmmmcmmmmrmm
mrmnﬁummnnmmmArmmnnnmcaccrmucmcm\mmm
GTAMTAWRCA“MTMG&WGTRHCW&WAMMMMW&HM
wccmmmtmnmmmncmmmmmnmhmrmmummmmnn
AT&WMTMWAMMMMWMWMWT
GGGGARGAAGTTCATUTAACAATTAC TGATCATGATGACT Y TAGTATAGATARCGGATACTATGATUACGARTCGGATTC
mrmmmcmmmmmccmmmmmmrmmmm
nmmmmmrmmu&mmmcmmmﬂmm

CGAGCGTTATTATTAGGOAARCITOGCAAANATAGAARAAR TARRARTTAA

SEQ ID NO 55 secuancta de polinucledtido

ATCTCTAATARATTTTAMGATGACTTTGAAAAARATCG TCAATCGATAGACACAMATTCACATCARGACCATACGGARGR
TCTTGARARACACCAATCAGAATTAGANCATCAGOATACAATAORGMTACGGAGCAACAGTTTCCACCAASARATACCC
ARMGAAGAAARAGACGCCGTOATTTAUCAACGAATCATAATAARCAAGT TCACARTGAATCACARACATCTGAAGACART
GTTCAAAATOAGGCTGGCACARTAGATGATCATCARGTCCAATCATCACACAGS TACTGARAGTCARGRACCTAGCCATCA
AGACAGTACACCTCAACATGARGAGCAATATTATARTAABAATACTTTTGCAATAGAT ARATCACATCCAGARCTAATCG
ARDACARTCATAAACACGAGACTAT TAAMGATGCAGAAARTAACAC TGAGCATTCAACAUTTTCTUATAAGAGTATAGCT
GARCAATCTCAUCAACCTAAACCATATTITGCAACAGITOCTAACCARGCARATACATCAAAAGATARACATGATGATAT
AACTGTTAAGCAACGACAARGATGAATCTAAAGATCATCATAGTGOTARAARAGGCGCAGCAATTOG TGCTGGAACAGCTD
GTGTTGCAGGTUCAGCTCGTACARTOOGTG T TCTAAMGCTAAGAAACATTCAARTGACGCTCAAMACAARAGTAATTCT
GACAAGTCGAATAAC TCOACTGAGGATRAARGCGTCTCAAGATAAGTCTAAAGATCATCATAATGG CARAAAAGGTGCAGC
GATCCCTGCTGOANCAGCAGG TTTGGCTUGAGG OGCAGCARG TAAARG TGS TTCTGCOCACTTCAMACCACATYCCTCTA
ATAATGCAACCCAAAACCATGATGAACATIACAATCATOACAGAGATARAGARCITAAAAARGG TGGCATCACCARNGTA
TTGTTACCATTAAT TG CAGCTUTACTAATTATCGG TOCATTAGCGATATTTGOAGGCATGACATTARACAATCATARTAR
TGOTACAAAAGAAAATAARATCGCGAATACAAATAAMAATAA TUCTGATGARAGTAAAGACAARGACACATCTAAMIACO
CTTCTAAAGAT AAATCAAAATCTACAGACAGTGATAAATCARMAGAGGATCAAGACAARGCGACTAANGATGAATCTOAT
AATGATCAAARCAACTCTAATCAAGCOAACART CAAGCACAARATAATCARARTCARCARCAAGC TAATCARAATCARCA
ACAGCAACAACRACG TCAAGCTOG TGGCCAARUACATACACTGAATGG TCARGAARACT TATACCOTATCOCARTTCRAAT
mmcmmammmnmmmmmmnﬂm
CMAACAAATCOTTATTCOCATAN

SEQ ID NO* 56 secuencla de polinucledtido
GTCATTCAATTAATTAAAATGGAAGGAATGATAGTTOTGTCTAATAATAAT TTTARAGATGATT TCOAAARGAATCG TCA
ATCTATTAATCCAGACGARCAGCARACAGAATTAARMGAAGATGATAAAACAAATGAARATAAARANIAAGCTGACTCTC
AAAACAGTTTATCTAATAACTCARATCARCAATTTCC TCCGAGAAATOCCCAACOACGARARAGACGTAGAARGRCAGCA

CAATGAAAGATGAAAAAGATHCAGCTATTGTAAATEGAACATCTOAGT CACCAGANCATARATCAARATCARCACARAAT
AGAECOGGCCCTAAAGCTCAACARCAAANGCGTARAT CAGAARG TACGCARTCARAACCC TCAACAAACARAGATARARA

CTOATAATAGTTCCTCAAATCCTARCGCTACTTCAACTAATAATAACGATAATGTAGCCAATAATARCTCAMATTATACA
ARCCAAAATCAACAAGATARTACARACCAARATAGCAATAATCAACAGGCARC TCARGGTCAACAATCACATACRGTATA
CGGTCAAGAAAACTTATATCGTATCGCCATACAATATTATC GAGAACGAACTCARGCTARCOTAGATAARRTTAAACOTG
CGAATGGATTARGCAGTARTAATATTCATARTGGTCAARCA TTAGTTATTCCTCAATAR

SEQ ID NO 57 secuencia de polinucledtido
AmumrmmnrmcmtcmaﬂmcnnncGscurrctm\rrmmucmcmmm
AGATGCGAGCGAADGATACGOTCCAAGAGANARGARRCTAC TCAGTATTAATCACARTATCUTAGAGTACRATOATAATA
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Fig. 2.21

CTTTTAAATATCAATCTAGACCARAATY TARCTCAACACCTARATATATTAARTTCARACATGACTATAATATT TTROAR
TTTAACGATGOTACATTCGAATATOOTGCACGTCCACAATTTARTAAACCAGCAGCGAMMACTGATUCARCTATTARAAA
AGAACAAARATTGATTCARGCTCAARATCTTAIGAGAGANT TIGAAARAACACATACTUTCAGTACACACAGAMAAGCAC
AAMAGOCAGTCAACTTAGTTTOGTITGAATACAAAGTGARGAAAATOOTCT TACAAQAGCGANTTGATARTGTATTARAA
CARGGATTRAGTGAGATAA

