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FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

o) SOLICITUD DE :
X Patente de Invencion Patente de Modelo de Utilidad
[ x] Capltulol. [ ] Capftuloh.
@ Nombra: WYETH
SOLICITANTE IDENTIFICACION
1) Direcclén:  Five Glralda Farms, Madison, NJ 07940, Estados Unidos de
América
@ ce. [ w [
Nacionalidad o0 Domicilio:  Nueva Jersay, Estados Unidos de América
Lugar de Constitucién:  Delawars, Estados Unidos de América cee [ ] om [ ]
Teléfono: Fax: Cual
E-Mall NOmero
_@ Nombre:  ALVARO CORREA ORDOREZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Direccidn: Avenida 82 No.10-62 Piso 8 ce. [x] wr []
O APODERADO CE |:| Ofo I:I
Teléfono: 634 1500 Fax: 378 2211 Cud
) 79.143.368 de
@ Nombre:  SELLMAN, Bret Richard y BAKER, Stavan Monls
. INVENTOR (ES) | Direccién: 52 Southem Lane, Warwick, NY 10890, Esiadoa Unidos de América y 64 Sunset Terrace, Highland Mills, NY 10830,
Estados Unldos de América, respectivamente.
(72)
Nacionalidad o Domicillo:  Estadounidenses
(5 PCT(85)
Solicttud Intemaclonal No. PCTAJS2005/037746 Fecha 13-OCT-05
Publicacién Intemacional No. WO 2007001423 Fecha (4-ENE7

@ Thulo (54) COMPOSICIONES INMUNOGENICAS DE ANTIGENOS DE POLIPEPTIDO STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

@ Clasificacién intemacional (1) it 39/00

Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Soficitud
us 21-0CT-04 80/20,788
sif x| wo
Comprobante de pago No. 07-18711 Fecha 08-MAR-07

\.




(@ ANEXOS . nnnn2 h
[X7] comprobante de pago de ia tasa de presentacion de Ia solicitud

[_X] pocumento que acredta la axistancia y representacion legal cuando ol sollciiants sea persona juridica

[i] Poderes, sl fuere ol caso

m Documento de casién del inventor al solicitante ¢ a su causante

] peciareciones

[x7] copia de a soicitud intemacional. (Resumen, descripcin, retvindicaciones, dibujos)

[X] Treduccisn de la solictud Intemacional al castelianc. (Resumen, descripcidn, relvindicaciones, dibujos)

D Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Auloridad intemacional de Examen preliminar (IPEA)
[] Traduccién del examen preliminar intemacional efectuada por la IPEA

D De ser ol caso, copla del contrato de acceso

D De ser el caso, documento que acrediie |a licencia o autprizacidn de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
Indigenas

De ser ol caso, ceriificado de depdsito del material bioldgico

Dmnmnzmz

D De ser el caso, infformacién sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo thular o su
causants, relaclonadas parcial o totaimente con la invencién de esta solicitud
. D De ser ol caso, modificaclones efectuadas a la eolicitud Internacional.

m Otros: Extractos y notificacién de presentacién de documento de prioridad.

(1) FIGURA CARATERISTICA

e
b

(39 solicio la concesidn de Ia petents, Qmsy
.. N . —

VAHD CORREA ORDONEZ

FIR

"C€L79,143,366 de TP. §0.261
llaagudn L
Instrucciones para la presentacion de los anexos, ver reverso de esta pagina
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TRADUCCION OFICIAL N° 1204072 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada por Jalme
Armando Garavito Burgos, c.c. N® 18.130.702 de Bogotd, Traductor e Intérprete Oficlal inglés-espafiol-
inglés segiin Resolucidn N° 034 de enero 11 de 1683 expedida por el Ministerio de Justicla de la Repliblica
de Colombla

nanng

PODER OTORGADO POR WYETH
APOSTILLA
1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento puablico
2. Ha sido firmado por MICHELLE L MC GOWAN
3. Quien actiia en calidad de NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
4, Lleva el sello de MICHELLE L MC GOWAN, NOTARIO
Certificado
5. En Trenton, Nueva Jersey M
6.  EI28de marzo de 2007 .
" viTO B

7. Por Bradley Abelow, Tesorero de Nueva Jersey JAIME A GM:\:. i

° o T nm:'. e 198
8. N° A287325 ._-::.‘::“ .:‘.,-ﬂe-'
9. Sello (Aparece adherido sello dorado)

10.  Firma (firmado) Bradley Abelow

Texto en inglés y en espafiol mediante el cual WYETH, domiciliada en los
Estados Unidos de América otorga poder a ALVARO CORREA ORDONEZ yl/o _
OLGA GEORGETTE OTERO y/o RICARDO METKE y/o JUAN PABLO
CONCHA, todos miembros de la fiima de abogados Raisbeck, Lara, Rodriguez
& Rueda domiciliada en Bogota, Colombia.

Solictud de Patente en Colombia ftitulada: “COMPOSICIONES
INMUNOGENICAS DE ANTIGENOS DE POLIPEPTIDO DE
STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIS”.

Dado y firmado el 23 de marzo de 2007

(Firma ilegible)
William H. Calnan, Subsecretario



TRADUCCION OFICIAL N°* 1204072 al espafiol de un documento escrito en ingiés, efectuada por Jaime
Armmando Garavito Burgos, c.c. N* 19.130.702 de Bogotd, Traductor e Intérprete Oficlal inglés-espafiol-
Inglés segin Resolucidn N* 034 de enero 11 de 1983 expadida por el Ministerio de Justicia de la Repiiblica

de Colombia nanny

[Sello en tinta que dice: “Michelle L. McGowan, Notario Publico, Estado de
Nueva Jersey. No. 2108903. Calificado en el Condado de Morris. Comision
vence el 09 de febrero de 2011°]

CERTIFICACION NOTARIAL

Texto en inglés y en espafiol mediante el cual el suscrito notario certifica el 23 de
marzo de 2007, la existencia legal de la sociedad WYETH, asf como las
funciones y firma de su representante autorizado William H. Cainan,
Subsecretario, para efectos de io cual se basé en lo siguiente:

Acta de Reunién de la Junta Directiva fechada abril 27 de 2006.

(Firmado) Michelle L. McGowan, Notario Pablico

(Sello en tinta que dice: “Michelle L. McGowan, Notario Plblico, Estado de
Nueva Jersey. No. 2108903. Calificado en el Condado de Morris. Comisién
vence el 09 de febrero de 2011")

[Sello notarial realzado que dice: "Michelle L. McGowan, Notario Pablico, Nueva

Jersey’]

La anterior es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina

para su confrontacion.

Lé>

Jaime Armando Garavito Burgos

c.c. N° 19.130.702 de Bogota

Traductor e Intérprete Oficial segin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983
expedida por el Ministerio de Justicia

BOGDMS5 # 75448 - Aﬁ‘“} )
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APOSTILLE

(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MICHELLE L MC GOWAN

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY

CERTIFIED

AT TRENTON, NEW JERSEY

THE 28TH DAY OF MARCH 2007 ==

BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER

NO. A287325

w O <1 o W

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

ok, Alelec

S L S




Raluback, Lars, Rodrigues & Rusda

Av, 82 No. 10 - 62 6th Foor
Bogotd, Colombin
NIT; §60.068.840-3
Tek +57 1 €34 1300
Farc +57 1 378 2211
www.bahemat.com
noann 7
POWER OF ATTORNEY PODER DE ABOGADO
The undersigned. La abajo firmada,
WYETH WYETH
with offices at con oficinas
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America Estados Unidos de América
declares that it hereby grants to declara por ¢l presente que otorgs &
ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o
OLGA GEORGETTE OTERO and/or OLGA GEORGETTE OTERO y/o
RICARDO METKE and/or RICARDO METKE y/o
JUAN PABLO CONCHA JUAN PABLO CONCHA

Q’.—illmmbmofthchwﬁrmkailbeck.un,Rodﬁguez&Rueda, Todos miembros de la firma de abogados Raisbeck, Lara,
with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogotd D, C., Rodriguez & Rueda, con domicilio en la Av. 82 No. 10 — 62
Colombia, and for so long as they remain members of the law  Piso 6 en Bogotd D. C., Colombin, y hasta tanto clloa continfien
firm, a full and sufficient power of attomcy with respect to  siendo miembros de la firma, poder especial amplio y suficiente
Colombian patent application(s) based on PCT/US2005/037746  con respecto a la solicitud(es) de patente en Colombia basada(s)

end entitled “IMMUNOGENIC COMPOSITIONS OF en PCT/US2005/037746 y titulada
ST. EPIDERMID, LYPEPTID “ Comppsiciones inmunogépicas de
ANTIGENS” und to obtain patent protection thereof, for which _afiffgenos de polipeptido de staphy

purpose I (we) suthorize the said attorncys to represent me (us) _lococcus epidermis” ot
beforc any suthorities or persons, with or without jurisdiction, ¥y para obtener la proteccién de patente de ls misma, a cuyo
specinlly those administrative, administrative contentious and  efecto autorizo (amos) a los dichos apoderados para que me
judicial, as well as before Arbitration Court, in all matters (n0s) representen ante cualesquiers sutoridades o personas,
concemning the following: 2) Obtainment of a patent(s) based upon  ejerzan o no jurisdiccién, especialmente ante las del orden
said patent application(s), including filing of essignments, change  administrativo, contencioso-administrativo y judicial, as! como
of name or sddress, voluntary cancellation; and defending los tribunales de arbitramento, en do lo concemniente a los
oppositions, cancellations, mullity, writ mandamus, and in general  siguientes asuntos: a) Obtencién di la(s) patente(s) de invencidn
the civil, peoal, an administrative processes relating to those  bassada(s) en la mencionada solicitud de patente, incluyendo
rights. presentacién de traspasos, cambio de nombre o direccitm,

cancelacién voluntaria; y defensa en oposiciones, cancelaciones,

nulidades, 1a tutela, y en genecral procesos civiles, penales,
~ administrativos relacionados con estos derechos.

1 hereby ratify all lawful actions previously taken on behalf of this  Igualmente, ratifico todo lo actuado en derecho hasta el
company by the aforementioned attomeys with respect to the momento en nombre de esta compailfa por cunlquiera de loa

mentioned matters. mencionados apoderados en los casos mencionados.

Done and subscribed in Dado y firmado en

On the .’,L3'dL day of YN Yoreh of 2007 Alos 2Mfasdeimesde marzo  de 2007
Signatore of the person Issuing the Power Firma de la persona que flrma el Poder

WYETH

hwyp,f—

William H. Calnan
Assistant Secretary
MICHELLE L. McOOWAN
Natary Public, State of New Jesay
Quled a Mars Cousty
Contibleion Espires Feb. 9, 2011




NOTARIAL CERTJFICATION

v
On this 9 3 dayof March
2007 , the undemsigned Notary

CERTIFIES

. That William H. Calnan

set his hand on the foregoing document.

2. That the grantor is to me personally known and that he/she has

capacity to execute the instrument.

. That the grantor has executed the foregoing document as

Assistant Secretary
of the judicial person WYETH

. That the judicial person WYETH
having its bome office in
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America

is duly organized, has present legal existence and that the
purposes for which the power of attorney is granted are within
the scope of its corpomte purposes.

. That the grantor has in fact the referred to authority and that
his/her representation is legal.

. That 1 have based certifications 3, 4 and 5 above on the
following authentic documents for such purpose exhibited to me
and which I mention specifically, giving their dates and their
origin or source:

Minutes of the Borrad of Directors Meeting held on April

26, 2006.

r\"\‘LLJngJ-‘\-rY\‘btxujb—;

AGCHELLE L. McOOWAN
Natery Fiblic, Swte of New Jersey
o 210003
- oIms
D conmimen Expircs Feb, 9, 2011

annng

CACION NOT.

Alos 23 diasdel mesde marzo

de 2007 , el suscrito Notario

DA FE

1 Que William H. Calnan

suscribié de su puiio y letra el documento que antecede.

2. Que connzco al otorgante y que éste tiene capacidad legal
para el otorgamiento.

3  Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su
carécter de

Subsecreatario

de la persona juridica WYETH

4 Quelapersonajuridica WYETH
con sede
Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

eath legalmente constituida, que tienc existencia legal
actual y que el acto para el cual se otorga el poder estd
comprendido entre los que constituyen su objeto social

5 Que el otorgante tienc efectivamente Ia representacién que
ostenta y que ésta cs legitima.

6. Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los
siguientes documentos suténticos que al efecto se me
exhibieron y que menciono especificamente con expresidn
de sus fechas y de su origen o procedencin:

Acta de la reunifn de Junta Directiva

celebrada el 26 de abril de 2006

El Notarlo Pihblico



TRADUCCION OFICIAL N* 1304071 al espafiol da un documento escrito en inglés, efectuada por Jalme
Amnando Garavito Burgos, c.c. N® 19.130.702 de Bogotd, Traductor e Intérprets Oficlal Inglds-aspafiol-
inglés segin Resolucidén N° 034 de snero 11 de 1883 expedida por el Ministerio de Justicia de a Repiibilca
de Colombla

APOSTILLA

1. Pals: Estados Unidos de América
Este documento pablico
2. Ha sido firnado por BARBARA A. KIELY
3. Quien actua en calidad de NOTARIO PUBLICO DE NUEVA JERSEY
4, Lieva el sello de MICHELLE L. MC GOWAN, NOTARIO

Certificado W

nnngg

5.  EnTrenton, Nueva Jersey AIME A GARMHT(: B
6.  EI 28 de marzo de 2007 ‘ ,...u-:: e 1983

ramo DE JusTICIA
7.  Por Bradiey Abelow, Tesorero de Nueva Jersey i
8. N°® A287328
9. Sello (Aparece adherido sello dorado)
10. Fima (firmado) Bradiey Abelow

AM101548 L1

DECLARACION JURAMENTADA

Yo, Michelle L. McGowan, Asociado de Legalizaciones de Wyeth, por medio del
presente certifico que la copia anexa ha sido comparada con la Cesién original
(para USSN 60/620.788 y cualquier equivalente lagal de la misma en un pals
extranjero, para la invencién titulada: “COMPOSICIONES INMUNOGENICAS
DE ANTIGENOS DE POLIPEPTIDO DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIS")
fechada noviembre 23, 2004 de Steven Morris Baker; y fechada noviembre 29,
2004 de Bret Richard Sellman a Wyeth y que la mencionada copia es una copia
auténtica del original.

Fechada Marzo 22, 2007 en Madison, Nueva Jersey, Estados Unidos de

América.
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TRADUCCION OFICIAL N° 1304071 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada por Jalme
Armando Garavito Burgos, c.c. N* 18.130.702 de Bogota, Tmaducior 8 Intérprete Oficlal Inglés-espafiol-
Inglés segin Resolucidn N° 034 de enero 11 de 1883 expedida por el Miniaterio de Justicla de ia Repiiblica
de Colombia

Wyeth

(Fimado) Michelle L. McGowan, Asociado de
Legalizaciones

PARA SER USADA EN COLOMBIA

RECONOCIMIENTO
Estado de Nueva Jersey )
)
Condado de Mormis )

Hoy marzo 22 de 2007, comparecid personalmente ante mi Michelle L.
McGowan, Asociado de Legalizaciones de Wyeth, a quien conozco como la
persona describa en el anterior instrumento y quien suscribi6 el mismo y

reconocié haberlo suscrito en forma libre y espontanea para los fines

(Fimmado) Barbara A. Kiely, Notario Pablico saeyerom £ WS L

de Imero
] 034 .JU““"

(Sello en tinta que dice: “Barbara A. Kiely ID. 33893, Notario Paties g Nueva

consignados en él.

Jersey. Mi comisidn vence el 20 de junio de 2009}

(Sello notarial realzado)

(Aparece en el encabezamiento de las paginas referentes a las casiones:
“Archivo No. AM-101548 L

Patentes”)

(Aparece en el pie de pagina de las paginas referentes a las cesiones:
"Cesién de Invencién

Solicitud Provisional”)

Cesién de Invencion

En consideraciébn del pago por la CESIONARIA a la CEDENTE de una
contraprestacion valida y suficiente cuyo recibo se acusa por medio del presente,

los CEDENTES:



TRADUCCION OFICIAL N* 1304071 al espafiol de un documento escrito en Inglés, efectuada por Jaime
Armando Garavito Burgos, c.c. N® 18.130.702 de Bogotd, Traductor e Intérprete Oficial inglés-sspaiiol-
Inglés segin Resolucion N* 034 de enero 11 de 1983 expedida por el Minlsterio de Justicia de la Repiblica
de Colombia

(1) Nombre Completo del Inventor: Bret Richard SELLMAN
Residencia: 52 Southern Lane, Warwick, NY 10990
Ciudadania: Estados Unidos de América
(2) Nombre Completo del Inventor: Steven Mormris BAKER
Residencia: 84 Sunset Terrace, Highland, Mills, NY 10930
Ciudadanla: Estados Unidos de América
por medio del presente vende, cede y transfiere a la CESIONARIA:
Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersay 07940
y los sucesores, CESIONARIOS y representantes legales de la CESIONARIA, la
totalidad del derecho, titulo e intereses para los Estados Unidos y sus
posesiones territoriales y en todos los paises extranjeros, incluyendo todos los
derechos a reivindicar prioridad con respecto a la invencién titulada:
“COMPOSICIONES INMUNOGENICAS DE ANTIGENOS DE POLIPEPTIDO
DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIS")

e inventada por los CEDENTES y los siguientes inventores adicionales, si los

hubiere:

y que se encuentra en la Solicitud Provisional de los EE.UU. No. 60/620.788

presentada el 21 de octubre de 2004

[También verifique si se estan cediendo solicitud{es) adicional(es)]

[X] y cualquier equivalente legal de las mismas en un pafs extranjero

la fecha de presentacion y el nimero de solicitud de dicha solicitud de los EE.UU.
cuando se conozca, se debe insertar amriba, incluyendo el derecho a invocar
prioridad, incluyendo todas y cada una de las mejoras divulgadas en la misma y
en todas las patentes obtenidas para dicha invencién a través de la anterior

solicitud y cualquier solicitud provisional, no provisional, continuacién, divisional,



TRADUCCION OFICIAL N* 1304071 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada por Jaime
Armando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogotd, Traductor e Intdrprate Oficlal inglés-espaliol-
inglés segin Resoluclon N* 034 de enero 11 de 1883 axpedida por el Ministerio de Justicla de ia Republica
de Colombia

renovacion o sustitucién de la misma presentada posteriormente y en cuanto a la

patente, cualquier re-expedicién o nuevo examen de la misma.

Los CEDENTES por medio del presente acuerdan que no se ha hecho ni se
hara o suscribird ninguna cesion, venta, acuerdo o gravamen que pueda estar

en conflicto con esta cesion.

Los CEDENTES autorizan a la CESIONARIA para que haga solicitudes y para
que reciban patentes para dicha invencién en cualquiera de los mencionados

paises en su propio nombre, 0 en el nombre de la CEDENTE o a su eleccion.

Los CEDENTES acuerdan suscribir u obtener cualquier seguridad adicional
necesaria del titulo a dicha invencion y cualquier patente que pueda ser
expedida para la misma y a entregar en cualquier momento y a solicitud y
expensas de la CESIONARIA cualquier testimonio en cualquier derecho
preexistente que impida el patentamiento de la invencién, litigio o procedimiento
relacionado y a suscribir todos los documentos que puedan ser necesarios o
convenientes para perfeccionar el titulo a dicho invento o cualquier patente que
pueda ser otorgada para el mismo a la CESIONARIA, sus sucesores,
CESIONARIOS u otros representantes legales y a suscribir, en cualquier
momento, a solicitud y expensas de la CESIONARIA, cualguier continuacion,
continuacion parcial, divisional, renovacién o sustituciéon de la misma y en cuanto
a patentes a re-expedir 0 re-examinar las mismas, o cualesquier otras solicitudes
adicionales de patentes para dicho invento o cualquier parte del mismo, todas
las cuales y cualquier patente que se expida se ceden por medio del presente a
la CESIONARIA y prestara todos los juramentos legales o declaraciones y hara

todos los actos legales requeridos para adquiridos, sin compensacion adicional,

ANNY 2



TRADUCCION OFICIAL N* 1304071 al espafiol de un documento escrito en inglés, efectuada por Jaime
Armmando Garavito Burgos, c.c. N° 19.130.702 de Bogota, Traductor e intérprete Oficlal inglés-eapafiol-
inglés segin Resolucidon N° 034 de enero 11 de 1883 expedida por el Ministerio de Justicla de la Repiblica
da Colombla

pero a expensas de la CESIONARIA, sus sucesores, cesionarios u otros

representantes legales.

Los CEDENTES autorizan y solicitan al Comisionado de Patentes expedir todas
y cada una de las patentes de los Estados Unidos para dicho invento, que

resulte de cualquiera de las solicitudes a su CESIONARIA.

(Firmado) Noviembre 29, 2004
Bret Richard SELLMAN Fecha
RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York )
Declaracién juramentada
Condado de Rockland )
El 29 de noviembre de 2004, Bret Richard SELLMAN, compareci6
personalmente ante mi, a quien conozco como ia persona describa en el anterior

instrumento y quien suscribié el mismo y reconoci® haberlo suscrito en forma

libre y espontanea para los fines consignados en él.

(Firmado) ROSEANN D. JASTROW, Notario Pablico
[Sello en tinta que dice: “ROSEANN D. JASTROW. N° 01JA6085816. Calificado

en el Condado de Rockland. Mi comision vence el 06 de enero de 2007")

(Firmado) Steven Morris BAKER Noviembre 23, 2004
Fecha
RECONOCIMIENTO

Estado de Nueva York )
Declaracién juramentada
Condado de Rockland )
El 23 de noviembre de 2004, Steven Morris BAKER, comparecié personaimente

ante mi, a quien conozco como la persona describa en el anterior instrumento y
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inglés segtin Resolucién N* 034 de enero 11 de 1583 expedida por el Ministerio de Jusiicia de la Rep(blica
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quien suscribi® el mismo y reconoci® haberlo suscrito en forma libre y

espontanea para los fines consignados en él.

(Fimado) ROSEANN D. JASTROW, Notario Piblico
[Sello en tinta que dice: “ROSEANN D. JASTROW. N° 01JA6085816. Calificado

en el Condado de Rockland. Mi comision vence el 06 de enero de 2007")

La anterior es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina

para su confrontacién.

Jaime Amando Garavito Burgos

c.c. N* 19.130.702 de Bogota

Traductor e Intérprete Oficial segin Resolucion N° 034 de enero 11 de 1983
expedida por el Ministerio de Justicia
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AFFIDAVIT

I, Michelle L. McGowan, Legalization Associate, Wyeth, do hereby certify that

the attached copy has been compared with the original Assignment (for U.S.S.N.

60/620,788 and any legal equivalent thereof in a foreign country, for the invention

entitled: “IMMUNOGENIC COMPOSITIONS OF STAPHYLOCOCCUS

EPIDERMIDIS POLYPEPTIDE ANTIGENS") dated November 23, 2004 from Steven

Morris Baker; and dated November 29, 2004 from Bret Richard Sellman to Wyeth and
that the said copy is a true copy of the original.

Dated this 22™ day of March, 2007, at Madison, New Jersey, United States of America.
Wyeth

Michelle L.McGowan A

i
Legalization Associate

TO BE USED IN COLOMBIA

ACKNOWLEDGMENT

State of New Jersey )
)

County of Morris )

On this 22™ day of March, 2007, before me personally appeared Michelle L.
McGowan, Legalization Associate of Wyeth, to me known and known to me to be the
individual described in and who executed the foregoing instrument, and he acknowledged
to me that he executed the same.

Bichara A. Kiely ID. 33893 / Notar E“blic 5

Notary Public of New Jersey
My €Commission Expires June 20, 2009




Docket No: AM101548 L1

Patent NNty

Assignment of Invention

In consideration of the payment by ASSIGNEE to ASSIGNOR of good and valuable
consideration, the recelpt of which Is hereby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1) Full Name of inventor: Bret Richard SELLMAN
Resldence: 52 Southem Lane, Warwick, NY 10880
Clizenship: Unhsd States of America

(2) Full Name of Inventor: Steven Morris BAKER
Residence: 84 Sunset Terrace, Highland Mills, NY 10830
Citizenship: United States of America

hereby selle, assigns and transfers to ASSIGNEE:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 079840

AmsignmentNewApp-Provisionel.dot — Rev 204 Page 10f3 Assignment of Invention
Provisional Application
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Patent

and the successors, asaigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and imerest for the United States and iis territorial possessions and in all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention entitled:

IMMUNOGENIC COMPOSITIONS OF STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS
POLYPEPTIDE ANTIGENS

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventore, if any:

and which is found In U.S. Provisional Application No. 60/620,788 filed on: October 21,
2004

[also check if foreign application(s) Is(are) also being assigned]
B and any legal equivalent thereof in a foreign country,

the date of filing and application number of said U.S. application when known, to be inserted
above, Including the right to claim prierity, Including any and all improvements disciosed
therein, and In and to all Letters Patent to be obtained for said invention by the abova
application or any subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional,
mn::;fal, or substitute thereof, and as to Letters Patent any relssue or re-examination
thereof.

ASSIGNOR hereby covenants that no assignment, sale, agreement or sncumbrance
has been or will be made or entered into which would conflict with this assignment.

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to recelve Lettars
patent for said invention in any of sakd countries In its own name, or in ASSIGNOR’s name,
at its election.