SEQ ID NO 58 secusncia de polinucledtido

ATGAAAACACGTATAGTCAOCTCAGTAACAACAACACTATTGCTAGOTTCCATATTAATOARTCCTUTCGC TAATGCCGC
AGATTCTGATATTAATATTAMAACCOGTACTACAGATATTGGARGCAATACTACAGTAAAAACAGGTGATTTAMGTCACTT
ATOATAAAGARAATGGCATGCACARARAAG TATT TTATAGTT TTATCOATAATAARAATCACAATARAAARCTGCTAGTT
ATTAGMCGAAAGGTACCAT TGCTOGT CAATATAGAGTTTATAGCGARGAAGG TUCTARCARARGTGG TTTAGCCTGACT
TTCAGCCTTTARGETACAGTTGCAACTACCTGATAATGAAGTAGCTCARATATCTGATTACTATCCAAGARATTCGATTO
ATACARAAGAGTATATGAGTACTTTAACTTATGOATTCALCGGTAATGTTACTUGTGATGATACAGGARRAATTOGOGGE
CTITATIGGTACARA TG TT TCGATTGGTCATACACTOAAATATGT TCAACCTGATTTCAARACAATTT TAGAGRGCCCAAC
TOATAAAAAAGTAGGCTCOAAAGTGATATTTAACAATATCGTGAATCAARATTGGGOACCATATAATAGAGATTC T TUGA
ACCCGGTATATGGCAATCAACT TTTCATGAAARC TAGARA TAGTTCTATGAAAGCAGCAGAGARC TTCC TTGATCCTAAC
ARAGCAAGTTCTCTATTATCTTCAGGOTTTTCACCAGACTTCGCTACAGTTATTACTATGGATAGAAAAGCATCCAAACA
ACARACAAATATAGATGTAATATACGAACGAGTICUTUATGACTACCAATTOCATTOGAC TTCAACAAATTGOAMAGGTA
CCAATACTAMGATAAATGGACAGATCGTTCTTCAGAAAGATATAARATCUATTIGOGAAAARGAAGAAATGACAARTTAR

SEQ ID NO 59 secusncia de polinucledtido

ATACACATGAAAARTAAATATATCTCRAAGTTGCTAGTIGGGGCAGCAACAATTACT T TAGCTACAATGATTTCAAATAG
GGAAGCANAGCOGAGTGAAAACACGCAACAAACTTCAACT AAGCACCAAACAACTCAAAACAACTACG TAACAGATCARC
ARARAGCTTTTTATCARGTATTACATCTARARGG TATCACAGAAGAACARCATAACCAATACATCAARRCATTACGCGAA
CACCOAGARCCTCCACARGAAGTATTCTCTOAATCACTTARAGACACCAACARCOCAGACCUACOTCTTGCACARCAARA
CGCTTTTTACAATOTTCTTAAARATGATAACTTAAC TGAA CAAGAAAARAR TAATTACAT TGCACAAATTAAAGARRACC
CIGATAGAAGCCAACAASTT TOGATAGAATCASTACARTCTTCTARAGC TAAAGAACGTCAARATAT TGAAAATGCOAAT
ARAGCAATTAAAGATTTCCAAGATAACAAAGCACCACACGATAAATCAGCAGCATATOAMOCTAACTCARRATTACCTAR
AGATTTACGCGATAARAATAACCGCTTTGTAGARARAGTT TCAATTGAAARAGCAATCOTTCOTCATGATGACCOTOTGA
AATCAGCAARTGATOCAATCTCAAAATTAAATOARAARGATTCAATTGAAAACAGACCT TTAGCACAACGTAAMGTTAAC
AARGCACCTATGGATGTAARAGAG CATTTACAGAAACAAT TAGACGCATTAGTAGCTCARAAAGATGCTGAAARGARAGT
GGCGCCAARAGTTGAGGCTCCTCAAAT TCARTCACCRACAAR TTGAAAAACCTARAGCAORATCACCARRARGTTIARGTCC
CTCRATCTAAAT TATTALGT TACTACCAATCATTAMAAGATTCATT TAACTATGOTTACARGTATTTAACAGATACTTAT
APAAGCTATAAAGARRIMATATCATACAGCARASTACTACTATAATACGTACTATAAATACARAGOTOCGATTOATCAARC
AGTATTAACAGTACTAGOTACTOGTICTAARTC TTACATCCAACCATTGAAAG T TOATGATAARARCGGCTACTTAGCTA
AATCATATOCACAAGTAAGAMCTATOTAACTUASTCAATCAATACTGOTAAAGTATTATATACTTTCTACCARAARCCCA
ACATTAGTAAARACAGCTATTARAGCTCAAGAAACTGCAT ATCAATCAAARATACATTRAGTARTT TATTATCATICTS
GAAATARM

SEQ ID NO 80 secuencia de polinucledtido
ATOACAARACATTATTTARACAGTAAG TATCAATCAGAACAACG TTCATCAGCTATGAARAAGATTACAATOGO TACAGL
ATCTATICATTTTAGGTTCCCTTGTATACATAGGCGCAGACAGCCARCAAGTCARTACGECAACAGAAGCTACGAACGCAR
CTAATAATCARAGCACACARGTTTCTCAAGCARCATCACARCCAATTAATTTCCAAGTGCAMAAGATGGCTCTTCAGAD
AAGTCACACATGGATUACTATATACAACACCCTGGTAAAG TAATTAAACAARATAATARATAT TATTTCCARACCGTGTT
ARACAATGCATCATTCTIOAAAGAATACARATTTTACAATOCAAACARTCARGARTTAGCARCAACTCTTOTTAACGATA
ATAAMAAAGCGGATACTAGAACARTCARTATTGCAGTTGARCCTGGATATAAGRACTTARCTACTAAAGTACATATTGTC
GTGCCACAAATTAATTACAATCATAGATATACTACGCATTTGGAA TTTGAAAAAG CAATTCCTACATTAGCTOACGCAGE
ARARCCAAACAATCTTAALCCOO TTCARCCAARACCAGCTCAACCTAMAACACCTACTGAGCRAAACTAAACCAGTTCARS
CTARAGTTUAAAAAGTTARACCTACTG TRACTACAACAAGCAAAGTTGRAGACARTCACTCTACTARAGTTOTARGTACT
GACACANCAARAGATCAAAC TAMAACAGRAACTGCTCATNCAGT TAAARCAGCACAMACTGCTCARNGAACARARTAAAGT
TCAARCACCTETTAAAGATG ITOCAACAGOGARATCTAAMAGCAACAATCAAGCTGTARSTGATAATARATCACARCAAA
CTAACAAAGTTACAAAACATAACOAAACGCCTARACAAGCATCTAAAGCTAAAGAATTACCARARACTGOTTTAACTTCA
GTTGATRAACTTTAT TAGCACAG TTCOC T TCCCAACACT TGCCCTTT TAGG TTCATTATCTTTATTACTITTCARRAGAAR
AGAATCTAAATAA

SEQ ID NO 81 secuencia de polinucledtide

ATGAACAARCAGCARAAAGAATTTARATCRTTTTATTCAA TTAGAMAGTCATCACTAGGCGTTGCATCTGTAGCUATTAG
TACACTTTITATTATTAATCTCARATGGCGARABCACAACEALCAGCTGAAGAAACABGTCOTACAARTACAGRAGCACARC
CAMAACTCARGCACTTGCARGTCCAACARCAACATC TG AZARAGC TCCAQARACTAAACCAGTAGCTAATGCTGTCTCA
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Fig. 2.22

GTATC!MTWGWWWWWM
AACARRASCACSTTAAACCAICAGCAARRGCCACT: AACAATACATATCCTATTTTGAATCAGUAACTTAGAGARGCUATTA
WTMTMWTMWWMWMAMWWMM
mcmmamnﬂnmmmmmnamammmﬂ
mnmmmmnmmmcmﬂmﬂmmcu
ACOATACTCTTARAGATTACUCTTACK - TGEAACARARGCCATTAARMATTGTAAGTTCAACT
mrummrmwmwmrmmmmmmmn
WmﬂlTWMﬂlﬂmﬂTlem AGRAAGACAAGTTTATG
uﬂmrmmmmmmnﬂmammmmmﬂmrmmm
ﬁmnmmmmmnwmmcmmmmmmmmmm
TMMTAMTAWMT“CMMAWMTMM 'ATTARARCAG
mammmcmmmuﬂmmmmmmmmannmmmm
EG'I'GTI'BGMCI'ATMSCAAAGA‘IUﬁMTMTAﬂmﬂAﬂﬂCOCITATGmmATA
MMAWWMWWIHAMWMTACCAWMWTMMT
TTACARARGC CARTACCGATAANTCTAACAAARAAGAACARCAAGATARCTCAGCTAAGAAGGARGCT. 'ACTCCAGCTACT
mmmwnwmcmmwmmmmmm

GTGARGAATCAAATAAAGATATGACATTACCATTAATCCCA“TACTAG CTTTAAGTAGCATCSTTOCATTCGTATTACCT
AGAAAACGTAAAMCTAA

SEQ ID NO. 62 secuencia de polinudettdo

amnwurmcmmrmmrmmmmmmm
mmmmmmmmmmmwmmummmmm
mmnmmtmmcmmmenrmumm:m
MMTANMWWWMWTMW 'ARAGARAC
mmmmmmcmmmrmmmm AGCAATGTAACAACARATGATA
ANTC AWWTAM”WNMTMTMHMW ACACCTAARACA
ACGACTATTAAACAANGAGCTTT. AAATCOCATGGCAGTGAATACTG TTGCAGCTCCACAACAAGGAACAAATOTTARTGA
Tmermnﬂmcnmnmmmmummwnmmmmmmmm
mmmmmnmmﬂmmmmmmmrmmm
mfkaAmAWﬂmmMﬂﬂTlTMmTMTAT
ﬂ\mMAMTWWMTWCMCGTAMCGMWAWMMMN

AAATTATATTAATAATGAADA TTTOTCACCTAATATGACTG TTIATGTARATCAACCTARAAAGACCTATACAARRGARR
cnrrmrmmmmnmﬂnnmmmmmmmcmmr
CAATTTGTACATAGTTTCACCCCAGATACTTCAAARCTT: AARGATATTACTGGTCAATTCGATGTTATTTATAGTARTGA
TMWTWMAWWMWMTWTC&WWAN
WTMTMMTMWWW&TMMWMM
TAWWWMMWTRTMWMAW&WTM

mmmutmammmmﬂmmmm
GAARARGGCOAAGT MWWAMWNTWTMMTWTA
MAWMMTWMMWW
MMWMHMMMMWMTMWMMTM
WMCWMMTMWMWMWTMW
mrmmmmtmmnmmmmmmmr
mmrmmnmmmmwmﬂmmmmm
WWEMMMTMMTMMMWW
TTCTGACAGCGATTCAGACTC AGATAGCGACTCAGATTCAGACAGCBACTCAGATTCAGACAGCOGATTCAGATTCAGATA
mmmmmmmmmrmmmmmmmmm
GACAGCGATTCAGATYTCGOAT AGCOATTCAGATTCAGATGCAGGTARACRTACTCCGACT. 'AAACCAATGAGTACGGTTAM
mmcnmoaumcnnnccnmmmmuMTummnumunam
GATTATTCUCGGCATTAGGATCATTATTGTTATTCCOTCOTCG TAMMAAACARAATARATAR
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SEQ ID NO: 83 secuencia de pohnucledtido
ATGAATATGAAGAARAAAGAAAARCACGCARTTOGRARAAAATCGAT TRCUTGOCTICAGTGCTICTAGGTACGTTART
COCTTTTOGACTACTCACCAITARAGARGCAGATGCAAGTG AAAATAGTUT TACGCAATCTGRTAGEGCARGTAACGAAA
GCAARAGTAATGATTCARGTAOCGTTAGTOCTCCACCTARAACAGACOACACARACO TGAGTGATAC TARRACATCGTCA
ARCACTAATAATGUCGAAACTAGTGTGCOGCARAATC CAGCACAALAGGAARCGACACAATCATCATCAACARKTGCARC
TACGOARGAARCGCCGGTAACTIUTAARGCTACTACTACGACAACGAATCARGCTARTACACCOQCARCRACTCAATCAA
GCAATACARATGCGGAOGAATTAGTGAATCARACAAGTARTGANACUACTTC TAKTOATACTAATACAGTATCATCTGTA
AATTCACCTCAAMATTCTACAARTGCOGAAAATGTTTCAACAACGCAAGATACTTCAACTCAAGCARCACCTTCARACAA
TOAATCAGCTCCACASAATACAGATCCARGTAATAAAGATG TAGTTASTCAAGCOE TTAATCCAAGTACOCC TAGAARTGA
GRGCATTTAGTTTAGCGGCAGTAGCTOCAGATGCACCCGCASCTCGCACAGATATTACGAATCAGTTOACRGATGTGARA

mccncmmmammmnmcmmammrmmmmmnmmmmm
MWTMTWMMQMTAﬂAﬂhmATAWWM
AGGTARTOTOACATTGACAACTACCATAGAAACCANTACTG CTAGTAAGACAGTATTARTOSACTATGAQAANTATGGAC
MWTMMATCM”MGTMGAMTCMATCSATAMACRMTMTACGTATC&MTPL‘ANTC
AATCCAAGCOGBAGATAACGTTGTGTTACCTGCCTTAACAG] TAATTTAATTCCTRATACAAAGARGTAATGCGTTARTAGR
TGCAARAAACACTGATATTAAAGT TTATAGAGTCGATAATG CTAATGATTTATCTGAAAGTTATTATGTGAATCCTAGCO
Aﬂmmmswncrurcmmumcnmccmmmmncmmmcﬂmm
GACCARATTACAACACCGTATATTIG TAGTTGTTAATGOCCA TATTGATCETOCTACTACAGGTIATITAGCACTACGTTC
mmamrﬂmAmmmnrnmrunmmmmmmnrmtcm
MWATCGATWWWMCWWMMT
mmmnmmmmumrmmmﬂﬂmm