ASSIGNOR covenants and agress to axecuts or procure any further necessary
assurance of the title to said invention and any Letters Patent which may Issue therefore and
to, at any time, upon the request and at the expenae of ASSIGNEE deliver any testimony in
any interference, litigation or proceeding related thereto and execute all papere that may be
necessary or desirable to perfect the title to said Invention or any Letters Patent which may
be granted therefore In ASSIGNEE, s successors, assigns or other legal representatives,
and that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE executs any
continuation, continuation-in-part, divislonal, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and relssue or re-examination thereof, or any other additional applications of Letters
Patent for said invention or any part theraof, all of which applications and any Letters Patant
lssuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and wil make all rightful oaths or
declarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therain, without further
compensation, but at the expensa of ASSIGNEE, ita successors, assigna or other legal
represontatives.

AssignmentNewApp-Provisional.dot — Rev 204 Page20l 3 Assignment of Invention
Pravisional Application
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ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to issue any and all
Letters Patent of the United States for sald invention, resulting from any of the aforesaid
applications to its ASSIGNEE.

i it/ &+/e
Bret Fichard SELLMAN Date
ACKNOWLEDGMENT
Stateof New York }
Countyof Rockland ;’ )

On the 2¢Y™ day of §#=srr 42,2004, Bret Richard SELLMAN personally appeared befora
me, known by me to be the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowiedged that he/she executed the same, of his/her own free will and

for the purpoegRthiFtheraow
o T WOCKLAND @% @ rfg”g’%h/
AT FF.01 I ROCKLAND COUNTY = ”

¥ UMMISSION EXPIRES 01088007 Notary Pdblic

Stateof  New York B
ag:
County of Rockland )

Onthes!3  day of //ruemés_2004, Steven Morris BAKER personally appeared before
me, known by me to ba the same person described in and who executed the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of hisher own free will and
for the pu

NO. 01JA0088 ’& ,
lemmmul;omm
NY COMMIBBION EXPIRRS 01.0880.27 Nota o
AssignmantNgwApp-Provisional.dot - Rav 204 Page 3of 3 Assignment of Invention

Provisional Application
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epidanmidis. The invention ulso relaics 0 polynucleotides encoding Siaphiylococens epidermidis polypeptides and their use in im-
c munogcnic compostions. In addition, the invention relates 10 methods of inducing an immune respanse in meminals against Siaphy-

lococe epldarmidiy and Sigphylovoecus asmus vsing immunogenic compostions of the Staphyfocoous epidermidis polypeptides
and polynuclootides. The invention also relates to methods for detecting Siaphylocoecus epldermidis in a biological samplc.
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" IMMUNOGENIC COMPOSITIONS OF STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS
] POLYPEPTIDE ANTIGENS

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to inmunogenic compositions, comprising
potypeptides Isolated from Staphyfococcus epidermidis. The Invention also relates to
polynucieatides encoding Staphylococcus epidarmidis polypeptkies and their use In
mmunogenic compositions. In addition, the Invention relstes to methods of inducing
an immune reaponse In mammals against Staphylococcus epidermidia and
Siaphylococcus aureus using immunogenk: compositions of the Staphylococcus
epidermidis polypeptides and polynuciectides. The Invention aleo relates to methods
for detacting Stephylococcus epidermidis in a biological sample.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Staphyfococcus epidenmidis is a major component of the normal human
microbial flora on the skin and mucous membranes and was once considered only a
contaminant when cultured from an Infected petient. ‘See Hellmann, C. and G.
Pelers, Blology and pathogenicity of Siaphyfococcus epidernidis, In Gram-positive
pathogens, V.A. Flachetti, Editor. 2000, American Soclety for Microblology:
Washington, D.C. p. 442-448; von EIff, C_, et al., Lancet Infect Dis, 2(11): p. §77-85
(2002). 1t s now widely acceptad (o be an opportunistic pathogen of gresat
importance and a leading cause of nosocomial bioodstraem Infactions. See Am.J
Infect Control, 27: p. 520-32 (1680); Diekema, D.l., et 4/, Int J Antimicrob Agents,
20(8): p. 412-8 (2002); Edmond, M.B., ef /.. Clin infect Dis, 20(2): p. 236-44 (1989).
Thesa infections are primarlly assoclated with the presence of an indwelling foreign
polymer body auch as a venous cathetsr, prosthetic joint or prosthetic heart vaiva.
See Hellmann, C. and G. Petars, Blology and pathogenicily of Staphylococcus
epidermidis, In Gram-positive paihogens, V-A. Flechettl, Editor. 2000, American
Soclety for Microblology: Washington, D.C. p. 442-449; von EIf, C., et al., Lancat
infect Dis, 2(11): p. 877-85 (2002). Infection s thought to result from Introduction of
Staphyicocous epidermidis from the patient's skin upon Insertion of the prosthetic
device. Colonlzation and subsequent bioflim formation can lsad to bacteremia with
the potential for hemeatogenous spread o other altes In the body. These Infections

1
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are often difficult to treet, arlaing from the reduced killing of bacteria within a blofitm
by antiblotice and eiso en increase In antiblotic resistance among cliinical lsolates.
See Diekema, D.J., et al., Int J Animicrob Aganis, 20(8): p. 412-8 (2002); Edmond,
M.B., et ai., Cliin Infect Dla, 20{2): p. 238-44 {1008); Lewis, K., Antimicrob Agants
Chemother, 46(4): p. 888-1007 (2001); Raad, |. et &/., Clin Infect Dis, 26(6): p. 1182-
7 (1998). Staphyicoccus epldermidis with reduced susceptibiilty to vancomycin have
bean reportad. Ses Sanyal, D. and D. Grearmwood, J Med Microbilol,. 38(3): p. 204-
10 (1983); Sanyal, D., ef /., Lancet, 337(8732): p. 54 (1991). Difficulty treafing these
Infections necessitetes the use of immunization ap a means to prevent infection.

Blofim formetion le & major virulenca deteminant for Staphycocous
epidermidis infections. Consequently, ressarch on Staphyicoccus epidermidis
surface proteins has focused on those prateina invoived in blofiim formation. These
proteins have baan subdivided into groups based on thalr iInvolvement in the two
major steps of blofim formation: 1) primary attachment, staphylococca: surface
protein-1 (88P-1), autolyein (AYE), Fbe (SdrG) and GehD and 2) bactarial ce
accumulation, Bap homologous protein (Bhp), accumulation associated protain
(AAP) and autolysin (ALIE). See von EIN, C., et al., Lancet Infect Dis, 2002 2{11): p.
677-85; Vuong, C., ot al., J Infect Dis, 188(5): p. 708-18 (2003); Veenstra, G.J., et
al., J Bacterlol., 178(2): p. 537-41 (1898); Rupp, M.E., &t al., J Infact Dis, 183(7): p.
1038-42 (2001); Hussain, M., f al., Infact immun, 65(2): p. 518-24 (1997); NBsson,
M., ef al., Infect Immun, 66(8): p. 2606-73 (1988); Davis, S.L, f al., J Blol Chem,
276(30): p. 27769-805 (2001); and Bowden, M.G., et al., J Blol Cham, 277(45): p.
43017-43023 (2002). Comperatively less affort has been exerted towards the
Identification of surface proteins expressed upon exposure to the environmental cues
within the host or those involved In host-parashs interactions.

Staphyicoccus epidenmidis must underpo a tranaition from commensal to
pathogen and adapt to Its microenvironment within the host. For a commensal to
transition to a pathogen R must galn access to host tissue, sense changes In iis
environment, alter gene expression 8o that It |s able to evade host defenses, attach
and adhere 10 host factors, grow and divide In the presence of different nutrlerts and
host defanses. Proteins on the bacisrial surface meke Initial contact with the new
environment within the host. The many functions of thess proteins Include sensing
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the environment, scavenging and fransporting nutrients, defending against the host
immune systam and binding host proteins. Swiface exposed proteins can also serve
as points of contact or recognition by the host iImmune systern and can be targets for
a humoral immuneé response againatthe bacterium. Josefsson, E., ot al., J infect
Dis, 184(12): p. 1572-80 (2001); Swiatio, E., et al., infect Immun, 71(12): p. 7148-53
(2003); Grifantinl, R., ef &/, Nat Blotechnol, 20(8): p. 814-21 (2002). Thus, thers Is
an immediate need for identifying promieing candidates among Stsphylococcus
epidermidis proteine for use In immmogenic compositions that induce immune
responses o diseaze causing serotypea of Stephyiococcus epldermidia.

SUMMARY OF THE INVENTION

The prasent invantion provides an immunogenic composition comprising a
polypeptkie having an amino ecld saguence chosen from one or more of SEQ ID NO:
1 through SEQ ID NO: 32, a blological equivalent thereaf, or 8 fragment thereof. Ina
particular embodiment, the polypeptide Is Inmunoreactive with antibodies In the
sarum of rabbits infectad with Staphylococcus epldarmidia. In ancther smbodimant,
the polypeptide binds to one or more rebbit serum proteina. ’

In certain embodiments, the immunogenic composition further comprises a
pharmacsutically acceptable canfer. In other embodiments, the immunogenic
compositions of the Inventtion also comprise one or more adjuvants. In etfl ancther
embodiment, the immunogenic composition fusther comprises a Staphyfocococus
epidermidis polysaccharide entigan. In stil another embadiment, the Immunogenic
compoaition further comprises a Staphyiococcus aureus polysaccharide or
polypsptide antigen.

Tha present invention provides immunogenic compositions, comprising a
polypeptide isolated from Staphylococcus epidermidis.

The present invention provides an iImmunogenic composition compriaing a
Staphylococcus epidermidis polypeptide wherein the polypeptide further comprises
heteroiogous amino acids. In a particular embodiment, the polypeptide Is a fusion
polypeptide. In another embodiment, the polypeptide Is a recombinant potypeptide.
In st anothsr embodiment, the invention provides an immunogenic composition
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comprising a Stephylococcus epiderridis polypeptide wherein the polypeptide
comprises a neutrallzing epitope of Staphyfococcus epidermidis. In a certain
embadimant, the polypeptiis is a lipoprotein.

The present Invention further provides Immunogenic compositions,
comprising a Staphylococcus epidermidis polypeptide, wherein the polypeptide Is
esncaded by a polynucisotide comprising a nuclectide sequence having at least about
85% Identity to a nucleotide sequance chosen from one of SEQ ID NO: 33 through
SEQ ID NO: 64 or & degenerats varient thereof, or a fragment thereol. In a particular
embodiment, the Siaphylococcus epidermidis polynuciactide sequance ls selected
from the group conelsting of SEQ 1D NO: 40, SEQ 1D NO: 42, 8EQ ID NO: 43, SEQ
ID NO: 44, S8EQ ID NO:-48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 62, 8EQ
ID NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 58, and SEQ ID NO: 82, or a degenasrate
vartant thereof, or a fragment thereaf.

The present invention provides an immunogenic composition, wharein the
polynucieotide is derived from Staphyiococcus apidermnidis. In a particular
embodiment, the polynuclectide further comprises heterologous nucleotides.. In
another ambodiment, the polynuciectide Is in an expression vector. 1n sifl ancther
embodiment, the expression vecior is plasmid DNA., In a certein embodiment, the
polynucieotide is & recombinant polynucieotide. In another embodiment, the
polynucieotide fs operatively inked to one or more gene expression regulatory
elements. in siit another embodiment, the polynucieotide directs the expression of a
neutralizing epliopa of Stapinococcts epidenmidis.

The invention also provides an iImmunogenic composition comprising a
Stephylococcus epidermidia polypeptide encoded by a polynuciectide, whergin the
immunogenic composition further comprisee a transfaction faciiltating agent. in a
particuiar embodiment, sald transfaction faciltafing agent is bupivicaine.

The present invention also provides a mathod of Inducing an fmmune
response against Siaphylococous epidermidis comprising administering to a memmal
an immunogsnic amount of a composition compriaing: a polypeptide having an amino
acid sequence chosen from one or more of SEQ ID NO: 1 through 8EQ ID NO: 32 or
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a blological equivalent thereof, or & fragment thereof, and a pharmacsutically
accepinble carrier.

in addition, the present Invention providea a method of Inducing an immune
responee sgainst Staphylococcus apidermidis comprising adminiatering to a mammal
an immunoganic amount of & composlifion comprising: a polynuciectide having a
nucieotide saquence chosen from one or more of SEQ 1D NO: 33 through SEQ 1D

NO: 84, a deganarate varlant thereof, or a fragment thereof and a pharmeaceutically
acceptable carriefr. .

in one embodiment, the Invention provides an immuncgenic composition
comprising a polynuciectide having a ruciectide sequence chosen from one of SEQ -
ID NO: 33 through SEQ |ID NO: 64, a degenerata variant thereof, or & fragment
thereof and Is comprisad in an expression vecior. In anather embodiment, the
polynucieotids ls derivad from Staphylococcus epidermidis. In atill another
embodiment the polynucieotide comprises hetarologous nucleotides.

in a cortain ambodiment, the invention provides a methaod for the datection
and/or identification of Siaphyfococcus epidermidis In a blological sampie comprising:
(e) contacting the sample with an ofigonuciactide probe of a polynuciectide
comprising the nuclsotide sequence chosen from one of SEQ ID NO:33 through SEQ
1D NO: 84, or a degenarats variant thereof, or 8 fragment therecf, under conditions
parmitting hybridization; and (b) detacting the presance of hybridization complexes In
the sample, wherein hybridizetion complaxes indicats the preassnce of :
Slaphylococcus epidermidis in the sample.

in other embodiments, the invention provides & mathod for the detection
and/or identification of antibodies tn Staphylococcus apidermidis In a blological
sample compriaing: (a) cortacting the sample with a polypeptide compriaing an
amino acid saquence chosen from one of SEQ 1D NO: 1 through SEQ ID NO: 32 ora
biological equivelent theredd, or a fragment thereof, under conditions permiting
Immune complex formation; and detecting the prasance of immune complexes In the
sample, wherein tmmune complexes indicais the pressnce of Strepiococcus
pneumonias in the sample.
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in a particular embodiment, the immunogenic composition comprises a
Staphylococcus apldermidis polypeptide sequence selectad from the group
conslsting of SEQ ID NO: 8, SEQ D NO: 10, BEQ ID NO: 11, 8EQ ID NO: 12, SEQ
ID NO: 14, 8EQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 18, SEQ {D NO: 20, SEQ ID NO: 23, SEQ
ID NO: 28, §EQ ID NO: 27, SEQ 1D NO: 30, a blological equivaiant thereof, or a
fragment thereof. In ancther embodiment, the iImmunogenic composition comprises
a Siaphylococcus epkdermidis polynucieotide sequence selected from the group
consigting of SEQ 1D NO: 40, SEQ D NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ 1D NO: 44, SEQ
ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, S8EQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 56, SEQ
ID NO: 68, BEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 62, or a degenerate variant thereof, or a
fragment thereof,

In yet anothar embodiment, the Invention provides a method of Inducing an
immme responas agelinet Staphylococcus aureus comprising administeringto 8
mamma! an immunogenic amount of a composition comprising: a Stephylococcus

epidermidis polypeptide ssquence selactad from the group comsisting of S8EQ ID NO;
8, 8EQID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ D NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO;

_18, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO:

27, SEQ ID NO: 30, a bioiogical equivalent thereof, or a fragment thereof.

In a particular embodiment, the invention provides a method of inducing an
immuns response against Staphylococcus eureus comprising administering to a
mammal an immunogenic amount of a composition comprising: a Siaphylococcus
spidermidis polynucisotide sequance selected from the group conslsting of SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 48, SEQ ID
NO: 50, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID
NO: 59, SEQ ID NO: 62, or a degenerats variant thereof, or a fragment thereof.



WO 2007/001423 rcrmvm /U.\

10

15

- Nmag

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 depicis protsin expression profiles of cell wall fractions from S.
apidermidis 0-47 grown In TSB (1A and 1C) or 70% rabbit serum (1B and 1D), which
were compared by 2D gel electrophoresis. Protelns were ssparatad on pH 4-7 IPQ
strips in the first dimension followed by SDS-PAGE In the second dimenalon,
transferred to nitrocsilulose and detectad by fluorescent stain (1A and 1C).
Immunoreactive proteins were visualtzed with iImmune sera (1B and 1D) from rabbits
infectad with S. epidermidis 0-47. Molecular weight markers are lsbeled to the left.

Figure 2 depicts fluorescent stained biot (2A) and immunoblot (28) of a cad
aurface fraction from S. epidanmidis 0-47 grown In 70% rabbht serum separated on
pH 4-7 IPG strips In the first dimension and SDS-PAGE In the sscond dimension,
The proteins in the spots were identifiad by mass spec analysls.

Figure 3 depicis protsina, which were eluted from the surface of 8.
epidermidis 0-47 grown In TSB or 70% rabbit serum with increesing cancentratione of
NeCl or 4.0M urea. Asteriks indicate enriched proteins eluted from the surface of S.
Epl grown In the prasence of serum. Bacieria were washed 3X with TBS then
sequentially with 0.5M and 1.0 M NaCl and 4.0 M wea. Protsin concentrations were
determined for each of the samples and 0.75 pg was run on a 4-20% gradient gel.
No protain was detecied by protein essay in the samples slutad from the surface of
TSB-grown bacisria (lanes 2-5), so 25 ul was loaded onto the gel. Lane 1, rabbit
sorum; Lanes 2 and 8 - 0.15M NaCl eluate; Lanas 3 and 7 - 0.5M NaC), Lanes 4 and
8-1.0MNaCl; Lane 5and 8—-4.0 M urea

Figure 4 depicts a 2D transfer of cell surface proteins from S. epidermidis,
which was fluocrescently stained for protein (4A) and probed with biotinylated serum
proteins (48) aluted from S. epifermitis grown in 70% rebblt estum. The spots were
visualized with a atreptavidin-akailne phosphatase conjugate. The protelns in the
spots were identifled by mass spectroscopy.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Upon exposure to the bloodstraam of the hoat, Invading bacteria encountear
environmental cues specific to the new envionment. These cues are detectad by
the bagisria and signal adaptive changes in protein expression that may be
detectable in cell wall purified proteina. Often, proteins and carbohydrates at the
bactarial cell wall are candidates for Inclusion In Immunoganic compositions for
treating or preventing bacterial infactions. Whether an upregulated protsin interects
wih the host or plays a role in nutrient acquiaition, It Is importent to the bacterta and
thercfore plays a rols in awrvival of the bacteria and pathogenssis. Growth of
bacteria in body flukis (la. serum, peritoneal dialysats fluid, and urine) has been used
as a model systam to mimic some of the signais bacteria sncounter within tha host.
Soe Wilishire, M.D. and S.J. Foster, Infact immun, 89(8): p. 6168-202 (2001);
Shepard, B.D. and M.8. Glimore, Infect Immun, 70(B): p. 4344-52 (2002); Smith,
D.G., ot al., Infect iImmun, 56{2): p. 817-24 (1861); McDamid, K.P., et al., infect
Immun, 81(5): p. 1743-8 (1983). One or more of thess culture conditions waa found
to alter gane expression in Enterococcus faecalls, S. aureus and Staphylcoccus
epidermkiis and those protalne identified as being increased in expression in the
alterad culture conditions were found to belong to different cisssas of proteins having
8 vasiety of functions. See Wikshire, M.D. and 8., Foster, infect immun, 68(8): p.
5188-202 (2001); Shepard, B.D. and M.S. Gliimare, Infect Imrmm, 70(8): p. 4344-52
(2002). :

The most common predispasing facior for a Staphylcoccus epidenmidis
infaction le the Implantation of a prosihetic device. An impilantad prosthetic device
becomes coated with piaama and matrix proteins including fibrinogen, vitronectin,
von Willebrand factor and fibroneciin. See von EIff, C., et al.,. Eur J Cliin Microbiol
infect Dis, 18(12): p. 843-8 (1898). Thess proisins often act as ligands for
Staphylococcal epidermicis surface proteins, thue allowing the bacterda to bind and
colonize the prosthetic devica. Staphyicoccus epidemiidia lp known fo express
proteins thet bind io fibrinogen, vitronectin and fironectin. See Nilsson, M., ef &/., A
fibrinogen-binding protein of Staphylococcus epidenmidis. Infect immun, 88(8), p.
2066-73 (1988); Davis, S.L., ot al., J Biol Chem, 276(30), p. 27708-805 (2001);
Willams, R.J., ef al., Irfect immumn,. 70(12), p. 6805-10 (2002); Hellmann, C., of .,
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Mol Microblol, 24(5), p. 1013-24 (1887). It is reasonable to expect that

Staphyicaoccus epidermidis vill bind additional serum protsine in making the transMon
from commensal to pathogen.

The Invention described hereinafter addresses the need for Staphylococcus
epidermidis iImmunocgenic compoesttions thet effectively prevent or treat moet or all of
the diseass caused by serotypes of Staphylococcus epidermidis. The Invention
further addresses the nead for methods of diagnosing Staphylococcus epldermidis
infection. The present invention has Identified Staphyfococcus epidemnidis open
reading frames, hereinafiar ORFs, which encode antigenic polypeptides. More
particularly, the Staphylococcus epidermidis ORFs encode polypeptides that serve
as potential antigenic polypeptides In immunogenic compositions. In certain
smbodirents, the invention compriaes Siaphylococcus epidarmidis polynucleatide
ORFs encoding surface jocalizad, exposed, secretad or membrane associated
polypeptide antigens.

in other embodiments, the Invention comprises vectars comprising ORF
sequences and host cells or animals trensformed, tranafected or Infected with these
vectors. The invention also comprises tranecriptional gene products of
Siaphylococcus epidermidis ORFe, such as, for example, mRNA, antisense RNA,
antisanse cligonuciectidse and ribozyme molscules, which can be used %o inhibit or
conirol growth of the microorganism. The Invention reletes also to methods of
detecting these nuclelc acids or polypeptides and kits for disgnosing Staphylococcus
epidermidis infection. The Invention also relates o immunogenic compositions for
the prevention and/or treatment of bactarial infection, in particular Infection caused by
or exacerhatad by Siaphylococcus epidermidis. [n particular embadiments, the
Immunogenic composiiions are used for the treatment or prevention of systemic
dleseses, which are Induced or exacerbeted by Staphylococcus epidermidis. In other
embodiments, the immunogenic compositions are usad for the treatment or
prevantion of non-systemic diseases, which are induced or emcerbatad by
Staphylococcus epidermidis.
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A Stphylococous epidermidis ORF Polynucleotides and Polypeptides

muamwmsummmmowmwm
identified which are usad In the production of Staphyfococous epidermidis
polypeptides for inclusion In iImmunoganic compoitfons. More specifically, in certain
embadiments, the ORFs encode Staphylococcus epidermicia aurfaca localzad,
axposed, membrene assoclated or secreted polypeptides, parlicularly anfigenic
polypeptides. Thus, In one aspect, the present invention identifies leclated and
purffied polynucisotides {ORFa) that encode Staphylococcus epldermidis surface
localtzed, exposed, membrano associaied or secreted polypeptides for inchuslion In
immunogenic compositions. In particular embodiments, a polynucleotide of the
present invention Is a DNA moleculs, wherein the DNA may be genomic DNA,
chromosomal DNA, plasmid DNA or cDNA. In another embodiment, a polynuciaciide
is @ recombinant polynucieotide, which ancodee a Staphylococcus spidermidis
polypaptide comprising an amino acld sequence that has at least 55% kisntity to en
amino ackd sequence of one of SEQ ID NO: 1 through S8EQ 1D NO: 32 or a fragment
thereof. In another embodiment, an teolstad and purified ORF polynucieolide
comprises a nucleolide sequence that has at least 85% identity to one of the ORF
nucieoiide sequences of SEQ ID NO: 33 through SEQ ID NO: 84, a deganerate
variant thereof, or a complement thereof. In one embodiment, an ORF
polynucieotide of one of SEQ ID NO: 33 through SEQ ID NO: 64 Is comprised In a
plasmid vector and expressed In a prokaryotic host cell.

As used hereinafter, the torm "polynucieotide™ means a sequence of
nuciectides connected by phosphodiester linkeges. Polynucieotidas are preseniad
hereinafier in the direction from the §' to the 3' direction. A polynucisotide of the
presant invention can comprise from about 10 to about several hundred thousand
base pajre. In one ambodiment, a polynucieotida comprises from about 10 to about

3,000 base palra. Example lengths of perticuler polynucieotide are set forth
hersinafter.

A polynuciectide as described herein can be a deoxyribonuciaic acld (DNA)
moleculs, a ribonucielc acid (RNA) molecule, or analogs of the DNA or RNA
genaratad using nuclectide analogs. The nuclelc acid molscule can be single-

10
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stranded or double-stranded, but preferably Is double-stranded DNA. Where a
polynucieotide is a DNA molecule, that molecule can be a gene, a cDNA molecule or
a genomic DNA molecule, Nudaoﬂdehmnmlndleahdhemimﬂnrbyasl_ngh
lettor code: adsnine (A), guanine (G), thymine (T), cyiosine (C), inoslne (1) and uracil
L).

“Isoleted” means altered "by the hand of man" from the natural state. e
compasition or substance occurs In nature, In arder for £ to be coneldered “Isolated”
it must have bean changed or removed from s original environment, or both. For
example, a polynuctectide or a polypeptide naturally present In a Iving animal is not
“isolated,” but the same polynuciectida or potypeptics separated from the coexisting
materials of fts natural stete Is “lsolated,” a& the torm is employed hersinafter.