csnmsumnommmmammmmmccmmrmcmﬂcnmmmmncm-rrm
ACTCAGACAGCGATTCTUACT CAGACATTOACTCAGATTCCGATAGCGATTCTAACT CAGACAGTGACTCAGATTCOGRT
mmmmmmrmm&mmmmmmmmmw
mmmrmmmmmnmnsmnmmmmm
Awmmmmrmmmmmmrmmmmmr
MTMTMWHWMMAMAMMTWTWGA!TC
mnmmmmmmmhmmmmmmmm
mcummmﬂmnrmmﬂwcmrmutmmmﬁmmm
NWAHMWMTMWMTMTMHMMTWMM
GAATACGTCACTAATTTGGGGATTATTAGCATCATTAGGTTCATTACTACTTTT CAGARGAAARARAGRARATARRGATA
AGARATAR

SEQ ID NO 64 secuencia de polinucledtdo

GTGARARACAATCTTAGGTACGGCATTAGAAARCATAAATTCGCAGCAGCATCAGTATTCTTAGAAACAATGATCOTTAT
TCGGATCGGACARGRTAAAGAAGCTGCAGCATCAGAACAARAGACAACTACKGT! AGARGAMRTOGGAATTCAGCTALTO
ATAATAAAACAAGTOAAACACAAACAACTGCTACTAACGTTARTCATATAGAAGAAACTCAATCATATARCGCAACRGTA
ACAGAACARCCGTCAAACGCAACACAAGTAACAACTOAAGAAGCACCAAARGCAGTACAAGCACCACAAACTGCACAACT
ACCARRTGTAGAAACAGTTARAGAAGRAGAGARAC CTCAAGTTARGGAAACAACACAACCTCAAGRCARTRAGCGIAMTC
AAAGACARGTAGATTTRACAC CTAAAAGGTTACACARRATCARGGGACAGAARCACARG TTGAAGTGUCACAGCCARGA
ACGGCATCAGARAGTAAGCCACGTETUALAAGATCAGCAGATC TAGCGAARGCTAAGGARGCTAGTGACGTTTCAUAAGT
TAARGOCACAGATG TTACAAGTAMG TTACAGTAGAANGTGS TTCTATTGAGGCACCTCARGOARATARAITAGAGCCAC
Ammmmrummrmmmumcmmmmmmmmmm
TTATCAAATARTGTARATACTTATOGGG TTTCAACAGCTAGAMAGTTACCAGAGATTARAMTAACTCAITTOTARTOGC
mmmmmmrmnﬂmwnmmmmnmrmm
ATTTAGAAATCAACTTATTTATTGACCCT. ARAACTOTACAAAGCAATGEAGAACAAAAGATTACT TCTARATTARRTGGT
WTWMTMW&WMMCMTWATMMMMM
AACATTITAATAAAGAATCTARTAAATTTACACATATAGCTT ATATTAAGCCAATAAATAGOAAACCRGTCAARCACTGTAT
CAGTAACAGGOACGTTOACTGAAGG TAGTAATTTAGCTOGTGGACAACCTACTGTTARAGTATATGAATATCTAGOGARR
AAAGATGAATTGCCACARAGTATTTATGCAAATACATCATATACTAACAAA TTCARAGATCTARCAAAGGARATOMTGO
ARPATTCAGTGTUCAACGACANTGCTAGT TACTCATTGAATT TAGATAAGTTGGATARRACTT! NIGTCATTCATTATACAG
cmunmmeorcmnmmuﬂﬂmmmﬂmnmmmmmmmm
TATCTTTATGGOGGATATCGITTAACTTGGEATARTGGTTTAGTTTT. 'ATATAGCAATAAAGCTGACOGCARTGATAARAR
TOQACAAATTATTCAAGRTAATGATTTTOAATATARNGAAGATACTGCAARAGGAACT 'ATGAGCGGGCAGTACGATGCCA
mmnammcmmmmmmrmmumnmﬂcnmnmmm

274
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uurrnwmmuacrnmmcurmmmmﬂmmc’rumnmmrrmrmm
Tmmﬂmmmmmmmmmw
Mmmcnrmmnwrmmmmmmm
mmummxmmmmmnmmrm
MTATWMMWWWW“&CCM&MMW
rmmmﬁmmnmmmmmncmmmﬁmmmmmmmﬂawm
Ammnmmmcmmnmmmwmmmmmm
cmmmmmnmmmmnmmnmrmnmm
TACMMAWMTWWMT&CMMMTAMI
cocca'rn-m-rmmMnmmcmcnmmccncmmmmnrmcnmmnnmm
WTMMTWMHAMMAMATWTW
TWWGCCMWMMMMMATAWMCGCCACCGMMTWT
GAGCCGGAAACACCAATGCCACCGACACCAGARGTACCAAD IGAGCCOGARACACCAACCCCACCARCACCAGAOGTACT
mmmnmcmmmmmmm
mmmmmmcmmmﬂmmmmcmrmm
GARGAACCTAMAAAGCCTTCT: ARACCAGTCGARCAAGE TAAAGTAGTAACACCTGTTATTCAAATCAATGAARAGGTTAR
AGCAGTGGCACCAACTAAARAAGCACAATCTARGARATCTO AACTACCTGAAACAGGTGGAGAAGAATCAACAANCAAAS
MAWMAHAMWWWMMAEWMTMTMTM

SEQ ID NO 65 secuencia de polinuclestido

mmnnmmrmmrmmﬂmmmmmmm
AATRGTAGGGGCAACTATACTATTTOGGATAGGCAATCATCAAGCACAAGCTTCAGAACAA TCGAACGATACARCGCAAT
CTTCCANAANTARTOCAAG TG CAGATTCCUARAAARACARTATEATAGAARCACCTCAATTARATACAACGGCTAATGAT
ACATCTOATATTAGTGCARACACAAACAGTGCGARTATAGATAGCACAACARRACCAATGT CTACACAARCGAGCANTAC
CRCTACAACAGROCCAGCTTCAACAARTGAAACACCTCARCCGALGGCAATTAAAAATCAACAACTOCTGCARARATCS
ARGATCARACTG TTCCTCAAGARGCAARTTCTCAAGTAGATARTARAACAACAAATCATGCTAATAGCATAGCAACARAC
AGTCAGCTTARAAATTCTCAAACATTAGATTTACCACAATCATCACCACARACGATTTCCARTACCCAAGGAACTACTAR
ACCAAGTUITAGAACGAGAGSTGTACGTAG TTTACCTETTGCTGARCCUG TAGTAAMTUCTUC TCATGCTARAGGTACAA
J\MAMTGRTMAGEWMW ACATTTGACCCTAATCAAAGTOGTARCACATYT
ATGGCGGCARATTTTACAGTGACAGA TAARGTGAARTCAGIGGATTATY TTACAGCOAAGTTACCAGRTAGT TTAACTGA
TAATGGAGACGTOGATTATTCTARTTCAMATAATACGATGCCANTTGCAGACATTARANGTACGARTCGCGATETTATAG
ﬂmmrammm&mmmmmmmrmmArrnm'rmtnmmmmﬂm
mcnmﬂmammcmcmmmmmnﬂmnmc
GOATCARATGTTTAATAATAAAATTACTTATAACTATAGTTCGCCAATTGCAGGANT TAATAAACCAAATGGOGOGRACA
TTTCTTCTCARATTATTGG TG TAGATACAGCTICAGOTCARMCACATACAAGCARA CAGTATTTGTTAACCCTAAGCAA
COAGTTTTAGGTARTACGTGIGTGTATATTAARGGCTACCAARATARAATCGAAGARAGTASCOGTAARGTARGTGCTAC
AGATACAAARCTGACAATTTITGAAS TGARTGATACATCTAAATTATCAGATAOC TACTATOCAGATCCARATGACTCTA
ACCTTARAGARGTAACAGACCAATTTARARATAGAATCTATTATGAGCATCCAANTUTAGCTAGTATTAAATTTCGTGAT
ATTACTAAAACATATGTAGTATTASTAGAAGGGCATTACGR CAATACAGUTAAGAACTTAMAANCTCAGGTTATTCAAGA
AAATGTTGATCCTGTAACAAATAGAGACTACAGTATTTTCCGTTGGAR TAATAAGARTGTTUTACGTTATGATGGTGUAR
GTGCTGATCCTOATTCAGCAGTARATCCGAARGACCCARCTC CAGGACCGCCGATTGACCCAGAACCAAGTCCAGACCCA

TWAWNACWWWWMTWWMAW
mhmmﬂnmmnmrmcmrmmmmammmm AR

SEQ ID NO 66 secuencia de polinucledtido

ATGAAAAAGCAMTARTTTCGCTAGGCOCATTAGCAGTTGCATCTAGC T TATTTACATGUAATAACAARGCAGATGOART
AGTRACAAAGGATTATAGTARRGAATCAAGAGTAAATOAGAAAAGTAMAARGGARGCTACTGT T TCAGATTATTACTATT
QGARANTAATTGATASTT TAGAGGUACAATTTACTOGAGCARTAGACTTATTGGARGAT TATAAATATGGAGATCCTATC
TATARAGAAGCOAARGATAGAT TGATCACARGAGTATTAGGAGAAGACCAGTATT TATTAARGARARAGATTOATGAATA
TGAGCTTTATAAAARGTGGTATAAMAGT TCAAATARGAACHCTARTATACTTACTTTCCATAAATATAATCTT TRCARTT
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TAACAATOAATOAATATAACGATAT TTT TAACTCTTTGAALGATOCAGT TTATCAATTTARTAAAGAACT TAAMOARATA
GRAGCATAMAATG TTGACTT GAAGCAGTTTOATAAAGATGCAGANGACARGGCAACTAMUAAGTTTATOACCTIGTTTC
TGAAATTGATACATTACTTG TARCT TATTATGC TCGATAAGUATTATGCCIAGCATGCOAMGAGT TACGMICAAALCTGO
ACTTAATCCTTGGAGATACAGACAATCCACATAARAT TACAARTGAGCOTATAAAARAAGARATOATOUATOACTTAART
TCAATTATAGATEATTTCTT TATGGAGACTAAACAAAATAGACCUAATTC TATARCARAATATGATCCARCAAAACACRA
TTTTAAAGRGAAGAGTGAAAATARACCTAATTTTOATAAATTAGTTGAAGAAACARAAAAAGCAGTTAAAGAAGCAGACG
AATCTTGOARRAATAAAACTUTCAARAAATACGAGAARAC TGTAACAAAA TCTCCTGTTOTAARAGARGAGAAGAARGTT
GAAGAACCTCAATTACCTARAGTTGGAAACCAGCAADAGGTTAARACTACOGC TGATAAAGCTAAAGARACAACACARCT
AGTCGCACAGCCATTAGTAAAAATTCCACAAGAAACAATCTATGOTOAAACTGTAAAAGG TCCAGAATATCCARCGATOG

AAGCTTCTCAATATCCTCOOACACCCCAATTTARCAAMACACCTAROTATGTOAATATAGAGATGCTGGTACAGGTATC
COTUAATACAACGATGGAACATTTGGATATGAACCIAGACCAAGATTCAACARGCCAAD TGARACARRTGCATACAADTT
AACGACAAATCAAGATGOCACAGTATCATACGGAGCTCGCCCARCACAAAACAAGCCARGTUAAACAARCGCATATAACG
TAACAACACATGCAAATGG TCAAGTATCATACGCTGC TCICCCAACACAAARAAAG COARGCARAACARATGCATACARC
GTAACAACACATGCAAA TGS TCAMC TATCATATGGCGCTOGCCCGACACAARAAAAGCCARGCAAMACARATGCATATAR
CGTAACAACACATACAAA TGS TCAAGTATCATACGEAGCTCGCCOGACATACAAUAAGCCANGOGARACRAATICATACA
ACOTAACAACACATGCAAA TOHGTCAAUTATCATATOGCOCTCGCCCUACACARARARAGCCAAGOCAMCAPACGCATAT
ARCGTAACAACACATOCAGATEITACTGCGACATATCGGCCTAGAGTAACAARATAA