As used harein, an "lsolated” polynuciectide s free of sequencas which
naturally flank the nuclelc ecld {/.6., sequencas locatad at the 5' and 3' ends of the
nuclsic acid) in the genomic DNA of the organism from which the nuclelc acid Is
derived. For example, in various embodiments, the leolated Staphyiococcus
epidermidiz nuclaic acld molecule cen contaln less than about 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb,
1 kb, 0. 5 kb or 0. 1 kb of nuclectide sequences which naturalty flank the nucieic acld
molecule in genomic DNA of the cell from which the nucleic acid Is derived.
However, the Staphylbcoccua epidermidis nuclelc acld molecule can be fused to
other protein encoding or regulatory sequences and still be considered isolated.

ORF polynucieotides and thus the polypeptkies deacribed here.n may be
obtained using standard cloning and screening techniques from a cDNA Bbrary
derived from mRNA. Polynucleotides of the invention can also be obtalned from
natural sources such as genomic DNA libraries (8.9., 8 Staphylococcus epidenmidis
lbrery) or can be synthestzed using well known and commercially avallable
techniques.

Also encompassed herein are nucieic acid molecules that differ from the
nuclectide saquences shown in SEQ ID NO:33 through SEQ ID NO:84 (and
fragments thereof) due % degeneracy of the genetic code and thus encode the same
Staphylococcus epidermidia polypeptide as that encoded by the nucieotide sequence
shown in SEQ ID NO:33 through SEQ ID NO:84.

11
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Orthologues and afielic variants of the Staphylococcus spidennidis
polynuciactides can readily be ldentifled using methods well known in the art. Alelic
variants and orthologues of the polynuclectides will comprise a nucieotide sequence
that I typically at least about 70-75%, more iypically at least about 80-85%, and

5  most typically at least about B0-85% or more homalogous to the nuclectide sequence
shown in BEQ ID NO:33 through SEQ ID NO-84, or a fragment of these nuclectide
sequances. Such nuclelc acki molectlos can readiy be identified aa being able to
hybridize under siringent conditions, to the nucleotide sequence shown In SEQ ID
NO:33 thwough SEQ ID NO:84, or & fragment of thess nuclectide sequences.

10 Moreover, the polynucieoiides can comprise only a fragmant of the coding
reglon of a Staphylococcus epidermidis polynucieotids or gena, such as a fragment
of one of SEQ D NO:33 through SEQ ID NO:84. In ceriain embodiments, such
fragments encode imeumogenic fragments.

Whan these Staphylococcus spidermidis ORF polynucieotides of the

15 Iinvention are used for the recombinant production of Staphylococcus epidermidia
polypeptides for inclusion in immunogenic compoalijons, the polynucieotide may
Include the cading sequence for the mature polypeptide, by self, or the coding
sequence for the mature polypeptide In reading frame with other coding ssquences,
such as those encoding a leader or sacretory sequance, a pre-, or pro- or prepro-

20 protein saquence, or other fusion peplide portions. For exampie, @ marker sequence
which facifitetes purification of the fused polypeptide can be linkad to the coding
sequence {see Gentz of al., Proc. Nefl. Acad. Scl. USA, 88:821-824, 1980,
incorporated by reference hareinafter in its entiraty). Thus, contemplatad herein ks
the preparation of polynucieotides encoding fusion polypeptides pammilling Hie-tng

25 purification of expression products. The polynucieotide may aiso contain non-coding
§ and 3' sequences, such as frenscribed, non-inansiaind ssquences, aplicing and
polyadenylstion signale.

Thus, a polynucieotide encoding & polypeptide for inciusion In immunogenic
compositions of the prewent invention, including homologs and orthologs from
30  species other than Staphylococcus epidermidia, such es Stapltylococous aureus may
be obtalned by s process which comprises the staps of acreening an appropriate

12
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Tibrary under stringent hybridization conditions with a labeled probe having the
sequence of cne of SEQ ID NO:33 through SEQ 1D NO-684, a fragment thereof; and
Isolating ful-length cONA and genomic clones containing the polynuclecotide
sequence. Such hybriiization techniques are well known to the skilled arfisan. The
skilled artisan will appreciets that, in many cases, an lsolatad cDNA sequence will be
Iincomplate, In that the region coding for the polypeptide ls cut short at the & end of
the cONA. Thie ia a consequence of revanaa transcriptase, an enzyme with
inharently low “processivity” (a measure of the abllity of the enzyme to ramain
attached to the tempiats during the polymerization reaction), failing to complete a
DNA copy of the mRNA template during first strand cDNA synthesls.

Thus, In certaln embodiments, the polynuclectide sequence Information
provided herein allows for the preparation of relatively short DNA (or RNA)
ofigonucieciide saequences having the abillty o specifically hybridizs to gene
sequencas of the selectad polynucieotides disciosed hersinafter. The term
“oligonuciectide” as veed hareinafter ke defined as a molaculs comprised of two or
more deoxyribonuclieotides or ribonuciectides, ususlly more than three (3), and
typlcally more than ten {10) and up to one hundred (100) or more (aithough

" preferably between twenty and thirty). The exact stre will depend on many factors,

which in tum deperxis on the ultimate function or uee of the oligonuciectide. Thus, in
particutar amnbodiments, nudleic acld probes of an eppropriate length are prepared
based on a comideration of a selectad nuclectide sequence, 8.g., & sequence such
as that shown In 8EQ ID NO:33 through SEQ ID NO:84. ﬂnablllyofsuﬁmualé
ecid probes fo apecifically hybridize to a polynucieotide encoding a Staphylococous
epidermidis polypeptide lends them particular utfiity in a variety of smbodiments.
Most importantly, the probea can be used In a variety of assays for detecting the
presence of complementary sequences In a given sample.

in certaln embodiments, i is advantageous to use oligonucieotikie primers.
These primers may be genanated In any manner, including chemical synthesls, DNA
replication, reverse transcription, or 8 combination thereof. The sequence of such
primers is designed using a polynuciectide deecribed herein for use in detecting,
ampkfying or mutating a defined segment of an ORF polynucieotide that encodss a

13
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Siaphylococcus epidermidia polypeptide from prokaryotic celis using polymerase
chaln reaction (PCR) technalogy.

In certain embodiments, It is advantagecus to employ a polynucieotide
describad herein In combination with an appropriate label for detecting hybrid
formetion. A wide varisty of epproprists labels are known In the ast, Inchuding
radicactive, enzymatic or other liganda, such as avidin/blotin, which are capable of
giving a detactable signal.

Polynucieotides which are identical or sufficlently kientical t a nucleotide
sequence contained in one of SEQ 1D NO:33 through SEQ ID NO:64, or a fragment
thereof, may be usad as hybrkitmation probes for cONA and genomnic DNA or as
primers for a nucielic acid ampilfication (PCR) reaction, to lsolate full-length cDNAs
and gencrnic clones encoding polypeptidas deacribed herein and tn lsclgls cDNA
and genomie clones of other ganes (Including genes ancoding homologs and
orthologs from epecies other than Siaphylococcus epidermidis) that have a high
sequence simliiarity fo the polynuciectide sequences set forth in of SEQ ID NO:33
through SEQ ID NO:84, or a fragment thereof. Typlcally these nuclectkie sequances
are from et least about 70% Idantical to at least about 65% identical (o that of the
reference polynuciectide sequence. The probes or primers will generally comprise at
least 15 nuciectides, praferably, at least 30 nucleotides and may have at least 50
nucieotides. Particulary preferred probes will have between 30 and 50 nucleotides.

There are saveral methods avaliable and wall known 1o thosa skilied In the art
fo obtain fulldength cDNAs, or extend short cDNAs, for exampis those based on‘the
method of Rapid Ampification of cDNA ands (RACE). See Frohman et &l., Proc.
Nati. Acad. Scl. USA 85, 8968-8002, 1888. Racant modificafions of the technique,
wxsmplified by the Marathon™ technology (Clontach Laboratories Inc.) for example,
have significantly simpiifiad the search for longer cDNAs. In the Marathon™
tschnology, cONAs have been preparad from mRNA sxiracted from a chosen tissue
and an "adaptor” sequence gatad onto each end. Nuclelc acld ampiification (PCR)
Is then carriad out to amplify the “missing” &’ end of the cDNA ueing & combination of
gene specific and adaptor specific oligonucieotide primers. The PCR reaction s then
repeatad uaing “nested™ primars, that la, primers designed to annaal within the

14
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amplified product (typically an sdaptor specific primer that anneals further 3' In the
adaptor sequence and a gene specific primer that anneals further &' In the known
gene sequence). The products of this reaction can then be analyzed by DNA
sequencing and a fulHength cDNA conatructed etther by joining the product directly
to the existing cDNA o give 8 compiete sequence, or carrying out a separats full-
length PCR using the new sequencs Information for the deslgn of the & primer.

To provide certaln of the advaniages In accordance with the present
invention, a preferred nuclelc acid sequence amployed for hybridization studies or
assays Includes probe molecules that are complementary to'at least a 10 to about 70
nucleotides long stretch of a polynuclectide that encodes a Staphylococcus
spidermidis polypeptide, such as that shown In one of SEQ |D NO:33 through SEQ
D NOB4. A skza of at least 10 nucieotides in length helps to ensure that the
fragmant will be of sufficient length to form a duplax molecule that la both stable and
selective. Molecules having complementary saquences over streiches grestsr than
10 basss In length are generally preferred, though, In order to Increase stablilty and
selactivity of the hybrki, and thereby improve the quality and degree of specific hybrid
molacules obtainsd. One will gsnerally prefer to design nuclelc acid molecules
having gene-complementary stretches of 25 to 40 nuclectides, 65 to 70 nuclectides,
ar even longer where desired. Such fragments can be readlly prepared by, for
axample, directly synthastzing the fragment by chemical means, by application of
nucleic acid reproduciion Inchnqhgy. such es the PCR technology of (U.S. Patent
4,663,202, incorporated hereinafter by reference) or by excising selected DNA
fragmenta from recombinant plasmids containing appropriate inasrts and sultable
restriclion enzyme sltes.

in another ambodiment, it is contemplaiad that an lsolated and purified
polynuciectids compxisse a nuclactide sequence that s idemntical or complementary
to a segment of at least 10 contiguous bases of one of SEQ ID NO:33 through SEQ
ID NO:64, whereln the polynucieotide hytridizes to a polynuclectide that encodes a
Staphylococcus epidermidis polypeptide. Preferably, the lsolated and purified
polynuciectide comprises a bass sequence that le identical or complementary to a
segment of at least 25 to about 70 contiguous basaa of one of SEQ 1D NO:33
through SEQ 1D NO:84. For example, the polynuciectiie can comprise a segmeant of

1§
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bases kdentical or complementary to 40 or 55 contiguous bases of tha disciosed
nuclectide seaquances.

Accordingly, a polynucisotide probe molecule can be used for lis ablity to
salectively form duplex molecules with complementary stretches of the gene.
Depending on the appfication envisloned, one will desire o employ varying
conditions of hybridization to achisve varying degroe of aslectivity of the probe
toward the target sequence (see Tebla 1 below). For applications requiring a high
degree of aslectivity, one will typically desirs to empioy relatively atringent conditions
to form the hybyids. For soma applications, for example, where one desires to
prepare mutants employing a mutant primer strand hybridized to an underlying
tempiate or where one seeks to lsolate a Stephylococcus apidermidis homologous
polypeptide coding sequence from other cells, functional equivalents, or the ke, lass
stringent hybridizstion conditions are typically neaedad to aliow formation of the
heteroduplex (see Table 1). Cross-hybriiizing spacies can thereby be readiy
identified as positively hybridizing aignais with reapeact to control hybrkdizations.
Thus, hybridizetion conditions are readily manipulaied, and thus will generally be a
method of cholce depending on the desired results.

For some applications, for axample, where one desires ip prepare mutants
employing a mutant primer strand hybridized to an underlying tamplate or where one
sacks to isolata a hamologous polypapiide coding sequence from other cells,
functional equivalents, or the llke, lees stringent hybridimation conditions are typicafly
neaded to allow formation of the heteroduplex. Cross-hybridizing apecise are
thereby readily identified as positively hybridizing signals with respect to control
hybridizations. In any cass, It s generally appreciated that condlitions can be
rendered mare gtringent by the adcition of Increasing amounts of formamide, which
earves (o desiabili>s the hybrid duplex in the same manner as Increesed
tamperaiure. Thus, hybridization condlfions are readlly manipulated, and thus will
geneorally be a mathod of choice depending on the desired resulis,

Also dascribad herein are palynucisctides capable of hybriiizing urxier
mmm.mmwmmmm
preferably highly stringent conditions, to polynucieotiies described herainafier,

18
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Examples of stringency conditions are shown in Tabie 1 below: highly sfringent
condliions are those that are at lesst as stringent as, for exampla, conditions A-F;
stringent conditions are at leaat as stringent as, for sxample, conditions G-; and
reduced stringency conditions are at least as stringant as, for axampla, condltions M-

5 R
Table 1
Stringency Condifions
Stingency | Palynuciectide | Hybrid | Hybridzation Wash
Condition | Hybrid Length | Tempersture and | Temperature
(bp) | Buffer® and Buffer"
A DNADNA >50 | 85°C; 1x3SC-or- | 85°C;
42°C; 1x8SC, 50% | 0.3x88C
formamide
B DNA:DNA <50 | Tp; 1X8SC “Ta; 1X38C
B DNA:RNA >50 | 67°C; ix88C -or | 67°C;
45°C; 1x88C, 50% | 0.3xS8C
formamide
D DNATRNA <50 | Tp; 1x8SC Tp; 1X88C |
3 RNARNA >50 | 70°C; 1x8SC -or- | 70°C;
50°C; 1x88C, 50% | 0.3xS8C
formamide
F RNARNA <50 | s 1XSSC Tr; 1XBSC
Q@ DNACDNA >60 | 65°C; 4x8SC -or- | B5°C; 1xSSC
42°C; 4x88C, 50%
formamide
H DNADNA | <50 | T #xSSC Tw; 4XB8C
1 DNA:RNA >B0 | 67°C;4x8SC o~ | 67°C; 1xSSC
45°C; 4x38C, 50%
— ——Jformamide 1 |
J DNARNA <50 T, 4x88C Ta 4x88C
K RNA:RNA >50 | 70°C: 4x8SC o~ | 67°C; 1x8SC
50°C; 4xSSC, 50%
formemide

17
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L RNA:RNA <50 | 1o 2x8SC Ti; 2x88C
M DNA:DNA >80 | 50°C; 488C -on | 60°C; 2x38C
40°C; 8x8SC, 50%
formamkie
N DNACDNA <50 | T 6XSSC Ty; BXS8C
) DNAS >50 | 65°C; 4X88C -on | 55°C; 2x88C
42°C; 6x88C, 50%
formamide
LP DNA:RNA "'51 Tr; BX8SC Tp; Bx5SC
Q RNARNA >50 | 60°C; 4x8SC-or | 60°C; 2x88C
46°C; 6x8SC, 50%
formamide
R RNATRNA <50 | TmaxSSC T 488G

{bp)" The hybrid length Is that anticipsted Tor the hybridized regian(s) of the
hybridizing polynucieotidas. When hybridizing a palynucieciide to & target
mmmhmmhmmdbhmumwm
When polynuciectides of known sequence ere trybridizsd, the hybrid length can be

regions of optimal saquence complamenterity.

Buffer”; SSPE (1x8SPE s 0.15M NaCl, 10mM NaH.PO,, and 1.25mM EDTA, pH 7.4}
can be subsifuied for 88C (1x88C i 0.16M NaCl and 15mM sodium cliraia) in the
hybridization and wash buffers; washes are pasformed for 15 minutes after hybridizetion ls
complets

Ty through Ty The hybridizetion tempershare for hybride anticipatad to be leaa than
50 base pairs in length should be 5-10°C less than the meliing temparature (T,,) of the hybrid,
where Ty, Is detarmined according to the following squutions. For hybrids lsse than 18 bass
palrs In length, Ta("C) = 2(# of A + T bases) + 4{¥ of G + C basea). For hybrids between 18
15 w«;mmhm'r.rc)-u1.5+1a.qbg..mn'n+o.41m+c) (B0Q/N), where
N is the number of bases In the hybrid, and [Na"] is the concantration of sadium lons In the
hybridization buffer (INe"] for 1x88C = 0.185 M).

10

Additional axamples of stringency conditions for polynucisotide hybridtzation
20  are provided in Sambrook ef al,, 1989, Molscular Cloning: A Lahoratory Manual,
Cald 8Spring Harbor Laboratory Press, Goid 8pring Harbor, NY, chapbers 0 and 11,
and Ausubel of &/., 1985, Current Protocols in Molecular Blology, eds., John Wiley &
Somns, Inc.., sections 2.10 and 6.3-8.4, Incorporated herelnafter by refarence.
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B. Staphyiococeus epkiermidis Polypeptides -

In particular smbodiments, the presant invention provides Isolated and
purified Siaphyiococcus epidermidis polypeptides for use In Immunogenic
compositions. Preferably, & Staphylococcus epldermidis polypeptide used In an
fmmumogenic composition of tha invention Is a recombinant polypeptide. in certein
embodiments, a Siephylococcus epidenmidis polypeptide comprises the amino acld
saquance that has at least 85% identity to the amino acld saquence of one of SEQ ID
NO: 1 through SEQ ID NO: 32, a biological equivalent thereof, or 8 fragment thereof.

A Staphylococcus epidermidis poiypepiide used In an immunogenic

composltion of tha present invention encompasses a polypeptide that comprises: 1) -

the amino acld saquence shown In one of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32; 2)
functional and non-functional naturally occurring variants or biological equivalents of
Staphyiococcus epidermidis polypeptides of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32;
3) recombinantly produced variants or blological equivalenis of Staphylococous
apidennidia polypepfides of SEQ ID NO: 1 through S8EQ ID NO: 32; and 4)
polypaptides lsolatad from organiams other than Siaphylococcus epidermidis
(orthologues of Stephylococcus epidermidis polypeptides).

A biological equivalent or variant of such a Staphylococeus epidennidis
polypeptids encompassas 1) a polypeptide Isolated from Staphylococcus
epidermidis; and 2) a polypepiide that contains substantially homology to a
Siaphylococcus epidermidie polypeptide.

Biological equivalents or varlants of Staphylococcus epidermidis include both
functional and non-funcional Siaphylococcus epidermidis polypeptides. Functional
biclogical equivalents or variants are naturally occurring amino acid sequence
veriants of a Staphylococcus spidenmicis polypeptide that maintains the abitty to
elicit an immunological or antigenic response in a subject. Functiona! variants wil
typlcally contain only conservative aubsithstions of one or more amino acids of ane of
SEQ ID NO: 1 through S8EQ ID NO: 32, or substitution, deletion or Insertion of non-
criticaf reskives in non-critical regions of the polypsptide (e.g., not in regions
containing antigenic determinants or protactive epitopes).
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The present invention further providss non-Staphylococcus epidermidis
orthologues of Staphylococcus epidermidia polypepiides. Orthologues of
Staphylococcus epidermidiy polypeptidas are polypeptides that are Isolated from
non-Staphylococcus epidenmidis orpanisms and possess antigenic capabiiities of the
Staphylococcus epidermidis polypeptide. Orthologues of a Staphylococcus
epidermidis polypeptide can readlly be identifisd as comprising an amino acid
sequence thet Is substentially homologous to one of S8EQ ID NO: 1 through SEQ ID
NO: 32.

Modifications and changes can be made in the struchure of a polypeptide of
the present invention and still obtaln a molecule having Staphylococous epidarmidis
anfiganicity. For example, certain amino ackis can be substituted for other emino
ackis In a saquence without appreciable loss of antigeniclty. Bacause k (s the
interactive capaclly and nature of a polypeptide that defines that polypeptide's
blological functional activity, certain amino scki ssquence substitutions can be made
in a polypeptide saquence (or, of course, s undarlying DNA coding sequence) and
noverihelass obiain a polypepiide with fke properties.

in making such changes, tha hydropathic Index of amino ackds can be
considered. The importance of the hydropathic amino acid index in conferring
intaractive biologic function on a polypepiide s penerally understood in the art (Kyts
and Dooiiitie, J Mol Biol, 157; p. 108-132, 1982). It Is known that certain amino acids
can be substituted for other emino acids having a simiar hydropathic index or score
and etil resut In a polypeptide with simitar biological activily, Each amino ecid has
been assigned a hydropathic index on the basis of its hydrophobiclty and charge
characteristics. Those indices are: Isoleucine (+4.5); vaiine (+4.2); leucine (+3.8);
phenyialanine (+2.8); cysteine/cystina (+2.5); methionine (+1.8); alanine (+1.8);
glycine (-0.4); threonine (-0.7); serine (~0.8); tryptophan (-0.9); tyrosine (-1.3); praline
(-1.8); histidine (-3.2); glutamats (-3.5); glutamine (-3.5); aspartate (-3.5); asparagine
(-3.5); lysine {-3.9); and erginine (4.5).

It s befleved that the relative hydropathic character of the amino acid reskiue
detenmines the secondary and tertiary structure of the resuftant polypeptide, which in
tum defines the Interaction of the polypaptide with other molacules, such as
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enzymes, substratas, receptors, antibodias, antigens, and the llke. It ks known In the
art that an amino acld can be subsiiuied by ancther amino acid having a similar
hydropathic index and still cbtain a functionally equivelent polypeptide. In such
changes, the substitution of amino acids whose hydropathic Indices are within +/-2 ls
preferred, those that ere within +/-1 are particularly prefermed, and thoae within +/-0.6
are even move particularly preferrad.

Substitution of lke amino ackis can also be made on the basls of
hydrophilicity, particularly where the blological functional equivalent polypeptide or
paptide thereby created is Intended for use In immunological embodiments, U.S.
Patant 4,554,101, incorporated herelnafter by reference, states thet the greatest local
average hydrophflicity of e polypaptide, as govemed by the hydrophilicity of ita
adjacent amino ackis, corelaies with Its Immunogenicity and antigenicity, Le. with a
biclogical property of the polypeptide.

As detalled In U.8. Patent 4,554,101, tha following hydrnophilicity values have
been assigned to amino ecid residuss: arginine (+3.0); lysine (+3.0); aspartate (+3.0

_ 1); glutamats (+3.0 11); sering (+0.3); asparagine (+0.2); giutamine (+0.2); glycine

(0); profine (-0.5 +1); threanine {-0.4); alanine (-0.5); histidine (-0.5); cystaine (-1.0);
methilonine (~1.3); valine (-1.5); leucina (-1.8); leolsucine {-1.6); tyrusine (-2.3);
phenylalanine (-2.5); tryptophan (-3.4). It le undarstood that an amino ackd can be
substituted for ancther having a simiar hydrophilicity value and etill obtain a
biciogically equivalent, and In particular, an Immunologically aquivalent polypeptide.
in such changes, the substitution of amino acids whose hydrophiicity values are

. within 12 |s prefemed, those that are within 1 are particularly preferred, and those

within 10.6 are even more particularly preferred.

As outiined above, eminc ecid substitutions sre generally therefore based on
the relative similarity of the amino acid elde-chain substituents, for exampie, thelr
hydrophabicity, hydrophilicity, charge, stze, and the like. Examplary substitutions
which take various of the foregoing charactaristics into consideration are wel known
to those of skill in the art and inciude: arginine and lysine; giutamate and aspartets;
serine and threonine; glutamine and asparagine; and valine, leucine and isaleucine
{See Teble 2, below). The present invention thus contemplates Immunogenic
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compoalitions comprising functional or biological squivalents of a Staphylococcus
epidermidis polypeptide as st forth above.

Table 2
Amino Acld Substitutions

Original Examplary Resldus
Resldue

Substitution |
Ala Gy;Ser |
T — A —
[Asp Glu
 Cys Ser
Gin Asn
[ Glu__ Asp
| Gly A
[His ____ AsmGIn = |
o tewval |
Leu Bs; Val
Lys Am___
[ Met Leu; Tyr
| Ser Thr
| Thr Ser
Iip Ty
Ty Tip; Phe
Val o Leu

Blologice! or functional equivalents of a polypeptide can aiso be prepared
using site-specific mutagenasls. Site-specific mutagenesis is a tachnique useful in
the preparation of second generation polypeptidas, or blologically functional
equivalent polypeptides or peptides, dertved from the sequences thereof, through
spacific mutegenasis of the encoding DNA. As noled above, such chenges can be
dosirable where amino acid substitutions are desirable. The technique further
provides a ready abifity to prepare and test sequence variants, for example,
incorporating one or more of the forsgaing considerationa, by Introducing one or
more nucieotide saquance changes into the DNA. Site-specilic mutagenesis afiows
the production of mutants through the use of specific oligonucieotide sequences
which encode the DNA sequence of the desired mutation, as well as a sufficient
nurnber of adjacent nuciectides, to provide a primer sequence of sufficient etze and
sagquence compiaxdy to form a stable duplsx on both aldes of the dajetion junction
being traversed. Typically, a primer of about 17 to 25 nucieotides In length i
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preferred, with about 5 to 10 residues on both sides of the junction of the sequence
being altered.