SEQ ID NO. 71 secuencia de pohnucledtido

GTGAAAAGCAARTCTTAGATACGGCATAAGARAACACAARTTGGCAG CGGCCTCAGTATTCT TAGOAACAATCATCOTIQT
TGGAATOGGACARGAAAAAGANCCTOCAGCATCOAARCARAACAATACTACAGTAGAGGAAAGTGGOAGTTCAGCTACTE
ARAGTAAAGCAAGCOAAACACARACAACTACAARTARCGTTARTACAATAGATGAAACACAATCATACRGCGCGACATCR
ACTAAGCAACCATCAAART CAACTCAAGTARCAACAGARGARICACCTAACAACTGTOCAAGCACCAAARGTAGARACCOR
AATGAAATCACAAGAAGATTTACCATCAGAAAAAGTTGCTG ATAAGGAAACTACAGGAACTCAAGTTGACATAGCTCARC
CAAGTAACGTCTCAGAART TRARCCARGAATGARARGATCACCTOACGTTACAGCAGTTTCAGAGAANGAAGTAGCOGAN
GAAGCTAARGCAACAGCTACAGATGTAACAAATAAAGTGGAAGT TACTGANAGCTCT TTAGAAGGATATAATAAAGATTC
GAATATTGTTAATCCGCATAATGCTCARAGAGTRACT TTARAATACARATOGAARTT TGAAGAAGAAAT TARGOCAGGRG
ATTATTTTGATTTCACATTANGTGATAATGTTOAARCACATAITATATCAACACTGCU TARAGCTTCOGGAGATAARARGT
TCAACAGAAGATARAGTTATGGCARATGCTCAAGTTATARATCARCGTACAATTCGCTATACATTTACTGATTATATARA
TAACAAARARGATTTARCTGCTGAATTAAACT TARACCTATTCATTUACCCAACARCAGTIACAAAGCAAOGTGAG TCARA
AAGTTGAAOTAACACTAGG TCAMARTAAAG TC TCARAAGAA TTTGATATCARATATTTAGACGGUG T TAARGATASARTG
GOTGTTACTOT TAATOGTCGTATTOATACTT TOARTAAMGAAGADGGTAAATTTAGCCATTTTIGCATATG TGAAGCCTAA
CAACCAGTCOTTAACT ICTU ECACAC TAACTGCTCAAGTAACATCTGGATATARACARAGTGCTAATARTCCARCAGTCA
AACTATATAAACACATTGGTTCAGATGAATTAGCTAAAAG TGTT TATGCARAGCT IGATGATACCAGTAAATTTGAATGAT
GTGACTGARAAAGTARATCTATCTTACACAAGTAATAG TOGUTACACATTGARCCTTGGCGATTTAGATAATTCOARARGA
CTATGTAATTARATATGAAGCTGAATATGAT CAAAATGCTAAGGATCTAAATTTCCOAACACATCTTTCAOAATATCATA
ARTACTACCCATACTATCCTTAT TACCCE TATTATCCAG T TCAAT TAACT TGCRRAACAACGGTOTTGCATT TTRCTCTART
AATGCTAAAGQOGATGGTAAAGATARACCAAATCATCCTATCATTGAUARGAGTGAACCAATTGATTTAGACATTARATC
AGAGCCACCAGTGGAGAAGCATGAATTGACTGGTACARTCOARGAAAGTARCGATTCTAAGCCARTTGATTTTGUAARTATC
ATACAGCTGTTCAAGGTCCAGAACTCATCCAGARGOTAT TATTUARACTGAAGAAGAT TICTATICATGTGGATTTTGAR
GAATCTACACATGARRATTCAAAACATCACGCTIATGTTG T GAATATGAAGAGGATACARACCCAGGTGGTOGCCANGT
AACAACTGAGCTCTARCTTAGTTGAATT TGACGAAGAGTCTACARAAGOTATTATAACTAGCGCAGTGAGOGACCATACAA
CAGITUAAGATACGAAAGAATATACARCTGAAAGTARTCIGAT TGAA TTAGTGGATGARTTACCTGARGAACATGGTCAR
GCACAAGGGCCAATCGAGGARAT TACTGARACAA TCATC A ATTICTCATTCTGG TTTAGGAACTGARAATCG TCACGS
TRATTATGGOGTGAT TGATGAAATCOAAGAAA TAGCCACG T TAATATTAAGAGTGARTTAGOT TATGANGITGGCCAAA
AYAGCGGTAATCAGCTCATT CGAGCAAGACACACAAGAAGATIAACCTARATATGAACARGG TGG TAATATCCTAGATATC
GATTTCGACAGTGTACCTCAARTTCATGETCARAATAATGG TAACCASTCATTCRAGARAGACACAGAMIARAGACARGCC
TARGTATGAACARGGTGGTAACATCATTGATATOGACTTCGACAGTUTGCCACAAATTCATOGATTCAATAAGCATAATG
AMTTATTGAAGAAGATACAAACAAAGATARACCTARTTATCAAT I TGUTGOACACAACAGTOTTRATTT IGANGARGAT
ACACTTCCARAAGTAACTOGTCARRATGAACG TCAACAAACCATTOARGRAGATACARCGCCGCCAACACCCCCAACALC
AGAGCTACCAAGTGAGCCGOAARCACCAACACCACCAACACCAGAASTACCAAGTAAGCCAGGCAARCCAACCCCACCAR
ARCCGGAAGTACCAAGTGAGCCGRARACACCAGTACCACCARCAL CAGAGGTACCATCTOARCCTGGTARACCAGTACCA
CCTGCTAAAGAAGAACCTAAAAAACCTTCTAAACCAGTOGARCAAGITARGOTATTAACACCTATTATTGAAATCAATGA
ARACGTTAARGCAGTGGCACCAACTAAMCAAAMACRATCTAFGAARTCTGAAC TACCTGAM CAGGTGGAGAAGAATCAA
CAAACARAGGTATGTIGTTCOOCUGATTATTCAGCATTCTAGA TTTAGTATTATTACGCAGAARTAARAAGRATAACAAR
GCATAR
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SEQ ID NO 72 sectencia de polinucledtido

ATGAAATTTAAGTCATTGATTACARCAACAT TAGCATTAGGCGTTATAGCATCARCAGGAGCAAACTTTAATACTAACGA
mmmcccamnmccawmmwmacamuccnmummmnccnnn
mﬂnmmmmnmmmmmnmmmm
Anmnrmmmmmnncmnrmmanmmmmmm
ATATM&WMWWAWMGMWAMWMMR
mmmnnmcmmmmummucrmmcuccrmmmcrmmm
COATATACAATCACAGTGAACGGCACARGCCAAAACAT TTTATCARRCCTAACATTITARTAAAAATCARAATATTAGTTA
mmmmmrmmmnﬂmwummmnﬂmmmmmm
ARGOGARATATACAGTTAATTTTAAAM TEOAACGARGAANGTTATCGATT TGRAATCAGGTATTTACACAGCGARTTTA
ANMMTAHAMIAMTAWMMATM“WTWWA
TCAAGTTCCATATTCART TARTCTARRTGC TACATC TACARACAT TTTATCGRATCTTTCATTT TCARATAAACCTTGGA
CAAATTACAAMATTTARCTAGTCAAATARAATCAGTACTGARGCATCATAGRGATATTAITGAACARGATTTRAAATAT
GCTARGARAGCTTATTATACTOTT TATT TTAAAAATOGTUG TAAARGAATCTTACAGTTARATTCAARARATTACACAGC
AAACTTACTTCATGCAARAGATOTTAAGAGAATTGAAATTACTO TTAAAACAGOARCTAAAGCGAANICRGACAGATATG

ACAAGCAARATATACAGTATATTTCAARAATGCAAAGAMCAAGTAGTAANTTTARAATCAGACATCTTTRCACCTAATT
TATTIAGTGCCARMAGATATTAAMAAGATTGATATTUATGTAARACAATACACTARATCARRARRARARATAARTARATCT
ARTAATOTOAAATTCCCAGTARCAATARATARATTYGAAAACATAGTTTCARATGAATTTGTUT TCTATARTGCARGCAA
AATTACAATTARTOATITAAGTATARAACTTAAR TCAGCAN TOSCARATARTCAAGOGATAACTARACATGACATAGARC
TIGCTGAACGCGCAGTATAT ARG TG TATT TTARAAATGG T TCGTCAAAATATO TAGACTTARAMCTAANITATARAGAT
GAAAGAGTATTTAAAGCAACTGACATTAARAAGCTAGRTATTOARCTTARMA TTCTAR

SEQ ID NO 73 secuencia de polinucledtido
ATGAATARTAARRAGNCAGCAACRAATAGAANAGGCATGATACCARATCGATTAAACAAR
TTTTCGATAAGARACTATTCTGTAGG TACTGCTICARTTTTAGTAGGCACARCATIGATT
MGG TANG TOCTCATAARGCTAAAGCOGCAGAACATACOAATGAAGAATTAARTCAA
TCAAMAAATGAANCCACAGCCCCAAGTGAARRTAAAACAAC TAARAAAMTT TOATAGTCGT
CARACTARRAGACARTACCCARACTGCAACTGCAGATCAGCCTARAGTORCARTGAG TGAT
AGTGCARCAGTTRAAGAAAC TAGTAGTAACATGCARTCACCACAARACGCTACAGCTAAT
CAATCTACTACAAARACTAGCANTATAACAACAARTGATRAATCATCARCTACATATAGT
AATGAAACTGATAARAGTAATTTAACACAAGCAAAMGATOTTTCAACTACACCTRARACA
ACOACTATTAAACCARGAACTTTAARTCECATGACAUTGAATACTUTTGCADCTCCACAR
CARGCAACAAATGTTAATGATARAGTACATTTTTCAAATAT TGRCATTOCGATTUATARA
GGRACATOTTAATCAGACTACTOSTARAACTORATTTTGOGCAACTTCARG TAATATTTTA
AAATTAAAAGCARATTACACARTCOATGATTCTGT TARAGAGAGCAATACATTTACTTTT
AAATATGGTCAATATTTCOGTCCANRATCRGTAAGATTACC T TCACAAACTCARRATTTA
TATAATGCCCAAGOTAATAT TATTGCARAAGATATTTATGATAOTACAACAARCACARCA
ACATATACTTTTACGAACTATCTAGATCARTATACARATG T TAGAGOTAGCTTTAAACAR
GTTOCATTTOCGAAACGTARAAATACAACRACTGATARARCACCTTATAARATGCAAGTA
ACTITAGGTARTGATACATATAGCAAAGARATCATTUTCOATTATAOTAATAARARAGCA
CARCCGCTTATT TCAASTACAAACTATATTARCARTGAAGATTTATCGCOTARTATAACT
GCATATGTARATCAACCTAARAATACATATAL TARACAAACGTTTGTTACTAATTTAACT
CGATATAAMTTTAATCCAAATGCAAAARACTTCARAATTTACGARCTUACAGATCARART
CAATTTGTGGATAGTTICACCCCTGATACTTCAARACT TAMAGATG TTACTGATCAATTC
GATGTTATTTATAGTAATGATARTARMACAGCTACAGTCOATTTAATGAAAGICCARACE
AGCAGCAATARRCAATACATCATICARCARGTTGC TTATCCAGATAATAGTTCAACAGAT
AATGGAAAAATTGATTATACTITACACACTGACARAACTAAATATAGTTGCTCAAATAGT
TATTCAAATGTGAATOG CTCATCARCTOCT AR TGGCCRCCARRAGAARTATAATCTAGGT
GACTATOTATOOGAAGATACANATAAAGATUGTARACAAGATOCCARTOAARAAGGGATT
AARGOTOTTTATG TCATTCT TAARGATAGTAACGUTARAGAAT TAGATCOTACIACAACA
GATGARAATGGTARATATCAGTTCACTGATTTARGCAATOGARCTTATAGTGTAGAGTTT
TORACACCAGCCGO TTATACACCGACRACTOCARATG TAGG TACAGATGATUCTOTAGAT
TCTGATCGACTAACTACAACAGG TG TCAT TAAAGACICTUACAACATOACATTAGATAGT
GGATTCTACARANCACCAAAATATAGT TTAGGTGATTATGTTTGUTACGACAGTAATAAA
OATGGTAARCAAGATTCOACTGRRARAGOARTTAAAGG TOTTAMAGT TACT TTGCARARC
GAAARAGCCGAAGTAATTGGTACRACTGARACAQATGAAAATGITAAATACCGCTTTCAT
AATTTACATACTCGTAARTACRAAGTTATCTTTGAAAAACC TGCTRACTTAACTCAAACA
GETACAAATACAACTGAAGATGATAAAGATOC COATGC TGGOCAAGTTGATGTARCARTT
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ACGGATCATGATGATTTCACACTTGATAATGGC TACTACCARGARGARACATCAGATAGC
GACTCAGATTCTGACAGOGATTCAGACTCAGATAGCCACT CAGATT CAGATAGCGACTCA
GATTCAGACAGCGATTCAGACAGEGACTCAGACTCAGATAGCGATTCAGATTCAGACAGC
GACTCAGACTCAGACAGCGATTCAGACTCGGATAGCGACTCAGACTCAGATAGCGACTCA
GATTCGGATACCGACTCAGACTCAGATAGCGAT TCAGATTCAGATAGCGATTCGGACTCA
GACAGTGATTCAGATTCAGACTCAGATAGCGACTCAGATTCTGACAGCAATTCAGACTCA
GACAGCGACTCAGACTCAGACAGTGATTCAGATTCAGACAGCGACTCAGATTCAGATAGC
GACTCAGACTCAGATAGCGACTCAGATTCAGATAGCGATTCGGACTCAGACAARCGACTCA
GATTCAGATAGCGATTCAGATTCAGATAGCGACTCAGATTCGGACAGCGATTCAGACTCA
GATAGCGATTCAGACTCAGACAGCGATICAGA TCAGATAGCGACTCAGACTCAGATAGC
GACTCAGACTCAGATAGCOATTCACATTCAGACAGCGACTCAGATTCAGATAGCCATTCG
GACTCAGACAACAACTCAGATTCAGATAGCGATTCAGATTCAGATGCAGGTARACATACT
CCOGAGCTAAACCAATGAGTACGGTTAAAGATCAGCATAARACAGCTAAAGCATTACCAGAA
ACAGGTAGTGAAMATAATAATTCAAATAATGACACATTATTCGCTGGATTAT TCGCGGCA
TTAGGATCATTATTIGTTATTCGGTOGTCGTAARARACARARTAAATAR