In general, the technique of site-specific mutagenests is well known In the art.
As will be appreciated, the technique typically smploys a phage vector which can
exist In both a single stranded and double strended form. Typically, sie-directsd
mutagenesis In accordance herewith Is parformed by first abtaining a single-stranded
vector which includes within Its sequence a DNA saquence which ancodes gl or a
portion of the Staphylococcus epidermidis polypeptide sequence seleciad. An
oliponuciectide primer bearing the deelred mutated sequence Is prepared {e.g.,
synthetically). This primer Is then annealed to the singied-etranded vector, and
axtended by the use of enzymes such as £. coll polymemse | Klenow fragment, in
order to complate the eynthesls of the mutation-bearing strand. Thus, 8 heteroduplex
ls formed wheraln one strand encodes the original non-mutated sequence and the
sacond etrand bears the deeired mutation. This heleroduplex vector is then used o
transform eppropriata cells such as E. colf calle and clones are salectad which
Inciude recombinant vactors besaring the mutation. Commercially available kite come
with all the reagents nacessary, except the oligonuciaectide primera.

A Staphylococeus epldenmidis polypeptide or polypeptida antigen used In an
immunogenic composition of the pregent Invention s understood to be aty
Staphylococcus epidermidis polypeptide comprising substantial ssquence similarity,
structural similarity and/or functional simiarity to a Stephyfococcus epidernidls
polypeptide comprising the amina acid eequence of one of SEQ 1D NO: 1 through
SEQ ID NO: 32. In addition, such a Staphylococcus epidermidis polypeptide or
polypeptide antigen ia not limited fo a particuler source. Thus, the invention provides
for the general detaction and Isolation of the polypeptides from a variety of sourcea,

It Is conternplated In the presant invention, thet a Staphylococcus epidermidis
polypeptide may advantageously be cisaved Into fragments for use in furthar
structural or funciional analyals, or in the generation of reagents such es
Staphylococcus epidermidis-relsted polypeptides and Staphylococcus epidermidis-
specific anthodles. This can be accompiished by treating purifiad or unpurified
Staphylococcus epidermidis polypeptides with a paptidase such as endoproteinase

ANNAg
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glu-C (Boehringer, indlanapolis, IN). Treaiment with CNBr Is another method by
which peptide fragments may be produced from natural Staphyiococcus spidennidis
polypeplides. Recombinant techniques also can be used 1o produce specific
fragments of a Staphylococcus spidermicis polypeptide.

Fragments of the Staphylococcus spidermidis polypeptides are also Included
in the immunogenic compoaitiona of the inverttion. A fragment s a polypeptide
having an amino acld sequence that Ia entirely the same as part, but not all, of the
amino acid sequence. The fragment can comprisa, for example, et least 7 or more
(e.g., 8, 10, 12, 14, 18, 18, 20, or more) contiguous amino acids of an amino ack
saquence of one of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32, Fragments may be _
“fresstanding” or comprised within a lasger polypeptide of which they form a part or
region, most preferably aa a single, continuous region. In one embadiment, the
fragments includs at least one epliope of the mature polypeptide sequencs.

“Fusion proisin® refers to a protein or polypeptide encoded by two, ofien
unrelated, fused genes or fragmenta thareof. For example, fusion protains or
polypeptides comprising various partions of constant region of Immunoglobulin
molecules togetier with ancther human protsin or part thereof have been deacribed.
In many cases, employing an iInmunogiobulin Fc region as a part of a fusion protein
or polypeptide Is advantageous for use in therapy and diagnosls resulting in, for
example, improved pharmacokinelic properties (see e.g., intemational Application
EP-A 0232 2621). On the other hand, for some usas it is desirable to be able to

delete the Fc part afisr the fusion protetn or polypeptide has bean expressad,
detected and purified.

Itis contempiatad that Staphylococcus apidermidis polypeptides may be _
Isolatad from Siaphylococcus epidenmicis or prepared recombinantly as describad
harein.

C. STAPHYLOCOCTUS EPIDERMTNS POLYNUCLEOTIDE AND POLYPEPTIDE VARIANTS

Vearient as the iam Is used hareinalier, s a polynuciactide or polypaptids

that differs from a reference polynucleotide or polypeptide respectively, but retains
easential properties. A typical variant of a polynucisotide differs In nuciectide
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sequence from another, referance polynucieotide. Changes in the nuciectide
sequence of the variant may or may not alter the emino acld sequence of a
polypeptide encoded by the reference polynuciectide. Nucieotide changes may
resutt in amino acld substiutions, additions, deletiona, fusions and truncations In the
polypeptide encoded by the reference sequence, as discussed below. A typleal
variant of a polypeptide differs in amino ack sequence from another, reference
polypepiide, Generally, differences are limliad so that the sequances of the
referance polypeptide and the variant are closely elmiar overall end, in many
reglons, [dentical. A variant and reference polypaptide may differ in amino ackd
sequence by one or more substitutions, additions, delstions In any combination. A
substituted or Inseried amino acld residue may or may not be one encoded by the
genetic code. A variant of a polynucieotide or polypeptide may be a naturally
ocourring such es an allellc variant, or it may be a variant that Is not known to ccour
naturally. Non-neturally occurring variants of polynuciectides and polypaptides may
be made by mutagenssis techniques or by direct synthasta.

"Identity,” as known In the art, s a relationship between two or more
polypeptide sequences or iwo or more palynucleotide saquences, es determined by
comparing the sequences. In the art, “identity” also means the degree of sequence
relatedness between polypeptide or polynuciectide sequences, as the cass may be,
a3 determined by the match batween strings of such sequences. “ldentity” and
“similarity” can be readfly calculatad by known methode, including but not imited to
those dsscribed in {(Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford
University Preas, New York, 1888; Blocomputing: Informatics and Genome Projects,
Smith, D. W,, ed., Acadamic Press, New York, 1983; Computar Analysis of
Sequance Date, Part |, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eda., Humana Press, New
Jorsey, 1904; SequencoAndysltho_lowhrBIobgy.vonHeIIﬂe. G., Academic
Press, 1887; and Sequence Analysis Primer, Gribekov, M. and Devereux, J., eds., M
Stackion Press, New York, 1891; and Carflio, H., and Lipman, D., 81AM J. Applied
Math., 48: 1073 (1988). Methods to datermine kientity are designed to give the
largest match betwesn the sequences tested. Methods to detanmine identity and
simiarlty are codified in publicly evaliable computer programs. Computer program
methoda to determine identity and similarity between two sequences include, but are
not imited to, the GCA program packege (Devereux of al., Nucleic Acids Research
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12(1):387, 1984), BLASTP, BLASTN, TBLASTN end FASTA (Altechul st /., J.
Molec. Blol, 215:403-410, 1880). The BLASTX program Is publicly avaliable from
NCBI and other sources (BLAST Manual, Aktechul, 8., 6¢ al., NCBI NLM NIH
Bethesda, Md. 20804; Altschul ef al., J. Molec. Blol. 215:403-410, 1800.). The wel
inown Smith-Watermsan algorithm may aiso be usad fo determine identity.

By way of axample, a polynucieotide saquenca described harein may be
identical fo the refarence secpience of ane of SEQ 1D NO: 33 through SEQ ID NO:
84, that Is be 100% Identical, or It may include up io a certain Imtager number of
nucleotide alterstions es compared to the reference sequence. Such siterations are
seleciad from the group consisting of at least one nuclectide deletion, substitution,
including transition and transvaraion, or Ireartion, and wheraln sald alteraions may
occr at the & or 3' tacmina posttions of the reference nucisotide sequence or
anywhere bsiwean those tarminal positions, interspersed elther individualty among
the nucieciides in the refarence saguence or in one or more cantiguous groups within
the referance sequence. The number of nucleotide alisratione Is determined by
multiplying the total number of nuclectides in one of SEQ ID NO: 33 through SEQ ID
NO: 84 by the numerical percent of the respactive percent identity (divided by 100)
and sublraciing that product from seid total number of nuciactides In one of SEQ ID
NO: 33 thwough 8EQ 1D NO: 64,

" For exampie, an Isolated Staphylococeus epidermidis polynucisotide
comprising a polynuciectide saquence that has at least 70% identity to the nucielc
acki sequence of one of SEQ 1D NO: 33 through SEQ ID NO: 64; a degenemsis
variant thereof or a fragment thereof, wharein the polynuciectide sequence may -
inciude up to n, nucislc acid alterationa over the entire polynuciactide region of the
nucielc acid sequance of one of SEQ ID NO: 33 through S8EQ ID NO: 64, whereln n,
Is the meodmum number of aliarations end ls caiculated by the forrnula:

Ty S Xy{%a"Y),

In which x, Is the total number of nucielc aclds of one of SEQ ID NO: 33 through 8EQ
ID NO: 64 and y has a value of 0.70, whereln any non-inleger product of x, and y Is
rounded down to the nearest integer prior fo sublracting such product from x,. Of
cowrse, y may also have a value of 0.90 for 80%, 0.85 for 5%, 0.80 for B0% 0.85 for
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95%, eic. Alterations of a polynucieotide sequence encoding ane of the polypeptides
of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32 may create nonsenss, missense or
frameshift mutations In this coding sequence and thereby alter the polypeptide
encoded by the polynuciectide following euch alterations.

Simiarly, a polypeptide sequence described herein may be identical to the
reference sequence of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32, that Is be 100%
identical, or it may include up to a certain Integer number of amino acld alterations as
comparad o the referenca sequence such that the % identily ie lees than 100%.
Such alterations are selacted from the group conzlsting of at least one amino acid
deletion, substitution, including consarvetive and non-consarvative substitution, or
insertion, and wherein said alterations may occur at the amino- or carboxy-terminal
positiona of the reference polypeptide sequence or anywhera between those terminel
positions, Interspersed either individually among the amino acids In the reference
gequance or in one or more contiguous groups within the reference ssquence. The
number of amino acid altarations for a given % identity Is detenmined by multiplying
the total number of amino ackds in one of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32 by

_ the numerical percent of the reapective parcent identity (divided by 100) and then

subiracting that product from sald total number of amino acids In one of SEQ 1D NO:
1 through SEQ ID NO: 32, or:

Ny $ X(%"Y),

whaerein n, ls the number of amino acld alterationa, x, Is the total number of amino
acids in one of SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32, and y Is, for Instance 0.70 for
70%, 0.80 for 80%, 0.85 for 85% etc., and whareln any non-integer product of x, and
Yy Is roundad down to the nearest integer prior to subtracting &k from x,.

D. Vectors, Host Cells And Recombinant Staphylococcus epidermidis
Polypeptides

in one embodimant, the present invention provides expression veciomns
comprising ORF polynucieotides thet encode Staphyiococous epidermidis
polypeptides for use In Immunogenic compositions. The Staphylococcus epidermidis
expression vectors comprise ORF polynudlectides that encode Staphylococcus

ri)
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epidermidis polypepiides comprising the amino ackd residue sequence of one of SEQ
ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32. Altsratively, the expreesion veciors comprise a
polynucieotide comprising the nuclectide base sequence of one of SEQ ID NO: 33.
through SEQ 1D NO: 84. In other ambodimants, the expression vectors of the
invention comprise a polynucieotide operatively linked to an enhancer-promoter, In
stil other embodiments, the expression veciors comprise a polynucleatide
operatively linkad to a prokaryotic promotar. Altemnatively, the expression vectors
comprise s polynuciectide operatively nked io an enhancar-promoter that Is a
eukaryotic promoter. mmmmmmapowumn
signal that is positioned 3" of the carboxy-terminal amino acid and within a
transcriptional unit of the ancoded polypeptide.

BExpression of proteins in prokaryotes s most often canred out In E. coff with
veciore containing constitutive or inducibie promoters directing the expression of
atther fuskon or non-fusion proteins. Fusion vectors add a number of amino acids o
a protein encoded therein, usually to the amino terminus of the recombinant protein.
Such fusion vectors typically sarve three purposss: 1) to Increase sxpression of
recombinant protein; 2) to increase the solubliity of the recornbinant protein; and 3) to
aid in the purification of the recombinart protsin by acling ss a ligand in affinity
purification. Often, In fusion expression vectors, a proteolytic cleavage eite Is
Introduced at the junction of the fusion molsty and the recombinant protein 1o enable
separation of the recombinant protsin from the fusion molety subsequent to
purffication of the fusion protein. Such enzymes, and their cognate recognition
sequencea, include Factor Xa, thrombin and enterokingse.

Typical fusion expression vector inckide pGEX (Phamnacia Blotach Inc;
Smith and Johnson, Gene 87:31-40, 1988), pMAL (New Englend Blolabe, Beverly;
MA) and pRITS (Pharmacia, Plecateway, NJ) which fuse ghstathione S- transferase
(GST). maltose E binding protsin, or protsin A, respectively, to the target
recombinant protein.

In one embodiment, the coding saquence of the Staphylococeus epldermidis
polynuciaotide Is cloned into a pGEX expression vector to create a vector encoding d
fusion protein comprising, from the N-tsrminus to the C-isrminus, GST-thrombin
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cleavage slte-Staphylococcus epidermidis polypeptide. The fusion protein can be
purifiad by affinity chromatography using glutathlone-agarose resin. Recomblnant
Staphylococcus epidermidis polypeptide unfused to GST can be recovered by
cleavage of the fusion protain with thrombin.

Examples of sultable inducible non-fuslon E. coll expression vectors include
pTrc (Amann et al., Gene 89:301-315, 1088), pET lid (Studler ef al/, "Gene
Expression Technology” Methods In Enzymalogy 185, 60-898, 1860), pBAD and
pCRT7. Target gene expression from the pTrc vector relles on host RNA
polymerasa transcription from a hybrid trp-lac fusion promoter. Target gone
exprassion from the pET lid vechor rellea on transcription from a T7 gn1 0-lac fusion
promoter mediated by a coexpressed viral RNA polymerase J7 gnl. This viral
polymerase i suppfied by host straing BL21 (DE3) or HMS | 74(DE3) from a resident
prophage harboring a T7 gnl gene under the trenacriptional control of the lacUV §
promotar.

One strategy to maximize recombinant protein expression In E. coifls to
express the protein In a host bacterium with an Impeired capacity to proteolytically
cleave the recombinant protein. Ancthar strategy Is to alter the nucielc acid
sequence of the nuclelc acid o be inserted into an axpreasion vecior so that the
Individusl codons for each amino acid ans those preferentially utiitzed In E. coll. Such
alteration of nucleic acid sequences of the Invention can be carried out by standard
DNA mutagenesis or synthesls techiniguas.

In ancther embodiment, the Siaphylococcis epldermidis polynuclectide
axpression vecior is a yeast expression vector. Examples of vectors for expression
In yeast S. cerevisias Include pYepSec | (Beldari, ef al., Embo J, 8; p. 229-234,1687),
pMFa (Kurjan and Herskowitz, Cel, p. 833-843, 1882), pJRYBS (Schuitz ef al., Gene,
54: p. 113-123, 1887), and pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA).

Allematively. a Staphylococous epidermidis polynucisotide can be expressed
In insect cells using, for example, bactlovirus expression vectors. Baculovirus
vectors avallable for expression of protsins in cultured Insect celfs (s.g., Sf9 calls)
inckude the pAc eerles (Smith et &l., Mol Cell Blol, 3: p. 2156-2165, 1983) and the
pVL series (Luckiow and Summers, Virology, 170: p. 31-39, 1086).
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in yet another embodiment, a nuclelc acid of the invention Is expressed in
mammallan cells using @ mammellan expression vector. Examples of mammallan
ecpression vectors include pCDMB (Seed, Nature, 329: p. 8B40, 1987) end pMT2PC
(Kaufman ef al., EMBO J, 8; p, 187-185, 1067). When used in mammailan cells, the
expreasion vecior's contro! functions are often provided by viral regulatory elements.

As used hereinafler, a promotear [ a region of a DNA molecule typically within
about 100 nucieotide pains in front of {upetream of) tha paint at which tranacription
bagina (/.. a transcription siart eite). That region typlcally contains several types of
DNA sequence elemsnts that are locatsd in similar relative positions in different
genss. As used hereinafier, the lerm “promotar” Includes what Is referred fo in the
art a8 an upsiream promoter region, a promotar region or a promoter of a
genenalizad sukaryotic RNA Polymerase |! trenscription unit.

Ancther type of discrele transcription reguiatory sequance eloment Is an
enhancer. An enhancer provides speacificily of time, location and exprasaion level for
a particular encoding region (e.g., gane). A major function of an enhancer ls to
Increase the level of tranecription of a coding sequenca in a cell that contains one or
more tranecription factors that bind to that enhancer. Unlike a promoter, an anhancer
cen function when located at veriable distances from transcription etart sitss so long
@8 & promodes s pressnt.

As wad hereinafter, the phrase "enhancer-promoter” means a composite unit
that contains both enhancer and promoter elements. An enhancer-promoter s
operatively linked to a coding sequence that encodes at lsast one gene product As
used hereinafier, the phrase “operetively finkad” means that an enhancer-promotar is
connecisd to a coding sequence in such a way thet the transcription of thet coding
sequence s controlled smd regulated by thet enhancer-promoter. Meana for
operatively linking an enhancer-promoter to a coding sequence are well known In the
art. As ls also well known in the art, the precise orlentation snd location relative o a
coding ssquence whose transcription Is controlied, is depandent infer alia upon the
specific nature of the enhancer-promotar. Thus, 8 TATA bax minimal promoter s
typically located from about 25 io about 30 base pairs upsiream of a transcription
initiation site and an upstream promoter element is typically located from ebout 100

30
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to about 200 base pairs upstream of a tranecription initiation site. In contrast, an
enhancer can be located downstream from the inittation site and can be et a
conslidarable distance from that slite.

An enhancer-promoter usad In a vector conetruct described herein can be
any enhancer-pramoier that drives expression in a cell o be transfected. By
employing an enhancer-promoter with well-known properties, the level and pattam of
gene product expression can be optimized.

For example, commonly uaed promotars are derivad from polyoma,
Adenovirus 2, cytomegalovirus and Simian Virus 40. For other sultable expression
systems for both prokaryotic and eukaryotic celis see chapiars 168 and 17 of
Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2nd, ed, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1889, incorporated hereinafter by reference.

[n another embodiment, the recombinant mammetian expression vector s
capabie of directing expreesion of the nucleic acld preferentially In a particular cell
type (0.g., tiesue-specific regulatory elements are used to express the nudlelc acld).
Tiesus-specific regulatory elements are known in the art. Non-imiting examples of
suitable tissue-specific promoters Include the elbumin promoter (Bver-specific; Pinkert
et al., Genas Dav, 1: p. 268-277, 1887), lymphold-specific promaters (Calame and
Eaton, Adv Immunol, 43: p, 235-275, 1888), In parlicular, promotera of T cell
receptors (Winoto and Baltimore, EMBO J, 8: p. 728-733, 1988) and
immunogloindine (Baner]l ef al., Cell, 33: p. 728-740, 1883), (Quesn and Baltimore,
Cefl, 33: p. 741-748, 1983), neuron-specific promoters (e.g., the neurcfilament
promoter; Byme and Ruddia, PNAS, 86: p. 5473-5477, 1888), pancraas-specific
promoters (Ediund ef al., Sclences, 230: p. 912-918, 1985), and mammary gland-
specific promoisrs (e.g., mik whey promoter; U.S. Petent 4,873,316 and \ntemational
Application EP 264,168). Developmentally-regulated promatars are aleo
encompasaad, for exxampile the murine hox promoters (Kesss! and Gruss, Sclence,
248: p. 374-378, 1980) and the a-fetoprotain promoter (Campes and Tlighman,
Genes Dev, 3: p. 537-548, 1080).

N
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Also provided herein Is a recombinant expreasion vecior comprising a DNA
molecule sncoding a Staphyfococous epidarmidis polypeptide cloned indo the
expression vector in an antisense orlentation. ﬂntll.ﬂ'nDNAnwhth-_
operatively inked to a regulatnry sequence in @ manner which allows for axpresasion
(by transcription of the DNA molecule) of an RNA molecule which Is antisenss to
Staphylococous epidermidis MRNA. Regulatory sequences operativaly nked to a
nuclelc acld cianed in the antieense orfentsiion can be chosen which direct the
continuocus expression of the antisense RNA molecula In a variety of cell types. For
natance viral promoters and/or anhancera, or reguiatory sequencea can be chosen
which direct constitutive, tissus specific or cell type specific expreasion of antisense
RNA. Tha antilsense expression vector can be in the form of a recombinant plasmid,
phagemid or attenuated virus in which antisense nucielc ackis are produced under
tha control of a high efficiency regulaiory region, the activity of which can be
determined by the cell type into which the vector ls introduced.

Tha recombiriant expression vactors deacribed herein may be insarted into
any sultable host cell. The terms "hoat cal® and “recombinant host cel” are used
interchemgeably hereinafter. It is undarstood that such terms refer not only o the
perticular subject cell, but to the progeny or potential progeny of such a cell.
Because certain modifications may occur in succesding generations due to elther
mutation or environmental influences, such progeny may not, in fact, be kentical to
the parent cell, but are still iIncluded within the scope of the term aa used hereinafier.
A host cefl can be any prokaryotic or eukaryotic cell. For example, a Staphylococcus
epidermidis polypsptids can be expressed in bacterial colls such as E. codl, Insect
colls (such as S, Sf21), yeast or mammallan celis (such as Chinase hamster ovary
calla (CHO}, VERO, chick embryo fibroblasts, BHK calla or COS cells). Other
suftable host cells are known to those skilled In the art.

Vecior DNA s introduced Into prokaryotic or sukaryotic cells vie conventional
transformation, infection or transfection techniques. As used hereinafier, the tarme
“tranaformation” and “transfection” are intanded to refer to a variaty of art-recognized
techniques for Introducing foreign nucleic acid (e.g., DNA) into a host cal, Including
calclum phosphats or calcium chioride co-precipitation, DEAE-dextran-mediatad
fransfection, lipofection, ultrasound or eleciroparation. Sultable methods for

nans3
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transforming or transfecting host cells can be found In Sambrook, et &/, ("Molecular
Ciloning: A Laboratory Manual® 2nd, ed, Cold 8pring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor Laboratory Prees, Cold Spring Harbor, NY, 1888), and other !aboratory
manuals.

A host cefl described hereln, auch as a prokaryotic or eukaryotic host cell In
culiure, ls usad ® produce {l.e., express) a Staphylococcus epidermidis polypaptide.
Accordingly, also described herein are methods for producing a Staphyfococcus
apldermidis polypeptide using such host cells. In one embodiment, the method
comprises culturing the host call (Into which a recombinant expression vector
encoding a Staphylococcus epitiermidis polypepiide has been introduced) in a
suitable medium untl the Staphylococcus epilermidia polypeptide le produced. in
ancther embodiment, the method further comprises [solating the Staphylococcls
apidsrmidis polypeptide from the mediumn or the host cell.

A coding sequence of an expression vector le operatively linked to a
transcription termination region. RNA polymerase transcribes an ancoding DNA
sequence through a site where polyadenylation occura. Typlcally, DNA sequences
located a few hundred base pairs downstream of the polyadenylation slte serve i»
terminate transcription. Those DNA saquences are referred 1o herelnafter ga
tranacription-termination reglons. Those regions are required for efficlent
polyadenylation of transcribed messenger RNA (MRNA). Transcripion-termination
regions are well known in the ast. Exarnples of such transcription-tarmination reglons
ara the polyadenylation signal of SV40 and the protamine gens.

An axpression vector comprises a polynuciactide that encodes a
Staphylococcus epidermidis polypeptide. Such a polypeptide ts meant to inciude a
sequence of nucieotide bases encoding a Siephylococcus epidermidis polypeptide
sufficlent in length to distingulsh the segrmant from a polynucleotide asgment
encoding a non-Staphylococcus epidermidis polypeptide. Such a polypeptide can
also ancode blologically funciona? polypeptides or peptides which have vesiant
amino acid sequencas, such as with changes selectad based on considerations such
as the relative hydropathic ecore of the amino acids being exchanged. These varlant
sequences are those leolated frum natumal sources or induced In the sequences

R
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disclosed herelnafier using a mutagenic procedure such as site-directed
mutagenasis.

in certaln embodiments, the expression vectors described herein comprise
polynuciectides that encade polypeptides comprising the amino acld residue
sequence of ona of SEQ D NO: 1 through SEQ 1D NO: 32. An expression vecior
can inciude a Staphylococcus epidermidis polypeptide coding reglan Ieelf of any of
the Staphylococcus epldermidis polypeptides noted above or It can contain coding
regions bearing selected alterations or modifications in the basic coding region of
such a Staphylococcus epidennidia polypepiide. Altemnatively, such vectors or
fragments can encode larger polypaptides or polypeptides which neverthelesa
include the basic coding reglon. In any event, it shouk] be appreciated that due to
codon redundancy as well as biological functional equivalence, this aspect Is not
limited to the particular DNA molecules cormesponding to the polypeptide saquences
noted above.

Exemplary vectors include the marnmallan expression veciors of the pCMV
famlly including pCMVEb and pCMVBe (Chiron Corp.. Emeryville CA.). In certain

- cases, and specificafly in the case of thess Individual mammallan expression veciomn,

the resuiting constructs can requins co-transfection with a vector coniaining a
selactable marker such as pSVaneo. Via co-fransfection Into a dihydrofolate
reductass-deficient Chinese hamster ovary cel lins, such as DG44, clones

axpressing Staphylococcus spidermidls polypeptides by virtue of DNA Incorporated
into such expression vectors can be datected.

A DNA molacuile can be Incorporated info a vecior by a-number of techniques
that are well known in the art. For instance, the vactor pUC18 hes been
demonstrated to be of particular value In cloning and expression of genes. Likewise,
the related vectors M13mp18 and M13mp19 can be used In cortain embodiments of
the invention, in particular, in parforming didecxy sequencing.

An axpression vecior deacribed herein is useful both as a means for
preparing quantities of the Staphylococcus epidanmids polypeptide-encoding DNA
itsall, and a8 a means for praparing the sncoded polypeptide and peptides. It Is
contamplated that where Staphylococcus epidermicis polypeptides are made by

M
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recombinant means, one can employ elther prokaryatic or aukaryotic axpression
vaciors es shuttle systems.

In another aspact, the recombinant host cells are prokaryotic host cells.
Preferably, the recombinant host ¢slls of the invention are bactarial calls of the DHS
a straln of Escherichia cofl. In general, prokaryotes are preferrad for the initial
cloning of DNA sequences and constructing the vectors useful in the Invention. For
example, E. coll K12 strains can be particularly useful. Other microblal strains that
can be used include E. coll B, and E. col 1078 (ATCC No. 31537). These examples
are, of course, intanded to be lliustrative rather than fimiting.

The aforementioned strains, as well a8 £, col W3110 (ATCC No. 2733256), E.
colf BL21(DE3), E. coff Top10, bacll such as Baciius subtilis, or other
anterobacteriecese such as Saimonelia {yphimurium (or other attenusiad Salmonella
eirains as described In U.S. Patent 4,837,151) or Serratla marcasans, and varlous
Pseudomonas spacies can be used.

In genenal, piasmid vectors containing replicon and control sequences, which
are derived from apacies compatibia with the host cell are used In connaction with
these hosts. The vector ordinarily carries a repication sibe, as well as marking
sequences which are capable of providing phenotypk selection In transformed cells.
For example, E. colf can be transformed using pBR322, a plaamid darived from an E.
coll species (Botivar, ef &l. 1977). pBR322 contains genee for smpicllin and
tetracyciine reslstance and thus provides sasy means for identifying trensformed
cafis. The pBR plasmid, or other microblal plasmid or phage must also contain, or ba
modified to contaln, promotars which can be used by the microblal organism for
expresalon of fis own polypeptidea.

Thoae promotors mast commonly usad in recombinant DNA construction
inclhude the f-lactamass (peniciiinase) end lactoss promoter systems (Chang, ef o,
1978; Itakura., et al. 1977, Goeddel, ei a. 1979; Goedde!, ot &/. 1680) and a
tryptophan (TRP) promotar syetem (EP 0038770; Slebwenlist of a/. 1860). While
thase are the most commonly used, other microblal promoters have been discoverad
and utiitzed, and detalle concerning thelr nucleotide sequences have been published,
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enabling a skilled worker to introduce functional promoters into plasmid vectors
(Slebwentst, ef al. 1980).

In addition 0 prokaryoins, sukaryotic microbes euch as yeast can aleo be

used. Saccharomyces cesvisiae or common baker’s yeast Is the most commonly

5 used among eukaryolic micrcorganiams, although a number of other stralne are
commonly avallable. For expression in Saccharomyces, the plasmid YRp7, for
exampls, s commonly used (Stincheamb, ef ol 1978; Kingsman, et al. 1979;
Techemper, et al. 1980). This piasmid aiready containa the trpl gene which provides
a selection marker for a mutant strain of yeest lacking the abliity to grow in

10 ftryptophan, for axample ATCC No. 44078 or PEP4-1 (Jones, 1677). The presence of
the trpl leslon as a characteristic of the yeast host celf ganome then provides an
effective environment for detecting transformation by growth In the absence of
tryptophan.

Suftable promoter sequences in yeast veciors include the promoters for 3-

15 phosphogiycerats kinase (Hikzeman., of al. 1980) or other glycolytic enzymes (Hess,
ot &l. 1968; Holland, et &l. 1978) such as enclase, glyceraldshyde-3-phosphate
dehydrogensse, haxokinass, pyruvate decarboxylese, phosphofructakiness, ghucose-
6-phosphate lsomerase, 3-phosphoglycenats mutese, pyruvets kinase,
trosaphosphats lsomerase, phoaphoglucose lsomerase, and glucokinase. in

20 constructing suitable expression plasmids, the tarmination sequences essociated
with these genes are also introduced into the expression vector downstream from the
sequences ip be sxpressed to provide polyadenylation of the mRNA and termination.
Other promoters, which hava the additional advantage of transcription controlied by
growth conditions are the promoter region for aicohol dehydrogenase 2,

26  Isocytochrome C, acid phosphaiase, degradative enzymes associated with nitrogen
metabollam, and the aforementioned glyceraldehyde-3-phosphais dehydrogenase,
and enzymes responsible for maltose and galactoss utifization. Any-plasmid vector
containing a yeast-compatible promoter, origin or replication and tesmination
sequences are sultable.

30 in addition to microorganisms, culiures of cells derived from multicaluler
organisme can also be used as hosta. in principle, any such cell culturs iy workable,
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whether fram vertebrats or invertsbrata culture. However, intarest has been greetest
in vertebrate cells, and propagation of vertsbrate celle In culture (tlesue culture) has
become a routine procadure In recant years. Examples of such useful host cell lines
are A{T-20, VERO, HaLa, NSO, PER C8, Chinsss hamster ovary (CHO) cel lines,
and W138, BHK, COSM8, COS-7, 203 and MDCK cell lines. Expresaion vectors for
such cells ordinarly inciude (if necessary) an origin of replication, a promoter located
upstream of the gene to ba axpreased, along with any necaessary ribosome binding
sites, RNA splice sites, polyadenylation site, and transcriptional terminator
sequences.

Where expresslon of recomblnant Staphyjococcus epidermidls polypeptides
Is desired and a sukaryotic host is contempiated, [t is most desirable to employ a
vector such as a plasmid that incorporates a eukaryotic origln of replication.
Additionally, for the purposea of exprassion in eukaryotic systame, one desires to
position tha Staphylococcus epidermidis encoding sequance adjacent ‘o and under
the control of an effective eukaryotic promoter such es promoters used In
combination with Chinees hamster overy cells. To bring a coding sequence under
control of & promoter, whether It Is aukaryotic or prokaryotic, the 5° end of the
transiation Inttiation reglon of the proper transiational reading frame of the
polypeptide must be positioned between about 1 and about 60 nuclectides 3" of or
downstrearn with respect o the promoter chosen. Furthermore, where sukaryotic
axpresalon I anticipatad, one weuld typically desire to Incorporate Into the
franscriptional unit a polynucieotide which encodes the Staphylococcus epldermidis
polypeptide.

Means of transforming or fransfecting cealls with exogenous polynuclectide
such aa DNA molecufes are well known In the ert and inchsde techniques such es
calclum-phosphate- or DEAE-dexiran-mediated transfection, protoplast fusion,
electroporation, iposome mediated transfection, direct microinjection and adenovirus
Infection (see e.g., SBambrook, Fritech and Maniatls, 1588).

The most widely usad method Is transfection madiated by elither calclum
phosphate or DEAE-dextran. Although the mechanism remsins obscure, It is
belleved that the transfectad DNA enters the cytoplasm of the csil by sndocyiosls
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and Is transpariad to the nuclews. Depending on the cell iype, up 10 90% of a Ann-y

population of cullured cells can be transfociad at any one time. Becausa of ks high
sfficlency, fansfection mediated by calcium phosphate or DEAE-dextran s the
method of cholce for experiments thet require transient expression of the foreign
DNA In large numbers of cells. Calcium phosphaie-mediated transfection Is also
used to establlsh call Inas that integrats coples of the foreign DNA, which are usually
amanged in head-to-tafl tandem arrays Into the host cell genome.

in the protoplast fusion method, protoplasts derived from bacteria carrying
high numbers of coples of a plasmid of interest are mbad directly with cultured
mammallan celis. After fusion of the cell memnbranes (usually with polyetivyiens
glycol), the contents of the bacteria ere defiverad Into the cytoplasm of the
mammakan cefis and the plasmid DNA is transported to the nucleus. Protoplast
fusion Is not as afficient as tranafection for many of the cel linas that are commonly
used for franslent axpression assays, but It 18 useful for cell Ineé in which
endocytosis of DNA occurs [nefficiently. Protoplast fusion frequently yields multiple
coples of the plasmid DNA tandemly integrated into the host chromasome.

The appiication of brief, high-voltage sleclric pulses 1o a variety of mammaflan
and plant cells leads to the fonmation of nanometar-skzed pores in the plasma
membrane. DNA s taken directly into the cel cytopiasm aither through these pores
or as a consaquence of the redistribution of membrane components that
accompanies closurs of the pores. Electroporation can be extremely efficiert and
can be usad both for translent expression of clonax genss and for sstabishment of
cefl Ines that cany Integrated coples of the gene of interset. Electroporation, In
contrast o caiclum phosphaie-mediated transfection and protoplast fusion, frequently
gives rise io cell Ines that carry one, or at most a few, integrated coples of the
foreign DNA.

Liposome transfaction invoives encapsulation of DNA and RNA within
liposomes, foliowed by fusion of the fiposomes with the cell membrane. The
mechanism of how DNA Is delivered into the cell is unciear but transfection
afficiencies can be aa high es 90%.
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Dlract microinjection of a DNA molecule into nuclel has the adventage of not
axposing DNA to celiuiar compartments such as low-pH endosomes. Microinjection
Je therefore usad primarfly as & method to estabilsh lines of calla that catry Integrated
coples of the DNA of Interest.

5 The use of adenovirus as a vecior for cell transfection is well known In the art.
Adenovirus vector-mediated cel transfaction has baen reporisd for various cells
(Stratford-Perricaudet, of &/. 1062).

A tranefected cell can be prokaryotic or eukaryotic. Preferably, the hoe! cells
of the invantion are prokaryolic host celis. Whara It is of interset to produce a
10 Siaphyiococous epidermidis polypeptide, cultured prokaryotic host celis are of
particular interest.

Also contemplated hereln Is a process or method of preparing

Staphylococous epidermidis polypeptides comprising transforming, transfecting or

) infecting celis with a polynuciectide that ancodes a Staphylococous epidermidis

16 polypeptkie to produce transformed host cefle; and maintaining the transformed host
cells undar blological corxifions aufficlent for expression of the polypeptide, Ina
particular embodiment, the traneformed host calis are prokaryotic cells. Alternatively,
the host cells are aukaryotic cells. More particularly, the prokaryotic cefis are
bacterial cells of the DHS-a strain of Escherichia cofl. Alternatively, the

20 polynucleatide transefectad into the transformed cells compriss the nucleic ackl
sequence of one of SEQ 1D NO: 33 through SEQ ID NO: 84. Additionally,
transfection is accompiished using an expreasion vecior disclosed above. A host coll
used In the process Is capable of axpressing a functional, recombinant
Siaphylococcus apidermidia polypepiide.

25 Foltowing transfection, the cell Is maintained under culture conditions for a
period of time aufficlent for expression of a Siaphylococcus epidermidis polypeptide.
Culture conditions are woll known In the art and inchude fonic composiiion and
concantration, temperature, pH and the ike. Typlcally, transfecied cells are
maintained under culture conditions In a culture medium. Sultable media for various

30 col types are well known In the art. In cartaln embodiments, cufture tamperature la
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from sbout 20°C to about 50°C, more preferably from about 30°C to about 40°C and,
even more preferably about 37°C.

The pH s preferably from about a value of 6.0 to a value of about 8.0, more
praferably from about a value of about 8.8 io a value of about 7.8 and, most
§ preforably ebout 7.4. Osmolelity is preferably from about 200 milllosmols per litar
{mosmiL.) to about 400 mosmi and, more prefarably from about 280 mosmA. i
about 310 mosm/L.. Other biologicel conditions needed for transfection and
expreasion of an encoded protein are well known In the art. '

Trensfacted cells are maintsined for a period of time sufficient for expresaion
10 of a Staphylococcus epidermidis polypeptide. A sultable time depends inter alls
upen the cell type used and Is readily detenminabie by a skilad artisan. Typically,
maintenance tme ls from about 2 to about 14 days,

Recombinant Staphylococcus epidarmidis polypaptide le recoverad or
collected efther from the transfected cells or the medium In which those cells are
15 culured. Recovery comprises Isolating and purlfying the Stephylococcus epldermidis
polypeptide. Isolation and purification techniques for polypeptides are well known in
the art and Include such procadures as precipitation, filtration, chromatography,
elactrophoresis and the like.

E. tmmunogenic Compositiona

20 The present invention provides immunogenic compositions compiising one or
more Staphylococcus apldermidis polypeptiden selacted as described in the
Examples below, and physlologically acceptable carviers. in certain embodiments,
the iImmunogenic compositions comprise one or more Staphylococeus epidenmidis
polypepiides compriaing the amino acid residue sequence of one or more of SEQ ID

25 NO: 1 through S8EQ ID NO: 32. In other embodiments, the Immunogenic
composhtions of the invention comprise polynuciectides that encode Staphylococous
epidermidis polypepiides, and physiologically acceptable camers. For exampie, the
immunogenic compoattions of the present Invention comprise Staphylococcus
spidermidis polypeptides comprising the amino acid sequance of one or more of

30 SEQID NO: 1 fwough SEQ ID NO: 32. Alternatively, the immunogenic compositions

40
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camprise polynucieotides comprising the nucieotide sequence of one or more of SEQ
ID NO: 33 through SEQ ID NO: 64.

Varlous teats are used io asseas the in vitro Immunogsnicity of the
polypepiides of the Invention. For example, an in vitro opaonic assay s conducted
by Incubating together a mixture of Staphylococcus epidermidis cells, heat
Inactiveted humsn eerum contalning apecific antibodies to the polypeptide in
question, and an exogenous complement source. Opsonophagocytasals proceads
during Incubation of freshly iscleted human polymorphonucisar cells (PMN's) end the
anthody/complement/ Staphylococcus cell mbdure. Bacterial cells thet are coatad
with antibody and complement are kifled upon opsonophagocytosis. Colony forming
units (cfu) of surviving bacteria that eacape from opsonophagocyiosls are determined
by plating the asaay mixture. Titers are reporiad as the reciprocal of the highast
diiution that glves > 560% bactersial killing, as detarmined by comperison to assay
controls. Specimens that demonstrate less than 50% killing at the loweet serum
diiution tested (1:8), are reporied as having an OPA titer of 4. The highsst dilution
taated la-1:2560. Samplas with = 50% killing at the highest dilution are repesatad,

] baginning with a higher initlal dilution. The method describad above Is a modification

of Gray's method (Gray, Conjugate Vaccines Supplement, p. 684-8087, 1600),

A test sarum control, which containe test eerum plus bacterial cells and heat
inactivated complement, Is Included for sach Individual serum. This control Is used to
asssss whether the presence of antiblotics or other serun components are capable
of kiiing the bacterial strain direcily (i.e. in the abssnce of complement or PMN's). A
human aerum with known opaonic titer is used as a posltive human serum control.
The opeonic antibady titer for each unknown serum Is calculated as the reciprocal of

the Initial diution of serum giving 50% cfu reduction compared to the control without
serum.

A whole cell ELISA assay Is also usad to assess /7 viro Immunogenicity and
surface exposurs of tha polypeptide antigen, wherein the bacterial strain of interest
(Staphylococcus epldermidis) is coated onto a plate, such as a 98 well plate, and tost
sera from an immunized animal Is reacted with the bacterial cafis. If any antibody,

specific for the test polypeptide antigen, Is reactive with @ sinface exposed epitope of
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the polypeptide antigen, It can be datectad by standard methodes known to one skiled
intheart

Any polypeptide demonsirating the desired & vitro activity Is then tested In an
in vivo animal challenge model. In certain ambodiments, immunogenic compoaltions
are used In the immuntzation of an animal (e.g., 8 mowsa) by methods and routes of
immunization known to those of skil! In the art (e.g., tranasal, pererteral, oral,
rectal, vaginal, transdermal, infraperitoneal, intravenous, subcutaneous, &fc.).
Following immuntzation of the animal with a particudar Staphylococcus spidermidis
immunogenic composition, the animal ls challenged with Sisphylococcus epidermidis
and assayed for resistance to Siaphylococcus epidermidis infection.

The Siaphyiococous epidermidis polynuciectides and polypepiidas are
incorporatad Into immunogenic compositians sultabla for administration to a subject,
e.g., a human. Such compositions typically comprise the nuclelc acid molecule or
protsin, together with a pharmacautically accepiable canler. As uead hereinafter the
language "pharmaceutically accaptable carier® is infended i Inciude any and all
solvarts, dispersion media, coatings, antibacterial and antifunga! agents, isotonic and
absorpiion delaying agents, and the lke, compatiis with pharmaceutical
administration. The use of such media and egents for pharmaceutically active
substancas s wefl known in the art. Except insofar @e any conventional media or
agent Is incompatibie with the active compound, such media can be used In the
compositions of the invention. Supplementary active compounds can also be
Incorporated into the compositions.

An Immunogenic composition of the invention is formulated to be compatibles
with Iis intanded route of administration. Examples of routes of administration
Inciude parentsral (e.g., Intravenous, Intradermal, subcutaneous, intraperitoneal),
tanamucosal (e.9., orel, rectal, intranasal, vaginal, respiratory) and transdermal
(topical). Solutions or suspensions used for parertieral, intradermal, or subcutanaous
epplication can include the following componants: a storie diiusnt such as water for
injection, saline eolution, fixad olis, polyethylene glycols, glycerine, propyiena glycol
or other synthetic solvents; antihacterial agents such es banzyl aicohol or methyl
parsbens; anticxddants such ae ascorbic ackl or sodium bisuliite; chelating agents
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such as ethylenadiaminetetraacatic acid; buffers such es acetates, citrates or
phosphates and agents for the adjustment of tonicity such as sodium chioride or
dexdrose. pH can be adjustad with acids or bases, such es hydrochloric acid or
sodium hydroxide. The parenteral preparation can be enclosed in empoules,
disposable syringes or multiple dose vials made of glass or plastic.

Phamaceutical compositions sultable for Injectable use Include sterile
aquoous solulions (whera water soluble) or dispersions and sterlie powders for the
axtemporansous preparation of sterlie injectabla sclutions or dispersion. For
intravenous administration, sultable cestiers Inciude physiological ealine,
bacieriostatic watsr, Cremophor EL.™ (BASF, Parsippany, NJ) or phosphate buffered
saline (PBS). In all cases, the composition must be eterfle and should be fluid to the
axient that sasy syringabilty exists. It must be stable under the conditions of
manufacture and storage and must be presarvad against the contaminating action of
microorganiams such as bacteria and fungl. The camiar can be a solvent or
dispersion medium contalning, for exampls, water, athanol, polyot (for example,
glycerol, propylene glycal, and liquid polyetheylene glycol, and the lTke), and suitable
mixiures thereof. The proper fluldity can be maintained, for example, by the use of a
coating such as lecithin, by the maintenance of the required particle sizs In the case
of dispersion and by the use of surfactants. Prevention of the action of
microorganisms can be achlavad by various antibacterial and antifungal agentis, for
example, psrabens, chiorobutanol, phenol, ascorblc acid, and the ltke. In many
casas, Isotonic agents are Included, for emmple, sugars, polyaicohols such as
manitol, sorbltol, sodium chioride In the composition. Prolonged absorption of the
Injectabie compositions can be brought about by Including in the compasition an
agent which delays absorption, for sxample, aluminum moncstearate and gelatin.

Sterfle injectable sctutions can be prepared by Incorporating the active
compound (e.g., & Staphylococcus epidermidis potypaptide or anti-Staphyfococcus
epkiermidis anfibody) in the required amount in an appropriate solvent with one ora
combination of ingredients anumerated above, as required, followed by fitared
steriization. Generally, dispersions are prepared by incorporating the ective
compound Into a sterile vehicle that contains a basic dispersion medium and the
required ather ingredisntes from those enumerated above. In the case of sterile
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powders for the preparation of sterila Injectable solutions, the preferrad methods of
preparation are vecuum drying and freaze-drying which yleids a powder of the active
Ingredient plus any additional desired ingredient from & previously sterlle-filtered
solution thereof.

5 Oral compositions generally iInclude an inert diluent or an edible casvier. Theoy
can be enclosed In gelatin capsules or comprassed Into tablats. For the purpose of
oral therapeutic administration, the active compound can be incorporated with
exciplents and used in the form of tablets, troches, or capsules. Oral compositiona
can giso be prepared using a fluld carer for use as & mouthwash, wherein the

10 compound In the fluld carrer Is applled orafly and awished and expeciorated or
swallowed. Pharmaceutically compatible binding agents, and/or adjuvant meterials
can be Included as part of the composition. The tablets, plils, capsules, troches and
the ke can contain any of the following Ingrediernts, or compounds of a simflar
nature: a binder such as microcryedaliine ceflulose, gum tragacanth or gelatin; an

15 exciplent such as atarch or lactose, a disintegrating agent such as aiginic acid,
Primogel, or comn starch; a lubricant such as magnesium sisarate or Starotes; a
giidant such as colloidal sfiicon dimdde; a sweetening agent such as sucrose or

saccharin; or a flavoring agent such as peppermint, methyl saficylate, or orange
flavoring.

20 For administration by inhalation, the compounds are delivared In the form of
an asvosol spray from presaured container or dispensar which contains a sylteble
propellant, e.g., a gas such @s carbon diaxide, or a nebultzer. Systemic
administration can also be by transmucosal or trangdarmal means. For transmucosal
or fransdenmal edministration, penetrants appropriate to the barrier to be permeatsd

25 areused in the formulation. Such penetrants are generally known In the art, and
include, for exampie, for transmucosal administration, detergents, bile salts, and
fuskiic acld derivatives. Teansmucosal administration can be accomplished through
the use of nasal sprays or supposhiories. For transdennal administration, the active
compounds are formulatad into ointments, salves, gels, or creams es generally

30 Knownbhtheart, '
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The compounds can also be prepared In the form of suppositories (e.g., with
conventional supposiiory bases such as cocoa butter and other glycerides) or
retention enemas for rectal deftvery.

In one embodiment, the active compounds ane prepared with carriers that will
protact the compound against rapid elimination from the body, such as a controlled
relaase formulstion, Including implarits and microencepsulated delivery systems,

Biodegradable, blocompatible polymers can be usad, suxch as ethylena vinyl
acetate, polyanhydrides, polyglycolic acid, collagen, polyorthoeaters, and polylactic
acki. Methods for preparation of such formulations will be apparent to those skilled in
the art. The materiale can also be obtained commerciaily from Alza Corporation and
Nova Pharmaceuticals, Inc. Liposomal suapansions (Inciuding liposomes targetsd to
infacted colis with monocdional antibodlies to viral antigens) can also ba used as
pharmaceutically accaptable camlers. These can ba prepared according to methods
known to thosa sklled In the art, for example, as described In U.S. Patent 4,522 811,
which Is Incorporated herelnafter by reference.

it Is especially advantageous to formulate oral or parentarel compositions In
dosage unit form for ease of administration and uniformity of dosage. Dosage unit
form as used hersinafter rafers o physically discrete units suited as unitery doseges
for the subject to be treatsd; each unit contalning a predetermined quantity of active
compound calculated to produca the desired tharapeutic effect in association with the
required pharmaceutical carriar. The spacification for the dosage unk forms of the
invention are dictated by and directly dependent on the unique characteristics of the
active compound and the particular therapeutic effect to be achieved, and the
fimitations inharent in the art of compounding such an active compound for the
treaiment of Individuale.

Combination immunogenic compositions are provided by Including iwo or
moare of the polypeptiies of the invertion, as well as by combining one or more of the
polypeplides of the Invention with one or more known nan-Staphylococous
epidennidis polypeptiies such es Stsphyfococcus sureus polypeptides.

v

nnneg



WO 2007/001423 PCT/US2005037746
» NANST

The following twelve Siaphylococous epidermidis polypeptide sequencas

SEQ ID NO: 8, BEQ ID NO: 10, 8EQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQID NO: 14,
SEQ ID NO: 18, SEQ (D NO: 16, 8EQ ID NO: 20, SEQ 1D NO: 23; SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO:; 27, and SEQ ID NO: 30 have polypeptide sequences with st least 80%

§ [dentity to the homologs from Staphyiococcus aureua. Therefore, these twelve
polypeptides may aiso be used in Immunogenic composiions against
Staphylococcus aureus. In addition, the following twelve Siaphylococcus epidermidis
polynucieotide sequences ancaxing the the polypeptides with et least 80% identity to
the Siaphylococcus aureus homologs may also be used In Immunogenic

10 composiions: SEQ ID NO: 40, 8EQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,
SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55,
SEQ 1D NO: 58, SEQ ID NO: 59, and SEQ 1D NO: 62, or a degenerate variant
theredf, or a fragment thereof.

in oiher embodiments, combination immunogenic compositions are provided

15 by combining one or more of the polypeptides of the invention with ahe or mare

. known S. epidermidis polysaccharides or polyaaccheride-protain conjugates. See,
for example, the Stapitylococcus epidermidis and Siaphylococcus aureus capsular
polysaccharide adhesin, PNSG, poly-N-succinyl beta-1-8 N-acetyl glucosamine (also
known aa PlA, PS/A, PNAG). See Mckanney, D, ot al., infect Immun. 68:4711

20 (1968) and Mckenney, D., ef al., Sclence 284:1623 (1688), the dieclosures of which
are hereby Incorporated by reference In thelr entirety.

in other embodiments, combination iImmunogenic compositions are provided

by combining one or more polypeptides of the Invention with one or more inown S.
auwreus polysaccharides or S. aureus polysaccharide-protein conjugeates. For

25 example, of the 12 known capsuler serotypes of S. aureus, serolype 5 (CP5) and
serotype 8 (CP8) account for appraoximately 85-00% of all clinicel lsolates [. Most
methicllin-resistant S. aursus isolates express CP5 ]. Antibodles to CPS and CP8
induce type-specific opsonophagocytic kiling by human polymorphonuciear
nautrophiis /i vitro and confer protection in animals [Karakaws, W. W., Sution, A, et

30 al, infect immun 56(5):1080-1005 (1688); Fatiom, A. |., Sarwar, J., et al., /nfection &
immunRy 64(5):1656-1885 (1906)]. Several laboratories have synthestzed
immunogenic conjugates consisting of CPS and CP8 covalently linked to protein.
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These conjugates are highly immunogenic in mice and humans and induce
antibodies that opsonize microencapsulated S. aureus for phagocytosis [Fattom, A.,
Schneerson, R, et al., Infect /mmim 61(3):1023-1032 (1993); Glibart, F. B., Poutrel,
B., et al., Vaccine 12(4):369-374 (1684); Reynaud-Rondier, L., Voliand, A., et al.,
FEMS Microblol Immunol 3(4):183-108 (1981)). Monovalent Immunogenic
composiions contalning CPS conjugated to Pseudomonas aeruginosa recombinant
exotndn A are Immunogenic and well tolarated in healthy adults and In paetients with
end-siage renal disease [Weich, P. G., Fattom, A, Moore, J. Jr., et al., J. Am. Soc.
Nephrol, T:247-253 [Abetract] (1986)]. In a double-biind trial Involving patients with
end-stage renal disease who were receiving hemodialysis, a bivalent conjugate
vaccine composed of CPE and CP8 covalently bound o Pseudomonas aerugincsa
recombinant exotoxin A conferred partial Immunlily against S. aureus bacteremia for
approximately 40 weeks, after which protection decreased as antibody levels
decreased [Shinefieid, H., Black, S., et al., N Engl J Med 348(7):491-488 (2002)).
The outcome of thie trial indicates a need for an improved immunogenic composition
that could contribuies to broader and more compiets protection.