SEQ ID NO 74 secuencia de polinucledtido
GAGGAGAATTCAGTACAAGACGTTAAAGATTCUAATACCGATGATGAATTATCAGACAGC
AATGATCAGTCTACTGATGARGAARAGAATGATGTGATCAATAATAATCAGTCAATAAAC
ACCCACGATAATAACCAAATAATTAAARAAGAAGAAACGAATAACTACGATCGCATAGAA
AAACGCTCAGAAGATAGAACAGAGTCAACARACAAATGTAGATGARAACGAAGCARCATTT
TTACARAAGACCCCTCAAOATAATACTCATCT TACAGARAGARGAGGTAARAAGAATCCTCA
TCAGCTCGAATCCTCAAMATTCATCAATTOATACTGCCCAACAACCATCTCACACAACAATA
AATAGAGAAGAATCTGT TCAARCAAGTGATARTGTAGAACGATTCACACGTATCAGATTIT
GCTAACTCTAARATAAACAZAGTAACACTGAATCTCCTARAGARGAGAATACTATAGAD
CAACCTAATAAAGTAAAACAAGATT CAACAATAAGTCAGCCCTCTGGCTATACAAATATA
GATGAAAAAATTTCAAATCAAGATGAGTTATTAARTTTACCARTARATGAATATGAARAT
AAGGCTAGACCATTATCTACAACATCTGCCCAACCATCGATTARACGTGTAACCGTARAT
CAATTAGCGACOGAACAAGGTTCGAATGTTAATCATTTAAT TAARAGTTACTGATCAAAGT
ATTACTGAAGGATATGATGATAGTAAAGGTGT TATTAAAGCACATGATGCTCAAARCTTA
ATCTATGATSTAACTTTTGARGTAGATGATANIGTGAAATCTGCTGATACCATGACACTG
GATATAGATAAGRATACACTTCCATCAGATTTAACCGATAGCTTTACAATACCARAAATA
ARAGATAATTCTCOACAAATCATCACTACAGG TACTTATGATAACARAAAATARACAAATC
ACCTATACTTTTACAGATTATGTAGATAAGTATGAARATATTARAGCACACCTTAARTTA
ACCTCATACATTGATAAATCAAAGGTTCCAMATAATAATACCAAGT TAGATGTAGRATAT
ARMACGGCCCTTTOATCASTAARTAAARCAATTACGATTGAATATCAARGACCTARCGAR
AATCOGGACTGCTAACCTTCARAGTATG TTTACAAACATAGATACGAAAARTCATACRGTT
GRGCAAACGATTTATATTAACCCTCTTCGTTATTCAGCCAAGGAAACAAMATGTAAATATT
TCACGGAATGCTCATGANGGTTCAACAATTATAGACOATAGCACAATAATTARAGT TTAT
AAGGTTGCAGATAATCAARATT TACCAGATAGTAACAGAATTTATGATTACAGTGAATAT
GAABATGTCACARAATGATGATTATGCCCAATTAGGAAATAATAATGATG TGRATATTAAT
TTIGOTAATATAGA TTCACCATATATTATTAAASTTATTAGTAAATATGACCCTAATANG
GATGATTACACGACTATACAGCAAACTCTCACAATGCAGACGACTATARATGAGTATACT
GOTGAGTTTAGRACAGCATCCTATOATAATACAATTOCTTICTCTACARGTTCAGOTCAA
GGACAAGGTOACTTGCCTCCTGAARAAACTTATAAAATCGGAGATTACGTATGGGAAGAT
GTAGATAAASATGG TATTCAAAATACAMTGATAATGAARAACCGCTTAGTAATGTATIC
GTAACTTTGACGTATCCTGATGAAACTTCAARATCAGTCAGAACAGATGAAGATGGGAAR
TATCARTTTICATGGATTCARAARCGGATTGACTTATAAARTTACATTCGARACACCTOAM
COATATACGCCGACGCTTAAACATTCAGGAACAAATCCTGCACTAGACTCAGAAGATART
TCTGTATGGGTARCTATTARTGGACAAGACGATATGACGATIGATAGTGGATTITATCAA
ACACCTAAATACAGCTTAGGGAACTATGTATCGTATGACACTARTARAGATGGTATTCAA
GGTGATGATGAAARAGOAATCTCTGCAGTTAPACTCACCT TARRAGRTGARARCGOAANT
ATCATTASTACAACTACAACCGATGAAAATGCARAGTATCARTTIGATARTTTARATAGT
GeTAATTATATTGTTCATTTTGATAAACCTTCAGGTATGAC TCARACAARCAACAGATTCT
GGTCATGATGACGAACAGGATGCTGATGGGGAACARGTICATGTAACAATTACIGATCAT
GATGACTTITAGTATAGATAACGOATACTATGATGACGAA
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Fig. 3

Purificacién de toxina alfa
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Fig. 4
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Fig. 5.1
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Fig. 5.2
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Fig. 5.3
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Fig. 5.4
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Fig. 5.5
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Fig. 6.1
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Fig. 6.2
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Fig. 6.3
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Fig. 6.4
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Fig. 6.5
Sueros de Ratones anti-CHA
2
15
1
08
o-m:.l.l.a.-.u o
10 20 40 80 180 30 B840 1280 2560 5120 10240 20480
A‘
| Sueros de Ratones anti- CIfA
2
15T
a
-]
E 1
g 0s
0'_@?-‘?_‘:‘.'.'.'.!.'.0—
S S I .9“.;\9@°<§&9¢'9@.‘;9’§§
Diluciones
P
Sueros de Ratones anti- CIfA
2_ -
1.5
g
[+]
E 1
g 05__-’.J——‘|\
0+— ﬁw\\:\"‘% — MEa—
10 20 40 80 160 2320 640 1280 2560 5120 10240 20480
Diluciones
C



51/58
Fig. 7.1
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Fig. 7.2
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Fig. 7.3
Sueros de conejo anti-HarA
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Fig. 7.4
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Fig. 7.5
Sueros de conejo anti-Sbi
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Fig. 7.6
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Fig. 7.7
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Fig. 7.8
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