As described above, in certaln embodiments, combination Immunogenic
compositions are provided by combining one or more polypeptiies of the invention
with one or more known S. aureus polysaccharide-protein conjugates. The "protein
component” of the carbohydrate-protein conjugates ls known as a camar protein.
The term “carrier protsins®, as a group are preferably proteins that are non-toxde and
nor-reactogenic end obtdnablehau’l'ldantwnouqtmﬂ purity. Carrler proteing
should be amenable to standerd conjugation procadures. In a paricular smbodiment
of the presant Invention, CRMqyy Ia ussd as the carler protein. CRMqy; (Wyeth,
Sardord, NC) ls a non-toxic variant (L.e., toxold) of diphtheria toxin isolated from
cultures of Corynebactarium diphtherie streln C7 (B197) grown In casamino acids
and yeast extract-based medium. CRMyg; Is purified through ultra-fitration,
ammonium sulfats precipltation, and lon-exchange chromatography. Other
diphtheria toxolds ere also sultable for use es carrier proteine. The Immunogenic
composition may further comprise an adjuvant, such as an aluminum-bssed
adjuvant, such as aluminum phosphats, akuminum sulfate and ahuminum hydroxkie.
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Other sultable carrier proteins Include Inactivated becterial idns such as
tetanus toxold, pertusals toxold, cholera toxold {e.g., as described in interational
Patant Application W02004/083251 [38]), £. cof LT, E. colf ST, and exotoxdn A from
Psaudomonas aenuginose. Bacterial outer membrane proteins such as outer
membrane complex ¢ (OMPC), parins, transfamin binding protains, pneumolysls,
pnsumococcal surface proteln A (PepA), pneumococcal adhasin protsin (PsaA), or
Haemaphilus influenzee protein D, can also be used. Other proteine, such as
ovalbumin, keyhole limpst hemocyanin (KLH), bovine serum albumin (BSA) or
purified protein derivative of tuberculin (PPD) can elso be used as carrier proteins,

immunogenic composttions comprising polynuclectides are dellvered to the
reciplent by a variety of vectors and expression systams. Such systems Inchude,
among others, chromosomal, splsomal and vinms-derived systems, e.g., vectons

derived from bactmrial plasmids, attenuated bacteria such as Saimonefia (U.S. Patent

4,837.151), from bacteriophage, from transposons, from yeast episomes, fram
insertion elements, from yeast chromosomal elements, from viruses auch as vaccinia
and aother poxviruess, adenovirus, baculovinuees, papova virusees, such as SV40, fowl
pox viruses, pseudorables viruses and retroviruses, alphaviruses such as

. Venazuelen equine encephelitia virus (U.S. Patent 5,643,578), sindbis virus and

mﬂdhmwm.mmwmdmmedmviuumﬁumw
stomatitie virus (U.S. Patent 8,168,843), and veciors derived from combinations
thereof, such as thosa derived from plasmid and bacteriophage genetic elaments,
such as cosmids and phagemids. The expression systemns should Inchude control
reglons that regulete as well as engender expression, such as promoters and other
regulatory elements (such es a polyadenyletion signal). Generally, any system or
vector suliable to maintaln, propagate or express polynuciectides o produce a
polypepide in a host may be used. The appropriate nucleotide sequence may be
Inserted into an expression system by any of a varlety of welHmown and routine
techniques, such es, for exampls, those set forth in Sambrook et a/., “Molactdar
Cloning: A Laboratory Manual’ 2nd, ed, Cold Spring Harbor Laboratory, cddsm

‘Harbor Laboratory Prees, Cold Spring Harbor, NY, 1980.

A pharmacsutically accaptable vehicie is undersinod to designats a
compound or a combination of compounds entsring Into a pharmaceutical or
immunogenic composition which doee not cause skde effects and which makes |t
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poesble, for exampie, to faciiitate the administration of the active compound, to

incraase lia Iife andior Ite efficacy in the body, o increass ite solubllity In solution or

altamatively to enhance Its preservation. Thesa pharmaceutically acceptabia vehicles

are well known and will be adaptad by perscns skilied In the art according to the

nature and the mode of administration of the active compound chosen.

Aa defined heralnafter, an "adjuvant” Is a substance that serves to enhance
the Immunogenicity of an "antigen” or the Immunogenic compositions comprising one
or more polypeptide antigens having an amino acld ssquence chosen from one of
SEQ ID NO: 1 through SEQ ID NO: 32. Thus, adjuvants are often given to boost or
modulate the mmune response and are well known o the ekiled artisan. Examples
of adjuvants contempiatad In the present Invantion include, but are not limited to,
aluminum salts (afum) such as aluminum phosephate and aluminum hydroxide,
Mycobacterium lubarcuiosis, bacterial ipopolysaccharides, aminoalky! glucosamine
phosphate compounds (AGP), or derivativea or analoge thereof, which are avallable
from Corixa (Hamilton, MT), and which are described In Unitad States Patsnt
Number 8,113,618; one auch AGP I 2-{(R)-3-
Tetradacanoyloxytaetradecanoylemnolethyl 2-Deoxy-4-O-phosphono-3-O-[(R)-3-
tetradecancyoxyistradecanoyl}-2-{(R)-3-tetradecanoyoxyistradecarioylamino}-b-D-
glucopyrancalide, which s also khown as 628 (formerly known as RC528), which Is
formuleted gs an aqueous form or as a stable emulalon, MPL™ (3-O-deacyiated
monophosphory! Uipkd A) (Corba) described In U.S, Patent Number 4,812,004,
dynthetic polynucieotidea such as oligonuciectides containing a CpG motif (U.S.
Patent Number 8,207,848), polypaptides, saponins such as Qull A or STIMULON™
QS-21 (Antiganics, Framingham, Massachusetis}, descrfbed In U.S. Patent Number
5,057,540, a pertussls todn (PT), or an E. coll heat-lablle toxin (LT), particularty LT-
K83, LT-R72, CT-8108, PT-K8/0128; see, .g.. intemational Patent Pubiication Nos.
WO 83/13302 and WO 92/18285, cholera toxin {sither In a wiki-type or mutant form,
o.g., wherein the gliutamic acid at amino acid position 29 Is repiaced by ancther
amino acid, praferably a histidine, In accordance with published intemational Patent
Appiication number WO 00/18434). Similar cholera tmdn mutants are described In
pubfished International Patent Application number WO 02/086368 (wherein the
isoleucine at amino acid posiion 18 Is replacad by another amino acld, either alone
or In combinetion with the replacement of the serine at amino acld position 88 by
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another amino acid; and/or wherein the vadine at amino acid position 72 Is repiaced
by another amino acid). Other cholera toxdn mutants are described In published
Intamational Patant Appfication number WO 02/098360 (whereln the arginine at
arnino ackd position 25 Is replaced by another amino acid; and/or an amino acid ls
Inserted at amino acid position 49; and/or two amino ackis ere inserted at amino acid
positions 35 and 38).

Various cytokines and lymphokines are suitabie for use as adjuvants. Ona
such adjuvant [s granulocyts-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), which
hes & nucleotide sequencs as describad in U.S. Patent Number 5,078,908. A
plasmid containing GM-CSF cDNA has been trensformed into E. coll and has been
deposiad with the American Type Cultre Collaction (ATCC), 1081 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2208, under Accession Number 38800. The
cylokine Interisuiin-12 (IL-12) is ancther adjuvant which Is described In U.S. Patent
Number 5,723,127. Other cytokines or lymphokines have besn shown i» have
immune modulating ectivity, including, but not limited to, the Irdsrieuiine 1-alpha, 1- ‘
beta, 2, 4,58, 7, 8, 10, 13, 14, 15, 18, 17 and 18, the interferons-alpha, beta and
gamma, granulocyte colony stimulating facior, and the tumor necrosis factors alpha
and beta, and are sultable for use as adjuvants.

Aeompmlﬂonofﬂnpmmtlmuﬂmbtyphlyadmlnhhmdmﬂuﬂyh
unit dosage formulations containing standard, wel-known nontoxdc physlologically
acceptable carriers, adjuvants, and vehicies a9 desimd.

Injectable preparations, for exampie stariie injectable aqueous or oleaginous
suspensions, are formulated according 1o the known ert using sultable dleparsing or
wetling agertes and suspending agents. Tha starlie Injectable preparation can also
be a sterfle injectable solution or suspension In & nontoxic parenterslly accepiable
diuent or saivent, for mample, as a solution in 1,3-butanediol.

Among the acceptable vehiciee and solvents that may be employed are
warter, Ringer's solution, and isotonic sodium chioride solution. In addltion, sterile,
fixad ofis are conventionally employed as a solvent or suspending medium. For this
purpose any biand fboed ol can be employed inchuding eynthetic mono- or di-
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glycerkies. In addition, falty ecide such ea olelc acld find use in the preparation of
Injectables.

Preferred carriers Incldie neutral safine solutions buffared with phosphata,
lactate, Tris, and the like. Of course, when adminisiering viral vectors, one purifies
the vector sufficiently to render | cesentially free of undesirable contaminants, such
av defective Interfering adenovirus particles or endotoxine and other pyrogens such
that It doss not cause any untoward reactions In the Individusl recelving the vector
construct. A preferrad means of purifying the vector involves the use of buovant
denslty gradlents, such as ceshum chioride gradient centrifugation.

A carrier can also be a iposoma. Maans for using iposomes as dellvery
vehicies are wall known in the art (se6, 6.g. Gablzon ef al., 1900; Ferrut] of al., 1888;
end Ranade, 1889).

The Immunogenic compositions of this invention also comprise a
polynucieotids saquence of this invention operatively asaociaiad with a regulatory
sequenca that controls gene axpression. The palynucieotide ssquence of interest is
engineerad into an expression vector, such as a plasmid, under the control of
reguiatory elements which will promote expression of the DNA, that Is, promoter
and/or enhancer slements. In a prefamad embodiment, the hurnan cylomegalovirus
immediate-early promotar/enhancer is used (U.S. Patent 5,168,082). The promoter
may be cell-specific and parmit substantial tranacription of the polymiciactide only in
predetarmined cells.

The polynucleotides of the invantion are introduced directly into the hoet
efther es “naked” DNA (U.S. Patent 5,680,859) or formulated In compositons with
faciliiating agents, such as buplvicaine and other local anesthetics (U.S. Patant
5,503,972) and cationic polyaminas (U.S. Patent 8,127,170), which are hereby
Incorpormated by reference in thelr entirety.

In this polynucleotide Immuntzation procedure, the polypeptides of the
Invention are expressed on a tranalent basls in vivo; no genetic material le Inserted or
integrated into the chromosomes of the host. This procedire fs to be clstingulshed
from gshe therapy, where the goal Is to insert or Intagrats the genetic material of

|
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Interest Inio the chromosome. An assay Is used to confirm that the polynucieotides
administered by inmunization do not give rise to a transformed phanotype in the host
(U.8. Patent 6,168,918).

H. Uses and Methods of the Invention

5 The Staphylococcus epidermidis polynucieotides, polypeptides and
polypeptide homologues describad herein are used in methods of immuntzation. The
Isolated polynuciectides are used to exprass Stephylococcus epldormicls
polypaptides (0.g., via 8 recombinant expression vector in a host call or In
polynuciectide iImmunization appiications).

10 As described in detall In the Examples harein, Stephylococoua epidermidls
wae grown In the presence of serum to stimulate the expression of proteina and
carbohydrates at the bacterial cell wall that may be significant to systemic bacterial
infection. As a resuit, thirty two polypeptides and the corresponding polynuciaotides
were identified as expreased by Staphylococcus epidarmidis when grown In 70%

15 serum. In addition, twenty-four of theee proteins were found to be reactive with
immune sera from rabbits Infected with Siaphylococcus epidermidis.

The genes corresponding to the proteine expressed when Staphylococcus
epidermidis was grown In ssrum were cloned and used to axpress the proteins
recombinantly. The recombinant proteins were used to immumize mice and twenty

20 five of wenty sbx proteins Induced antibodies that reactad with whole cell lysates of
Staphylococcus epidermidis. In addition, eighisen of these sera also reactad with
whole cell lysaise of Staphyiococcus aureus. Finally, when iImmunized mice were
challenged with Staphylococcus epidermidia It was found that sleven of the proteins
had Induced antibodiss thet reduced the amount of detactable bacteria found In the

25 spioen afler challenge.

The invention further provides immunogenic compoeltions comprtsing ona or
more polypepiides just described, which have an amino acid sequence chosen from
one SEQ ID NO: 1 through SEQ 1D NO: 32, & blological equivalent thereof or &
fragment thereof. The immunogenic composition may further comprise a
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pharmaceutically acceptable carrier. In certain embodiments, the iImmunogenic 9.4.
composliion will comprise one or more adjuvants.

In another embodiment, the Invention provides Immunogenic compositione
comprising a polynucisotide having a nucleotide sequence chosen from one of SEQ
1D NO: 33 through SEQ 1D NO: 84, wharein the polynucieoiide is comprised in a
recombinant axpression vector. Preferably the vector ks plasmii DNA. The
polynucieotide may further comprise heterclogous micieciides, e.p., the
polynuciectide Is operatively linked to one or more gene expression regulatory
slements, and further compriee one or more adjuvants. In a prefermed embodiment,
the immunogenic polynucieotide composition directs the expression of one or more
neutraizing epltopes of Staphyiococcus apidermidia.

Provided also are methods for immunizing a host against Staphylococcus
epidermidis infection. In a preferred embodiment, the host le human. Thus, a host or
subject ls administered an Inmunizing amount of an Immunogenic composition
comprising a polypsptide having an amino acld sequence chosen from ons of SEQ
1D NO: 1 through SEQ ID NO: 32, a biological equivalent thereof or a fragment
thereof and a phamaceufically acceptable carmer. An immunizing amount of an
Immunogenic composition Is datermined by performing a dose response study In
which subjects are immunized with gradually increasing amounts of the immunogenic
composftion and the Immune response analyzed o determine the optimal dosage.
Starting points for the study are inferrad from immunization date in animal models.
The dosage amount can vary depending upon speclfic conditions of the inkividual.
Tha amount s determined in routine trials by means known to those ekilled In the art.

An Immunoclogically effective amount of the immunogenic compasition In an
appropriate number of doses la administarad to the subject to eliclt an iImmune
responsa. Immuncingicafy effectiva amount, as used hereln, means the
atdministration of that amount to a mammalian host (preferably human), elther in a
single dose or s part of a sertes of doses, sufficient i at least causs the immune
systam of ths Individual treated to ganerate a response that mduces the dinlea!
impact of the bacterial infection. !deally, the treated Individual will not axhibit the

more serious clinical manifestations of the Staphioccocal epidermidis or Staphiococal
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aureus infection. The doesge amount can vary dapanding upon speciiic conditions
of the individual, such as age and weight. This amount can be determined in routina
trials by means known to those akillad In the art.

All patants and publications cited harein are hersby incorporated by
6 refarence.

The following exampies were camied out using standard techniques, which
are well known and routine to those of akill in the art, excapt where otherwise
described In detall. All chemnicals were obinined from Sigma (Sigma Chemical Co.,

10 St Louls, MO) uniess siaind vtherwise. The following examples are presantad for
tlustrative purpose, and should not be construad in any way limiting the scope of this
Invention.

Exampie 1 .
Bacterial Growth In 70% 8S8orum

15 The following exampies were performed using the ciinical isoiste
Staphyicocous apidermidis 0-47. The unannotated genomic sequence was avallable
for this iaclate from Incyte Covporation of Palo Alip, CA. Sea Hellmann, C., of al.,
Infect Immun, 84(1): p. 277-82 (1886). To stimulats the expreasion of proteins, which
may be ciinically relevent to pathogenicity, cultures of bacteria were grown ovemight

20 In elther 100% tryplic soy broth (TSB) or 70: 30 rabbit serum:TSB with shaking (200
rpm) at 37°C. The rebblt ssrum was obtained from Life Technologles, Rockvile, MD.
Baciaria were diutad from an ovemight culime 10 an ODy, ~ 0.1 and grown for 4h
unti mid log phase. At mid log phase, the cells were harvestsd by cenirifugation and
further procgssed as described [n the following examples.

25 Example 2
Preparation Of Cell Wall Fractions For 2-D Gel Electrophoresis

The cell walls of Staphyicoccus epidenmidis 0-4T grown as descrtbed In
Example 1 were solsied and then prepared for two-dimensional gel slectrophoreels.
Bacterial pellats were resuspended to en Ol ~ 20 and washed twice with rocking
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for 15 minutes at 4°C using Tris indfered saline (TBS, 20 mM Tris, pH 8.0, 150 mM

NaCl). Serum proteins bound to the surface of the bactoria were removed by

washing for 15 minutes at 4°C with 20 mM Tris, pH 8.0 contalning 1M NaCl. Bacteria

grown In TSB were treated In the same manner as the bacteria grown In serum. The

bactaria were again pelieted by centrifugation. To create protoplasts, the bacteria

were then resuspended to ODggg ~ 40 In TBS contatning 30% sucrose, 100 pug/mi

lyaostaphin, 10 ug /ml DNase, 1 ug /ml Pefablock (Boahﬂngermmhlg.

indlenapolls, IN), 10 pg /ml lysazyme and 100 unita/ml mutanolysin and Incubated at

37°C for 1 hour. The resulting protoplasts were pelleted by centrifugation at 5000

rpm for 10 minutes and the supematant contalning the cell wall material was

decantad. The decantad supematants contalning the cell wall fractions were

suppiemented with Complete Minl proteass Inhibltor tablets (Roche Diagnoetics,

Iindlanapolis, IN) and dialyzed avernight against weler at 4°C using a 10,000 kD

MWCO dialysls membrane (Pierce Blotechnology, Inc., Rockford, IL). After dialysls,

the cell wall fractions were frazen at —20°C.

Following leolation, the cell wall fraction samples were prepared for 2-D gel

. slectrophorasis as follows: the frazen cell well axtrects were thawed and precipitated

with 70% acetone on ice for 4 hours. The protein precipiiate was palleted, dried in a
SpeedVac (Thermo Savant, Holbrook, NY) and solublized with ReadyPrep (BioRad)
SEQUENTIAL EXTRACTION REAGENT 3, which contains 5§ M urea, 2 M thiourea,
2% (wiv) CHAPS, 2% (wiv) SB 3-10, 40 mM Tris and 0.2% Blo-Lyts 3/10.

The prepared cel] wall fraction samples were loaded onto 11 an immobized
pH gradient (IPG) strips, pH 4-7 (BloRad) by altowing each sampis to re-hydrate s
gel strip during an ovemight incubation at room temperature. The sample size wes
250 pg In a total volume of 200 pl. During the ovemnight incubation, tha strips were
covered with mineral oll (BloRad) to prevent evaporation. Folowing completion of
rehydration of the strips, excess mineral of was removed onio blotting paper that wes
eaturgted with water and the hydrated stripa were then loaded Into a pHaser Iso-
elactric focusing (IEF) apperatus (Genomk: Sokutions Inc., Ann Arbor, Ml). The etripe
were prefocused with a curment iimit of 50 mA/strip with the voltage gradually
Increasing from 250 V i 5,000 V. Voitage was then heki constant at 5,000 V for e
total 50 kVh (~18h). Second dimension SDS-PAGE was carried out using 12.6%
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Criterion precast gels (BloRad). For masa spectrometric analysis, gals wera stained
with Sypro Ruby protain gel stein (BloRad) according to the manufachurer's
Instructiona. .

Two-dimansional (2D) ge! profiee of cell wall associated protsins from
Siaphylococcus epidermidis grown in TSB or T0% rabbit serum were compered. See
Figure 1. Growth in 70% rabblit serum resutted in a change in the protsin expression
profiia of cell wall associated protaine from Staphyicoccus epidermidis that wes easlly
detectable in fluorescent stained tranefars of 2D gels (Figures 1A and 1B).

Elght proteins were detected by fluorescent stain io be differentially regulated
belween Staphyicoccus epidermicis grown In T8B or In the presence of rabbit aarum.
See Table 3 and Figure 1. Most notable was an increase In the flucrescent stalning
of three protoin streake between 26 kDa and 37 kDa In the cells grown In 70% serum

(Figure 1B, spots e, g and h).

Table 3
List of Spots identifled”
"Spot# | _ Proteln Method of
SEQ D NO: detection
| 12 12 18
3 12 18
3 19 18
4 11 18
4 18 18
67,9 11 18
8 21 [
10 11 18
10 i8 L8
10 28 s
11 3 18
12 10 .8
13 10 _18
13 28 18
14 *NGID 18
| _16-18 10 38

nans7
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17 25 ]
18 4 1
18 17 1S
19 23 1S
20-23, 25 17 r)
24 30 18
28 30 _18
| .20 8 18
20 7 1S
27, 30-32 2 1S
28,33 2 S
29 5 1S
| 34 13 1S
35 NGID {
30 NGID I
Y4 NGID LS
38 29 1,8
L) 3 L8
39 32 L8
40 14 S
40 20 8
40 27 S
49 14 S
42 e i
43 32 8
43 18 s
43 2 8
44 15 8

of spots deiacisd on 2D blots by reactivity with immune sera or binding
o serum components. .
“Some spots contained more that one protein.
“Methad by which the spot was detected following transfer to niiroceliuioss,
reactive Immune sera from Infacind rabbits, 1, or binding sarumn componsits,

8.
NGID = o gena In datebass
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Example 3
Binding of Immune Serum and Blotinyiated Serum Proteins to Cell Wall
Proteins
After completion of the firat and sacond dimensiona of electrophoresis, the
6 protein contant of the gels was transfermed onto nitroceliulose for binding assaye.
Spacifically, the protein content of the gele was electro-blotted fo nitroceliulose
membranes (BioRad) using a semi-dry blotting appenatus (Owl Separafions Systams,
Portamouth, NH) at 12V for 1 hows. The proiein contalning nitroceliutose membranes
(blote) were then stained with Sypro Ruby protein biot stain (BloRad) following the
10 manufacturer's Instructions and visuakzed in a FluorS imeger (BloRad). Each biot
was Incubatad In blocking buffer (PBS with 0.05% Tween 20 and 5% dry mik) for 10
minutss at room temperature then incubatad ovemight with elther a 1:2000 dilution of
Immune sera (Westam biot) or 40 pg/mi biotinyiated serumn protaina (see below).
Following ovemight Incubation, biots were washad 3x with wash buffar (PBS with
16  0.5% Tween 20) and Incubated with elther goat anti-rabbit igO alkaline phosphatase
conjugele (Bloscurce Intemational, Camariiin, CA) or streptavidin alkaline
phosphatase conjugsis (Blosourcs) for 2 hours at room femperature in blocking
buffer. Blots were again washed three times with wash buffer and visuafized with
BCIP/NBT rembrane phosphaiase substrate eystem (KPL, Inc., Galtheraburg, MD).
20 Pictures ware taken in the FluorS. All analysis of 2D gels was performed using
Melanie 3.0 software.

Protaln concentration was asesayad using the BioRad protein assay kit
{BloRad).

Changes in tha protein axpression profile of call wall essociated proteins was

25 more pronounced by conaidering the Weatam biots of the nitrocaliuloss membranes
cortaining the proteins transfemed from the 2D gels. In the Westem biots, the
nitrocelulose membranas wers incubatad with pooled immune sera from rabbits
repeatadly infected with Staphylcocous epidermidia 0-47. Sea Figures 1C and 1D.
These upregulatad proteins are also strongly iInrmmoreactive, suggesting they were

30  expressad during infection of the rabbiis. Five other immunoreactive streaks or spots
from the serum-grown cells were expressed at sither lower or undstaciahie levale In
TS8 grown cells. See Figure 1,spots e, b, c,d and f.
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Example 4
Analysis of Ssrum Proteins that Interact With Staphyicoccus epidermidis Cell
Wall Assoclated Proteins

Elution of serum proteins from Staphyicoccus: epldermidis

Staphyicoccus epidermidis 0-47 was grown In 70% rabbit serum &t 37°C to
ODigy~0.8 and the cells were pelletad. The cells were reauspended at ODgge~ 20
and washed three times with TBS while rocking et 4°C. The bound serum proteins
were elutad sequentially with 20 mM Tris, pH 8.0 containing elther 0.5 M NaCl, 1.0 M
NaCl or 4.0 M urea for 1 hour with rocking et 4°C. The bacteria were then removed
by centrifugation and the supematant collectad. Tha supematants containaed the
serum proteins eluted from the surface of the bacierta. Profsins eluted under the
different corxitions were analyzed by SDS-PAGE using 4-20% gradient Tris-glycine
gels (Cambrex Blosciences Rockland, Inc., Rockland, ME)

Blotinylation of sarum proteins

The eluted ssrum protains were dialyzed ovemight ageinst PBS at 4°C. gG's
were depletad by ovemight incubation wih proteln G sepharose (Amersham-
Pharmacia, Piscataway, NJ) at 4°C. Assuming an average protain mass of 50 kDa In
the elurted fraction, the proteina were labeled with a 15-molar excess of EZ-Link®
NHS-biotin (Plerce Blotechnology) for 1.5 hour at 4°C. Tha reaction was qusnched
with excass glycine and dialyzed (10,0000 MWCO, Plerce) avemnight against PBS.

Identification Of Serum Proteins Bound Ta The Surface Of Staphyicoccus
apidarmidis

Serum proteins eluted from the bacteria under these conditions were
compared by SDS-PAGE to normal rabbit serum and to the baciarial proteins eluted
ﬁunha_aufacaofsuphyboawacpmmtﬁglwnlnTSB. See Figure 3. Buffers
containing 0.5 NaCl, 1M NeCl and 4M urea each eluted bound serum proteina from
the bacterial cells. Theee elutad sarum proteins repreaent a pool of proteins eluted
from the bacterial surface that ls enriched for serum proteins. Some bacierial
proteins are likely present in this pool, howsver no bacterial proteins detectable by

ﬂﬂnga
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protein assay were ejutad from bacteria grown In T8B. Although some faint protein
bands were detectad by siiver stain to be elutad from TSB grown baclerla, thay did
not comespond to the more intensely stained proteins eluted from the sufacs of the
bacteria grown In serum. Elution with 1M NaCl was the least denaturing condition

§ that eluted the most proteins and was used 1 eluts protains for the following
examples.

In order to identify cell wal easociated proteina Involved n binding serum
componeris, biotin labeled serum protsins were used to probe 2D transfers by
incubating a solution of the labeled proteins with the nitroceliulose bound cell wall

10  protaine transferred from a 2D gel. To isolete ssrum protsins that bind to
Staphylcoceus epiderrnidis, bacteria grown in 70% rebblt serum were washed with 1
M NaCl. The eluted serum proteins were collected and dialyzed Into PBS. Next, the
naturally ocowrring immune IgG that may be present In the eluted ssrum proteine was
depleted by incubstion with protein G sepharose. Removal of IgG reduces the

15  likelihood of Kentifying & protein that is reactive with hoet antibodias. The eled @

) serum proteine ware then biotin labeled es described above and used o probea 2D
blot of Staphylcoccus apidermidis csll surface proteins. See Fig 4A and 4B. Thirty-
four spots and regiona were visuaiized by this method and are Ekely invoived In the
intemaction of Staphylcocous epidenmidis with host serum proteins. Of the 34 spots

20 consistently found to interact with serum components all but 4 were found to react
with the Immune sera from Infected rabbits. See Fig 2 and Table 3.

Staphyicocous apidermidis grown in serum had sensm proteins bound to
bacterial surface protoins that wers eluted with 0.5M end 1M NaCL Under the same
condttions few staphylococcal proteins were eluted from bacteria grown in TSB

25 however It is possibie that a stephylococcal protein expressad only In the serum is
elutad by the high salt treatment.

Example 3
flass Spectroscopy identification of Serum Upregulated Proteins

Bacisria grown in 70% serum were used In subsequent protsomic
30 experiments and anslyses, working under the assumption that the changes detectad
during growth In serum mey more accurately reflect alterations in gene expression
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madae by the bacteria in response to environmental cues seen within a host. In the
following maes apactroscopy studies, proteins lsolated from spots on 2D gel

electrophoresis separations were first subjectsd to ime-of-flight mass spectroscopy.

if a positive, unambiguous kientification was obtained then no furthar mass

5 epectrometric analysis was performed. Sea Table 4. In the cases where some
ambigulty remained efter time-of-flight mass speciroscopy, such as when multiple
profeine resolved to the same spot on the 2D gel, then electrospray mass
spectroscopy wes performed to resolve the ambigully. See Table 4.

61
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Table 4
Proteina kisntifled by Mass Spectroscopy

|

— Protsin 2.D Gel
Or SEQ ID NO: SEQ D NO: Spot Number
121 1 33 38
305 2 4 27,30-32
321 3 35 11
ar3 4 a8 18
554 [] _ar 20
a3n -] 38 42
808 T 3 25,
702 8 40 28
pix 9 41 30
847 10 42 12, 13, 15, 18
854 11 43 4,67,9, 10
1016 12 44 1,23
1080 13 45 M
1238 14 48 40, 41
1382 15 47 44
1405 18 48 43
1450 17 49 19, 20-23. 26
1622 18 50 4,10
1545 18 51 3
185t P 62 40,
1880 21 53 8
1705 _2 54 28, 33
2001 2 [ 19
2180 24 68 43
2214 25 5T A
[ 2482 28 58 13
2560 27 60 4
2649 28 80 10
2853 | 29 61 36
2738 30 82 24,26
2907 K] 83
2975 32 64 43
Sampie Preparation
5 Prior to performing mass spectrometry, the target protein spots were

subjected to In-gel tryplic digestion. Proisin spots were ramoved from the gel and cut
into ~1mm pleces. The gel pleces were washed three timee with 0.2 mi of 50% (viv)
acstoniirfie (Burdick & Jackson, Muskegon, Mi) in 10mM ammonium bicarbonats
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(J.T. Baker, Phillpsburg, NJ) for 15 minutes with occaslonal vortexing. The gel
pleces were dehydrated with acetonitrie for 5 minutes, lyophyilzed, and stored frozen
at-20°C. Proteins In the gel were then digestad with 50 i of 12 ng/ml sequencing -
grade modified trypsin (Promega Corporation, Madison, WI) ovemight at 37°C. The
trypsin solution was then removed and the gel again dehydrated in 50 pl acetonitrile.
The peptide-containing acetonlirile was then removed and the gel pleces washed In
50 41 5% formic acid (Rledel-de Haén, Seelze, Germany) for 15 minutas at room
temperature In a bath sonicator (Branson Cisaning Equipment Co., Shelton, CT).
The peplide-containing supematant wes removed and combined with the Initial
acetonitriie wash. The gel was again washed In acetonitrile and the supamatant
combined with two previous exiraction steps and dried In a SpeedVac (Thermo
Savant) to ~10 i, then diiuted to 100ul with 0.1% (viv) aqueous formic acid. The
sample was then loaded onto a Zip-Tipess P10 column (Waters Corporation, Milford,
MA) and siutad in 601 of 50% acetonitriie/ 0.1% formic acld. Samples were
transferred to a 88 X 2 well Tefion coatad stainless stesl plate (PerSeptive
Blosystems, Framingham, MA) for mass fingerprinting analysls on the MALDI-ToF
Instrument (PerSeptive Blosysteme) glass nancapray tips (New Objective Inc.,
Woburn, MA) to be sprayed In the orifice of the lon trap mass spactrometsr.

Peptide Mass Fingerprinting Using ToF Mass Spectrometry

Each sample wes applied io the Teflon coated stainless stael 58 X 2 well
piate with the a-cyano-4-hydroxycinnamic acid thin-{aysr appBcation. The samples
were allowed to dry at room temperature. Mass speciral daia were acquired on &
Voyager DE-STR MALDI-ToF mess spectrometer (PerSeptive Blosystems) equipped
with deleyed extraction technology, and a reflector. The mass spectrometer was
equipped with a nitrogen laser at 337 nm and a lassr rats of 3 Hz. Accelerating
vnlhgemutatzow.modndopomnm(mnadm.mwonmode(dduyad),
polarity (positive), grid voltage (85%), mirror voltage ratio (1.12), extraction delay time
(200 nsac), mass range (800-3500 Da), and laser shota per spectrum {200).

Static Nanospray lon Trap-Mass Bpecirometry

Masa spactral data weare acquired on a ThermoFinnigan LCQ DECA
quadrupole lon trap mass spectrometer (ThermoFinnigan, San Jose, CA) equipped
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with a nano-electrospray intacfece. The nanc-slectrospray interface conaleted of a
sifica spray needie, ~27 mm length by 120/58 ym OD/ID, 2 sm orifice diameter (New
Objective inc.). The glass tp was mounttad in a x.y,z &xds holder (ThermoFinnigan)
held on a base positioned at the front of the mass spectromsier detactor. Electrical

§ current was applied to the standard coating of the glass fip to supply an electrical
connection for ths slectroepray Interface through a metal connection on the static
nanosprey probe (ThermoFinnigan). The nanceprey dellvered a fiow of 20 -80
nimin.

Two to five microliters of the tryptic digest waa analy>ed ueing a nanospray

10 giass tip spraying directly Into the orifice of the mass spectrometsr. Peptide analyses
ware cornductad on the LCQ-DECA lon trap mase spactrometer {Thermofinnigan)
operating at & variable spray voliage of ~1 kV, and using a heated caplllary
temperature of 200° C. Data sets were acquired in automated MS/M3 mode using
the data acquisition software provided with the inetument. The acquisition method

15  Included 1 MS scan (400-1800 m/z) followed by MS/MS scans of the top three most
abundant lons In the MS scan. The dynamic exciusion function was employed o
increase the number of peptide lons that were analyzed (setiinga: 3 amu = exclusion
width, 0.5 minutes = exciusion duration). The cument experiment wes analyzead In
groups of samples and In a manual fashion.

20 Automated analysie of mass fingerprinting deta was performed using MSEIT
(Protein Prospactor) and MASCOT (Matrix Science) sofiware database search
engines using incyia's PathoSeq(c) Staphyicococus apidermidis 0-47 database. The
resultant spectra were processed with baseline correction, nalse removal, and peak
de-lsotoping before utlilzing the search engines. The database search parametars

25  were set at the following levels: MW (1000 — 160 kDa), pl (3 - 10), Digest (trypain),
max. number of missed cleavages (2), miased cleavages pfactor (0.4), static
madification (cysteine modified by acrylamide), N tarminus (hydrogen), C terminus
(free ackd), variable mods (cxddation of methionine, N-tarminus acetylation,
phosphorylation of serine, threonine, and tyrosine), Mass (rmonolsotopic), min.

30  number of peplides requirad to maich (4) with a masa tolerance of 300 ppm, and the
application of lierstive calibration (Intelcast) with a mase iplerance of 15 ppm.
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Proteln identifications were determined by MOWSE score and a 86% confidence
score by MS-FIT and MASCOT respactively.

Automated analysls of M3/MS dats was performed uaing SEQUEST
incorporated Into the Finnigan Bloworks data analysis package (ThermoFhinigan).
See Eng. J.K., of al., J Amer Soc Mass Spac, 5(11): p. 978-80 (1694). The following
variable modifications were aflowed In the software: cysteine acrylamide modification
and oxidation of methlonine. The ssarch paramsters were set at the following
designationa: mass range (400 ~ 3500 Da), lower frriensity MS signal (1e *%), peptide
tolerance (2.0 Da), min. number of fragment lons (15), min. number of scans in a
group (1), and maximum number of missed cleavages (2). All prokein identifications
were manually verified for accuracy.

identification Of Proteins By Mass Spectrometry

Spots consistently detacted on both flucrescent and immunostained trensfers
from Sisphylcoccus epidermidis grown In 70% sarum, were located end labeled for
identification by masa spectrometry. See Figures 2A and 2B. A total of 40
immuncoreactive epots wene cut and subjectad to masa specirometric analysis for
identification. See Table 4. The complets protain sequences are shown in the
saquence fisting (SEQ ID NOS:1-32). The protain-cantalning gel spots were cut out
of a gel and identified by mass fingerprint analysis using MALDI-TOF followed by
searching Incyte's PathSeq(c) Staphylcoccus epidarmidis 0-47 database for the
carmeapanding coding region. See Tabla 4. Spots with muttiple protein hits or
questionable signal were further analyzed ueing atatic nanospray. A total of 32
proteins was identified, with some spots containing more than one protsin. See
Tables 3 and 4. Twenty-four of the proteins Identified ware immunoreactive, 28
bound o serum componants and 20 of the proteins were both Immuncreactive and

serum binding. This large overiap was expectad, a8 most proteine on the surface of

Staphyicoccus epidarmidis involved In binding to sernum factors would ikely alicit an
mumune reaponss.

Six protsins were conslstently present in Immunostained biots, but no
comesponding spols were vistbly present on the fluorescent stained tansfers. See
Figure 28, whits circlea and amow. Although these proteine are Rkely axpressed

5%
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during an infection and elick an immune responsae they are not expressed at levels
that allow for thelr detaction by fluorescent protein staining under the conditiona usad
In theee expariments.

Exampie &
] Prediction of Protein Function

The predictad function of the proteins wee determined by comparison with
complete genome homologe from ATCC12228. Sue Zhang, Y.Q., of al., Mot
Microblol, 48(8), p. 1577-83 (2003). The precdicted functions shown In Table 5, are
atirbuted io tha mepective ORFe by prior publications Involving the specific protain

10 or by homalogy to previously cheractarized proteins occunting in other organiama.

Table §
Predicted Functions of 8. epidermidis protalns

Spot# *Predicted function Proteln ___ "Method of
SEQ D NO: detection
| 12 [ dhydrolipoemide dehydropanase 12 i8
3 " 12 18
glutamate-1-semialdehyde 2, 1-
aminomutase 19 18
4 enolase 1 18
slongetion factor TU (EF-TU) 18 18
57,0 enclase 11 18
8 21 |
10 enolase 11 18
slongation factor TU (EF-TU) 18 18
Nat/H+ antiporter _28 18
11 slanine dehydrogensse 3 18
.@lyceraidehyde-3-phosphats delydro
12 {GAPDH) 10 18
13 . » 1.8
slongation factor (EF-T8) 26 18
14 no maich 18
glyceraidehyde-3-phosphate dehydro
16-18 {GAPDH) 10 18
17 | acotyt-Coh C-acelyiransforass 25 l
18 cystathlonine gamme-synthese 4 !
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19 ferrichrome binding lipoprotein 17 S
oligopeptide parmeasa 23 LS
20-23,
25 farrichrome binding fipoprotein 17 L8
24 fruciose-blsphosphats akiokase 30 18
28 * " 1S
hypothstical protein 8 1S
hypothetical protein 7 IS
27, 30-
22 _lipoprobein (SHC) 2 K]
28, 33 amino acid-binding lipoprotein - 1,8
28 |putative hexulose-6-phosphate synthase 5 IS
M lipoate ligase 13 S
35 no maich I
38 no match I
37 no maich L8
38 immunodominant antigen A 29 18
Putative protein 1 1,8
axiracelular medrix binding protein
38 (Embp) 32 18
40 cysieine synthase 14 8
fructose-blsphosphate aldolass
homologue 20 8
thioredoxine reductase r S
41 _cysisine synthass 14 8
42 putative transaldolase 8 1
extracelular matrix binding proteln
43 (Embp) 32 8
transkatolase 18 S
hypothetical protein 24 S
glutemy-HRNAGIN amidotransforase
44 | subunit 15 _ S
*The predicied unclion of the proteins was determined by comparison with compists genome

homologs from ATCC 12228,

Mwmwmmmmw-mumhgmwmnm.mm
sam from Infected rabbits, |, or binding aerum components, 8.

As discussed above, the expression proffie of cell wall associated proteina
from Staphylococous epidermidis 0-4T grown in 70% mabbit serum was analyzed by
2D gel electrophoresis. The cverall expression profie In serum was determined to
be significently different from that occurring following growth In TSB. Numerous
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protaine that were upregulated during growth in serum were identified by mass
spectroscopy and thelr functions predicted by sequance comparison. See Table 5.
Thres proteins predicted to be invalved in nutrient acquisition, 305, 1450, and 1703
were all significantly increased. See Tables 4 and 5. All three protsins formn streaks
across the gel. See Figure 4. Without being bound by theory, this may be the
consequence of multiple charge isomers or related to their predicted fipoprotein
composiion. Additionally, all three protaina are highly reactive with iImmuns sera
from rabbits Infected with Staphyicoccus apidermidia 0-4T suggesting that thees
profains ere also axpressad In the host during an infection. See Figure 2 and Table
5. In total, 24 of these proteins wers kiantified s reactive with Immune ser from
infectad rabbits. Not only are these proleins expreesad during growth in serum, bit |
they aleo elicitad an iImmune responae In an infectsd animal. See Example 8. Takan
togethar, these data suggest that these antigens are all expressed during en
infection. Expression of the trenscripts from these ORFs within the bloodstream of
an Infected mouse was confirmed by RT-PCR for al of the idendifled protelrs (data
not shown).

Example 7
Cloning And Expression Of Recombinant Proteins

Genes wem cloned using primers designed based on the proteine identifled
by mass spectrometry of the expressed protains and the Staphyicoccus epidermidis
0-47 database. indiviiual genes ware ampliifiad by polymerase chain reaction (PCR)
using Pfu Turbo DNA polymerase (Stratagane, La Jolla, CA) and adenine overhangs
were added with Teq DNA polymerass (Roche Diagnostics). The reaciion products
were cloned into pCRTT/NT-TOPO or pBAD/TOPOThio (Invitrogen, Carisbad, CA)
following the manufacturer’s instructions and traneformed into E. coff Top10
(Invitrogen). Positive clones were detactsd by colony PCR using ReddyMix PCR
mastermix (ABgane, Rochesier, NY) and sequenced to ensure that no spurious
mutations had arisen. Plesmids from pCRT7 clones were purified snd transformed
into E. colf BL21 (DE3) (Invitrogen) for expression ueing tha T7 polymerase. Proteine
were axpressed by growth of the positive clones In HySoy broth (1% HySoy, Quest
infl, Stockbridge, GA ), 0.5% yeast extract, 100 mM NaCl, 50 mM Ne;HPO-7H:0, 40
mM NaH;PO-H;0) supplemented with 100 pg/mi ampiciin at 37 °C with shaking
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(200 rpm) until ODagg~ 1.0. Protein expression was Induced with either 1 mM IPTG
(pCRT?) or 0.2 % arablnosa (pBAD) and the cultures ware grown an additional 3
hours. The cells were then harvested by centrifugation and expression was
assesead by SDS-PAGE of whole cell lyaaiss.

Purification Of Recombinant Proteins

Cell pellote were resuspended in 100 ml TBS (20 mM Tris, pH 8.0, 1560 mM
NeCl) and lysed by one pasaage through a French pressure call (SLM-Aminco,
Rocheetar, NY). Samples were then separatad into a solubla fraction or insoluble
pellet by centrifugation &t 10,000 x g for 10 minutes. The location of recomblnant
protsin was assessad by SD8-PAGE. If a recombinant protein was In the sojuble
fraction, then the proteln wase loaded onto Iminodtacetic acid agarose resin charged
with NI %*. See Table 6. Next, the column was washed with 30 mM imidazole In
TBS. Bound proteins were eluted with 300 mM Imidazole in TBS. f en additional
purification step was required, the proteins were dlaly>ed into 20 mM Tris, pH 8.0,
containing 50 mM NaCl, 1 mM EDTA and loaded onio a column packed with
POROS-Q resin (Applied Blosystems, Foster Clty, CA). Bound proteins were aluled

" with a 50 mM to 500 mM NaCl gradient in 20 mM Trle, pH 8.0, 1 mM EDTA.

Fractions contalning the proteln of interest wers determined by 8DS-PAGE and
frozen at-20 "C.

If a recombinant protain waa found In the insaluble fraction, then the Insoluble
fraction was treated with 100 mi 1% Triton X-100 in TBS for 4 hours at 4°C. See
Table 8. The Insciuble protains ware pelleted by centrifugation and the supematant
discarded. The insoluble peliet was then extracted with100 mi of 8 M urea in TBS for
at lsest 8 hours &t room temperature. Insoluble debris was pelieted and the protein
was purified as above except all buffers contained 2M urea. Following purification
Triton X-100 was added to a finsl concantration of 0.1%. The proleins were then
dialyzed into TBS containing 0.1% Triion and stored at -20°C.

Al iquid chromatography was parformed using an AKTA explorer
{(Amersham-Pharmacia Blotech, Piscataway, NJ). All SDS-PAGE was performed
using 4-20% gradient Tris-glycine gels (Cambrex).

55
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Table 8
Recombinant Protein Solubility
Protein Location of Recombinant Proteln
Orf SEQID NO: Soluble Fraction Insciuble Fraction
124 1
305 2 X
321 3 X
— 373 4 X
554 5 X
639 8 X
6808 7 X
702 8 X
703 (] X
847 10 X
54 G X
1015 12 X
1088 13 X
1238 14_ X
1382 15 X
1408 18_ X
1450 17 X
1522 18 X
1546 19 X
1653 — 2 X
1800 21 X
1703 22 X
2008 | 23 NT
| 2180 24 X
2214 25 X
2482 ) X
2580 27 X
2649 28 X
2653 20 X
2738 _30 .
2007 31 NT
2975 32_ _ _NT
X indicates the protein was found In thet irection. NT indicates not tested,

70
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Four weaek-old female Balb/C mice (Charles River Laboratories, Wilmington,
MA) were immunized at 0, 3 and 8 weeks with 10 pg recombinant protsin formulated
with 20 ug STIMULON™ Q8-21 by subcutaneous Injection. The mice ware bled on
week 0 prior to the first Inmunization and on week 8. ‘Two days following the final
bieed, the mice were challenged by Intraperitoneal Injection of & x 10° cfu
Staphylfcoccus epidermidis 0-47 grown ovemight on Columbla salt agar (1x Columbla
agar, 0.1% glucose, 1% yeast exiract, 0.5% NaCl). Twenty-four hours following
challenge, the mice were sacrificad and the bacleria were enumerated in the spieen
and blood.

Active immunixetion of mice with recombinant proteins

Twenty-sevan oifs encoding either serum-binding or Immunoreaciive proteina
were cloned from Staphylococcus epidermidis 0-47 and the recombinant proteins
were expressed in E, colf with @ hexahistidine tag (The His-tag was used as & matier
af convenlence; an immunogentc composition of this Ivention would contain proteine
expresaed without a His-teg). See Table 7. These proteins were purifiad using a NI
* chelate column followed by lon exchange chromsiography. The three rémalning
cloned orfs (2008, 2675 and 2007} wers cloned but not expressad at levels sufficlent
for purification. Balb/C mice were immunized at 0, 3 and 68 weeka with individual
recombinant proteins. The animals were bled at 0 and 8 weeks and challanged (.p.)
on week 8 with Staphylcoccus epidenmidis 0-47. Tweniy-four houwrs following
challenge, the animals were euthanized and the number: of bacisrla present in the
blood and splesn enumerated. This iniial screan of Immunogenic compositfon
candidaiss was performed on groups of 5 animais 1o enabie for the screening of
numerous proteins. The resulting data are not statistically significant but they did
provids valuable information as to the immunogenic composition potential of a large
number of candidatee. Eight of twenty-seven recombinant proteins reduced the
number of bacterla recovered from the spleen and/or blood by one log or more. See
Table 7 (NT = not teated).
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Table 7
Reductions in Bactsrial Counts Following immunization
Protein Log CFU Reduction
Orf SEQID RO: Spleen. Blood
121 1 NT NT
306 2 08 1
321 - 0 1
373 4 0 0
e54 5 05 0_
838 -] 0 a
808 7 05 0
702 8 D _ 0
793 9 NT NT
647 10 0 0
854 11 15 07
1015 12 0 0
1089 13 1.4 1]
1238 14 1 08
1382 15 0 0
1406 16 C Q ,
1450 7__ ) 0
1522 18 0 0
1545 10 0 0
1653 20 T 0
16864 21 0 0
1703 2 2 0
2008 23 NT NT
2180 24 0 0
214 25 12 0.8
2482 28 0 Q
2580 | 27 0 0
2849 28 09 0
2653 20 ) 0_
_ 30 _ 0 0
2007 3 NT NT
2075 a2 NT NT
NT indicaies nat tegisd.

The sara obtained from the iImmunized mice were eveluated for anthody
5 nrmeeclivily to the bactaral protoins. See Table 8. Twenty-three of twenty-four immune
sem tested reacted with the native proteins, es determined by westem bilots of whole
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cell lysstes of Staphyfcoccus epidermidis grown to mid-log phase In rabbit serum.
Sea Table 8 (NT = not tested).

Table 8
Antibody Reactivity to Staphylococcal Proteln
Proteln Antibody Reactivity to
Staphylococcal Protsin
orf SEQID NO: S, epidermidis 8. aursus
121 1 NT NT
| 305 2 + ¥
321 3 + -
a7ra 4 + NT
554 [ - NT
839 8 + -
808 7 + +
702 8 + +
703 ] + +
847 10 + +
854 1 +
1015 12 + +
1088 13 + +_
1238 14 + NT
1382 15 + +
1405 16 x ¥
1450 17 + *
1622 18 + +
1646 19 + ry
1853 20 + NT
1880 21 + +
1703 22 +_ *
2008 23 NT NT
2180 24 NT NT
2214 25 + +
2482 28 + +
2680 27 + NT
_&_ﬂ— 2_8 + +
2653 20 - NT
2738 30 + +
2907 31 NT NT
_2975 a2 NT NT_,
5 NT indicatas not testad.

As shown In Table 8, many of the animals iImmunized with Staphylcoccus
epidermidia antigens also developed antiody responses in Siaphylcoccus aureus.
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Therafore, immunogenic compositions against Staphyicoccus epldermidis antigens
could be effective in the treatment or prevention of Staphyfcoccus sureus as well as
Staphyicoccus epidermidis. See Taebls 8.

A subset of tha recombinant proteins usad In brumumnogenic compositions
above were used fo Immunize lamer groups of mice. Groups of 10 famale (4 wesk-
old) Balb/C mice were Immunized by subcutaneous Injection with ssline or 10 pg of
antigen with 20 pg STIMULON™ Q8-21 as adjuvant. Two weeks following the last
Immunization, the mice were challenged with ~6 x 10" cfu S. epidermidis 047 by
intreperitoneal Injection. Twenty-four hours after challengs, bacteria were
enumeraiad In the biood and epleen. See Table 8. Reduction In log GFU was
determined es compared to a control of STIMULON™ QB8-21 in saline. Data were
analyznd by student’s-T test with resulting p-values of ‘0.05 or “0.01.

Table §
Proteins Used In inmunogenic Compositions

LOG CFU REDUCTION
orf Spieen Biood
306 05
~321 0.7 1.2
654 -

808 0.3
783 0.7
864 0.6
1069 1.6% _
1238 12° 12
1653 04
1703 0.8
72214 1.4*
— 2649 1.2
“pvalue <0.06
*p-vailue <0,01

The Siaphyicoccus epldermidis proteine shown in Table B showed the
groatest effectiveness when used In immunogenic compositions thet reducad the
severily of a bacterial infection following a subssquent challengs.
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Example 9
Protection from Staphyicoccus aureus Challenge Following Immuntzation With
Staphyicoccus epidermidis Protelne

10

15

As suggestad by the antibody binding data In Example 8, (Teble B),
immunogenic composltions against Siaphylcoccus epidarmidis antigens could be
effective In the treatment or prevention of Sirphyicoccus aureus. Therefore, 8
challengs was performed using Stephyicoccus aureus following Immunization with
immunogenic compoaltions of Siaphylcoccus epidermidis antigens. :

Four week-old femnale CD-1 mice (Charles River Laboratories, Wilmington,
MA)} ware immunized at 0, 3 and 8 weaka with 10 ug recombinant protein In 20 pg
STIMULON™ Q8-21 by subcutaneous infection. The mice were bled on week 0 prior
to the firet immunization and on week 8. Two days following the final bleed the mice
wers challenged by Intraperitonsal Injection of 3 x 10° cfu S. aureus Reynolds grown
ovemight on Columbia sait apar {1x Columbla agar, 0.1% ghicose, 1% yeast axiract,
0.5% NaCl). Twenty-four hours following chaflenge, the mice were sacrificed and the
bacterla were enumerated in the kidney.

Table 10
Challenge with Staphyfococcus. sureus
Protain Predicted CRU_
_ORF SEQ ID NO: Function reduction
2653 20 immunodominant Ag A D.8 log
321_ 3 alanine dehydrogenase 0.7i0g |
12 dihydrofipoamide .
1015 - dehydrogenase none
608 7 unkhown 0.6 lop
1089 13 fipcats figase 1.7 log
830 8 hypothetical none

As ghown In Table 10, certain Staphyicoccus epidermidis antigens were
effective in inducing antibodies that recognized and bound to Staphylcocous aureus.
In addition, the Induced antibodles had the beneficial effect of reducing the level of
bacieria enumerstad after & Staphyicoccus aureus challenge.

76

aANneg



WO 2007001423 PCT/US2005/037746
.+ NANQT

The percent identity of the amino acid sequence of the Stephylcoccus
epidermidis polypeptide antigens of SEQ ID NOS:1 through SEQ ID NO:32 was
compared to the amino acld saquence of their homologs from Siaphylcoccus aireus.
The resufts are shown in Table 11,

] Table 11
Iidentity between Staphylococcus epidermidis and Stapliylococcus aureus
_ P with
Ord SEQ ID NO: In §. aureus
121 1 33%
305 2 78%
321 3 86%
373 4 81%
554 6 ar%
830 _ 8 2%
808 7 80%
702 8 5%
783 ] 23%
847 10 85%
854 11 4%
1015 12 88%
1088 13 82%
1238 4 B4%
1382 15_ g%
1408 18 82%
1450 17 1%
162 18 _se%
1645 19 91%
1% 20 95%
1 21 28%
1708 2 2%
2008 23 0%
2180 24 7%
2214 25 T3%
2482 28 91%
2680 27 01%
2840 28 _78%
2853 20 a2%
2736 30 2%
[—2007 31 _
2075 2 32%
Homology wes detsrmined betwoon polypeplide sequences
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WHAT IS CLAIMED IS:

1.

10.

1.

An Immunogenic compasition comprising a polypeptide having an amino acid
sequence chosen from one ar mora of SEQ ID NO: 1 through SEQ 10 NO:

32, a blological equivalent thereof, or a fragment thereof.

The immunogenic compostition of claim 1, wherein the polypeptide is
immunoreactive with antibodles in the serum of rabbits Infected with
Staphylococcus epidermidis.

The Immunogenic composttion of clalm 1 or 2, wherein the polypeptide binds
o ona or mars rabbit serum protsins.

The imnmunogenic composition according to any one or more of claims 1 1o 3,
further comprising a pharmaceutically acceptable carrier.

The immunogenic composition according 1o any one or more of clalma 1o 4,
further comprising one or more adjiuvents. '

The immunogenic composition according to any one or more of claims 1 to 5,
whersin the polypepiida Is derived from Staphylococcus epidennidis.

mmmmmpoaiﬂonmdlngbanymamdm1ba.
wherein the polypaptide further compriasa heterclogous amino acids.

The immunogenic composition according to any one or more of claims 110 7,
wharein the polypaptide Is a fusion polypeptide.

The immunogenic composttion accomding 1o any one or more of claime 1 to 8,
wherein the polypsptide Is a recombinant polypeptide.

The Immunogenic composition according to any one or more of claims 10 8,
whereain the polypeptide is (solated from Staphylococcus epidermidia.

The Immunogenic composition according to any one or more of claims 1 to
10, wherein the polypeptide comprises a neutraltzing epitope of
Siaphylococcus epidermids.

A
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12, The immunogenic composition according to any one or more of claims 1 to
11, wherein the polypeptide Is a Epoprotein.

13.  The Immunoganic composiiion according to any one or more of claims 1 to
12, sald composition further comprising & Staphylococcus epidermidis
6 polysaccharide artigen.

14. The Immunogenic composition according to any one or more of claims 1 o
13, said composition further comprising a Staphiylococous aureus
polysaccharide or polypeptide antigen.

15, The Immunogenic composition according to any ane or more of claims 1 o
10 14, wherein the polypeptide comprises @ Staphylococcus epidarmidis
polypeptide saquence selectad from the group conalsting of SEQ 1D NO: 8,
SEQ ID NO: 10, 8EQ 1D NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ 1D NO: 14, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, 8EQ ID NO: 23, SEQ 1D NO: 28,
8EQ ID NO: 27, and SEQ ID NO: 30, a biological equivalent thereof, ora .
15 fragment thereof.

16. The Immunogenic composition according to any one or more of claims 1 to
15, wherain the polypeptiie s encoded by 8 polynucisctide comprising 2
nucleotide saquence having at least about 85% identity to & nucleotids
sequsnce chasen from ona of SEQ ID NO: 33 through SEQ ID NO: 84 ora
20 degenersts variant thereof, or a fragment thereof,

17. The iImnumogenic compasition accornding to any one or more of ciaims 1 to
16, wherain the polynucisctide le derived from Séaphylococcus epidermidia.

18.  The iImmunogenic composition accoriing to any one or more of claims 1 o
17, wherein the the Staphylococcus epidermidis polynucieoiide sequence ls
25 saleciad from the group conslsting of 8EQ ID NO: 40, 8EQ ID NO: 42, SEQ
D NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 48, SEQ 1D NO: 80, SEQ 1D NO: 51,
SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: §5, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 58, and SEQ
ID NO: 82, or a degenersats variant thareof, or & fragment thereof.
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19.

20.

21.

22.

23.

25.

The immunoganic composition according to any one or maore of claima 1 to
18, wherein the polynucieotide further comprises heterologous nuciectides.

An immunogenic composition comprising a polynucieotide having a
nucleotide sequence chosan from ona of SEQ ID NO: 33 through SEQ ID
NO: 84, a degenerate variant thereof, ar a fragment thereof and Is comprised
In an expression vector.

The Immunogenic composition of claim 20, wherein the the Siaphylococcun
epidermidis polynucleotide sequence s selacted from the group canelsting of
SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQID
NQ: 46, SEQ 1D NO: 50, SEQ ID NO: 51, 8EQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55,
SEQ ID NO: 58, SEC! ID NO: 58, and SEQ ID NO: 82, or a degenerata variant
thereof, or a fragmeant thereof.

The mmunogenic composition of claim 20 or 21, wherein the vecior Is
plaamki DNA.

The Immunogenic composition according to any one or more of clalms 20 to
22, wherin tha polynuciectide Is a recombinant polynucieciida.

The Immunogenic composftion according to any one or more of claims 20 to
23, whenein the polynuclectide Is derivad from Staphylococcus epidermidis,

The Immunoganic compasition of dalm 24, wherein the polynucieotide
comprises heterologous nucleotides.

The Immunogenic composition according to any ons or more of claim 20 to
23, wherein the polynucieotide le operatively linkad to one or more gena
expression regulatory elements.

The immunoganic composition of claim 24, whereln the polynucieotide direcis
the expression of 8 neutraiizing epltope of Siaphylococcus apidermidis.

The immunogenic composition according to any one or more of clalms 20 to
23, further compxising a tranafection facliitating agent.
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4

The iImmunogenic composition of claim 28, wherein sak transfection
facilltating agent Is bupivicaine.

A method of Inducing an Immune response against Staphylococcus
epidermidis comprising administering to & mammal an immunogenic amount
of a composition comprising: a polypeptide having an amino acld sequencs
chosen from ona or mome of SEQ 1D NO: 1 through SEQ 1D NO: 32 cra

blological squivalant therecf, or a fragment thereof, and a pharmaceutically
accepiable carrer.

The methad of claim 30, wherein the polypeptide further comprises
hetsrologous amino acids.

The method of clalm 31, wherain the polypaptide Is a fusion polypeptide.

The method of ciaim 30, further comprising an adjuvant.

The method of clalm 30 or 31, whereln the polypeptide Is a recombinant
polypeptide.

A mathod of nducing an immune reaponse against Staphylococcus
epidermidis comprising administering to a memmal an immunogenic amount
of a composition comprising: a polynucisotide having a nucleotide ssquence
chosen from one or more of SEQ ID NO: 33 through SEQ ID NO- 84, a
degenerate varlant thereof, or a fragment thereof and a phanmaceutically
accaptabla carmiar.

The method of clalm 35, further comprising & vector.
Thamwndddﬂ'nas,ManadnrhpharnuDNA.

The method of claim 35, wherein the polynucisotide is @ recombinant
polynuciectide.

The method of clalm 36, wherein the polynucleotide further comprises
helarclogous nucieotides.

antng
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41.

42,

43,

The mathod of claim 35, wherein the polynuciectide Is operetively linked fo

. ONB oF more gene axpression regulatory elements.

The method of clalm 35, further compriaing an adjuvant.

The method of clakn 35, whersin said composition further comprisaa a
transfection faciitating agent.

The method of claim 42, whereln seid transfection facllitating agent Is
buplvicaine.

A method of Inducing an Immune response against Staphylococcls aursus
comprising adminlstering to a mammal an immunogenic amount of a
composition compriaing: a Staphylococcus epidermidis polypeptide sequence
salactad from the group consisting of SEQ ID NO: 8, SEQ (D NO: 10, SEQID
NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 28, 8EQ ID NO: 27, and SEQ
ID NO: 30, a blological equivalent thereof, or a fragment thareof.

A method of Inducing an Immune reaponse against Staphyfococcus aureus
comprising administering io a mammal an immunogenic emount of a
composition comprising: a Siaphylococcus epidermidls polynuciactide
ascquence selacted from the group conslsting of SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO:
42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 50, SEQ
ID NO: 51, SEQ ID NO: 62, SEQ 1D NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 58,
and SEQ ID NO: 82, or a degenerate variant thereof, or a fragment thersol.

AM&MMaﬁum@dwm
In a blological sample comprising:

(a) contacting the sampis with an oligonucieotide probe of a
polynuciectide compriaing the nucleotide sequence chosen from one
of BEQ (D NO:33 through 8EQ ID NO: 84, or a degenemts vasiant
thereof, or a fragment thereof, under conditions permitting '
hybridization; and

81
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(b)  detacting the pressnce of hybridization complexes in the sample,
whaerein hybridization complaxes indicate the presence of
Staphylocooous apidermidis in the sampile.

47. A mathod for the detection andior identification of anfibodies 1o
s Staphylococcus epidermidis In & biological sample comprising:

{a) contacting the sampie with a polypeptide comprising an amino acld
sequence chasen from one of SEQ 1D NO: 1 through SEQ.ID NO: 32
or a biological equivalent thereof, or a fragment thereof, under
condiions permitting immune complex formation; and

10 (b} detecting the presence of Immune complexss in the sample, wherein
nrmume complexes Indicate the presance of Staphviococcus
apidermidis In the sampla. :

48. A composition eccording to any one or more of claims 1 1o 28 foruse ina .

method of iInducing an immune response against Siaphylococcus
15 eplkiermidis.
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SEQUENCE LISTING
<110> eth
::11man. Bret R. nnﬁqa
Baker, Steven M.

<120> Immunogenic Compositions of staphylococcus Epiderwidis Polypeptide
Antigens

<130> AM101548

<160> 64

<170> PatentXIn version 3.2

<21 1

<211> 338

<212> PRT L.
<213> sStaphylococcus epidermidis
<i00> 1

lieu Arg Lys Asp \sfa‘l Ile Glu val val ‘:?.ts)n Lys val Glu Asp Er Tyr
Phe Lys Ser '%r Pro Ile GIn Tyr sgn Pro Ile Ile Glu ';sr pPhe Asn
Gin Ile la.gs Asn Lys Lys val ﬂe val Ser Leu Lys ﬂe Tyr Lys val
TYr 15.55 Lys Ile val Glu ggn Ile His Asp Thr gu Ser GIn Trp Ile

T¥r Ser Pro Glu His Ala Leu His Pro Ile Glu Phe Ile Glu Ser Phe
6 70 75 80

Cys Lys His ITe Lys Gly Lys Tyr Ala Gly Thr Pro Ile Glu Leu Glu
8! ybys Ty 9oy 95

Leu Trp GIn l:l'.K(s) Ala Gly Ile Ala Thr Ile Phe Gly Phe Ile Asn Lys
105 110

Lys Thr Lys Glu Arg Lys Tyr Gln Glu ITe Phe Trp val val Ala A
I]-.}’I.S rg Ltys Ty 120 P 125 g

Lys Asn Gly Lys Ser Thr Ile Ser Ser Gly Ile Ala Leu Tyr Leu Leu
130 135 y 140 e

Gly Ala Asp Gly Glu Gly Gly Pro Glu val Tyr Thr val Ala Thr Lys
14! 15 .{!5 ¥o

Lys Asp GIn Ala Lzs Ile val Trp Asn Asg Ala Lys Lys Met val Asn
165 17 175

Lys Ser Pro Leu Leu Lys Leu Asp Phe val Thr Lys val Ala Glu Ile
Page 1
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AM101548_staph_Epi .ST25
180 185 180

» fAN1AQ
Leu Thr Pro Phe Asn Asp Gly GIn Leu Ile Pro Leu Gly Arg Asp Ser
195 y 200 20! rg Asp

Asp Thr Thr Asp Gly Leu Asn val His Gly Ala Ile Met Asp Glu val
210 215 220
His Ala Trp Lys Thr Net GIn Met Tyr Asp val val Phe Asp Gly Ile
225 LY 230 v P 235 poly 240
Ser Ala Arg Asp Asn Pro Leu Ile Leu Ala Ile Thr Thr Ala G‘l! Thr
245 250 25
ITe Arg Asn Ser val Tyr Asp Ile Lys Tyr Glu Glu Ser Glu Asn Ile
re 260 v P sz v

Ile Asn Gly Leu Trp Glu Asp Glu Gl r Lys Asn Glu Arg Phe Leu
27! i P 280 yrly 285 9

Pro Leu Ile Tyr Glu Leu Asp Ser Arg Glu Glu Trp Ile Asp Glu Ser
290 vy zsg g 38 P
s Trp Leu Lys Ala Asn Pro Gly Leu Gly Ser Ile Lys Lys Ile As
%5 P Y 310 y y 315 ys by 325

Ala I'le Lys Thr Lys val Asn Arg Ala Lys Lys Asn Ala Leu Phe A
ys T 5Y5 it -t i

Ala Thr

<210 2

<211> 309

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 2
val Lys Lys Ile Leu Ala Leu Ala Ile Ala Phe Leu Ile Ile Leu Ala
1 5 10 15

Ala Gly Asn His Ser Asn His Glu His His Ser His Glu Gly L
Cys cly 20 25 30 y Lys

Leu Lys \;;1 val Thr Thr Asn ﬁr Ile Leu Tyr Asp :Et val Lys arg

val %y Gly Asn Lys val ﬁp val His Ser Ile g‘l Pro val Gly GIn

Asp Pro His Glu Tyr Glu val Lys Pro Lys Asp Ile Lys Ala Leu Thr
Page 2
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Asp Ala Asp
Gly Trp Phe

val

Lys Asn
y 115

Gly Glu Glu

130

Leu Glu Asn
145

His His Asp

Tyr Ile Ser

Ile

ASp Asp
195

Phe lz.{‘s) TYr

Glu Ile
225

Asn

Ile Lys Phe

Ser val Asp

Asp Ile BE

Lys tz;1 Asp

His Gly Ser
305

<210»
<Z11>

<212>
213>

3
376

val val
85
Glu Lys
100 y
Ile Ala
Gly Asn
Gly Ile
Lys Lys
4
Lys Leu
]
Pro Lys
Phe Ala
Thr Glu
val Lys
243
LYS LyS
5 ¥
Gly Glu
ser Tyr

Met Lys

70

Phe Tyr Asn Gly

Ala Leu Asp GlIn
105

Ala Ser Asn Asn

120

Lys Asn Lys GIn
135

Lys Tyr val Lys
%0 Y

AsSp Lys Ser Thr

Glu Glu Leu Asn
185

Asn GIn Arg Ala
208

GIn Gln Phe Asp

215

Lys GIn Gly Thr
2!0 y

ASp Asn His Leu

GIn Ser
265

Ala mMet
val phe Thr Asp
280

Lys Met Met
Rl

PRT
Staphylococcus epidermidis

AH101548_5§;PH_E9{.ST25

80

Leu Asn Leu Glu Thr Gly Asn
90 95

Ala Gly

val LysS
Asp Pro

Thr Ile

155
Glu
Asp
Met
val

Lys

Gl
23

Pro
L!’ His
250

Leu Ser
ser Ile

Lys

Page 3

Lys Ser Thr
110
Pro Ile Tyr
125 i
His Ala Trp
140
Gln Lys Ser
Lys GIn Gly
Ser Lys Asn
190
Thr Ser Glu
205
Pro Gl r
220 ym
GIn Met Lys

Leu Leu val

Glu Glu Thr
270

Gl s Ala
Y 3

Lys Asp

Leu Asn

Leu Ser

Leu

Ash Ala

175

Lys Phe

Gly Ala
Ile Trp

Ala
240

GlIn
Glu Thr
255

Lys Lys

Gly Thr

ser Asn Ile Asp Thr Ile
300
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<400> 13

Leu Glu val Asp Asn Met Lys Ile Gly Ile Pro Lys Glu Ile Lys Asn
1 5 10 ¥ 1!
Asn Glu Asn ssg val Gly Leu Ser s;o Ser Gly val His g"l)a Leu val

Asp Gln Gly His Glu val Leu val Glu Thr Asn Ala Gly Leu Gly Ser
35 40 45

r Phe Glu Asp Gly As r GIn Glu Ala Gly Ala Lys Ile val As
TY 50 p Gly P';! yGO . | p

Glu GIn Ser L s Ala Trp Asp Val Asp Met val Ile Lys val Lys Glu
65 y 75“ P P 75 y y 80

Pro Leu Glu Ser g}u Tyr Lys Phe Phe Lys Glu Glu Leu Ile ;gu Phe

Thr Tyr Leu His Leu Ala Ash GTu GIn Lys Leu Thr Gin Ala Leu Vval
100 105 110

Asp Asn Lys val Ile Ser Ile Ala Tyr Glu Thr val Gln Leu Pro As
P :I! 120 R4 125 P

Gly Ser Leu Pro Leu Leu Thr Pro Met Ser Glu val Ala Gly Arg Met

130 135 140

Ser Thr GIn val Gly Ala Glu Phe Leu GIn Ar! phe Asn Gly Gly Met

145 150 15 160

Gly 1le Leu Leu Gly Gly Ile Pro Gly val Pro Lys Gly Lys val Thr
Y 16! y y 170 ¥ yLy 175

X1e Ile Gly 615 Gly GIn Ala Gly Thr Asn Ala Ala Lys Ile Ala Leu
180 . 185 190

Gly Leu Gly Ala Glu val Thr Ile Leu Asp Val Asn Pro Lys Arg Leu
y ]9! 200 P 205 ys Arg

Glu Glu Leu Glu Asp Leu Phe Asp Gly Arg val Arg Thr Ile Met Ser
210 P 215 P Gly Ard 253

Asn Pro Leu Asn Ile Glu Met Tyr Vval Lys Glu Ser Asp Leu val lle

230 235 240

225

Gly Ala val Leu Ile Pro Gly Ala Lys Ala Pro Asn Leu Val Thr Glu
245 250 255

Page 4
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Asp Met Ile Lys Glu Met Lys
g 250

Ile Asp GIn Gly Gly Ile phe
P oY

His Gly val val

AsSp Asn Pro Thr Tyr Thr Lys
P 290 Z;S

Asn Met Pro Gly Ala val Pro
310

Arg Thr Ser Thr
305 315

Ala Thr Leu Pro 1¥r Ala GIn Leu Leu Ala Asn
325 330
Ala phe Lys val Asn His Pro Leu Ser Leu Gly
340 345
Gly His val Thr Asn Lys Aasn val ala Asp Thr
355 360
Thr Ser Ile Glu Asp Ala Leu Lys
370 375

<210> 4
<211> 400

«<212> PRT
<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 4

I;et Glu Ala Ile gsp Thr Cys Pro Asn %s Tyr

val Leu Tle met Asn Lys Lys Thr Gin Met Ile

20 25

Thr Asp ;.;:n Tyr Thr Gly Ala g'l Thr Thr Pro

Thr Tyr Leu GIn Asp Asp Ile Gly Asp Leu A
B : p Asp I y Asp rg

Ser Arg Thr Ala Asn Pro Thr Arg Ala Ser Leu

65 70 75

Asn Leu Glu His Gly Lys His Gly pPhe Ala Phe
85 90

Ala Ile ser Ala val Ile Met Leu Leu AsSp Lys
100 105

Page 5

m10154a_5taph..£f1‘
ASp (zi'a Ser val Ile

His Tyr Ala
300

Ile Gly Leu
Lys Gly Tyr

AsD Thr
350

Leu

Asn Phe
365

Ser Thr Ile

His Gly Gly

30

Igr Gln

Gly Tyr

Ile
GIn
&0

Glu Ser val
Gly

ser Gly

Gly Asp His
P 110

PCT/US2005/037746

Ims
val Asg Ile Ala
27

Glu Thr Thr Asp Lys Ile Thr Thr His
280 285

val Ala

ASn Asn
320

Arg Glu

338

Phe Asn

Glu Tyr

Arg A
459 A9
His Thr
Thr Ser
Glu Tyr
Ile Ala

80
Met Ala
95

Leu val

- F

(b

001{2-
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Leu.Asn Ser Asp val Tyr Gly Cly Thr ore o e Lys val
eu- Ash sSer a r r r a Leu r S
115 5P Val Tyr Gly S5y Thr Tyr Arg Ala Lo y

rPhe Thr Arg Phe Gly Ile Asp val Asp Phe val Asp Thr Thr Lys Ile
130 9 y 13g P MB y

Glu Asn Ile Glu GIn Tyr Ile Lys Pro Glu Thr Lys Met Leu Tyr val
145 . I!o Y 155 160

Glu Thr Pro Ser Asn Pro Leu Leu Arg Val Thr Asp Ile Lys Ala Ser
165 170 175

Ala Lys Ile Ala Lys Lys Tyr Asp Leu Ile Ser val val Asp Asn Thr
y 180 y 185 1.98

phe Met Thr Pro Tyr Tyr GIn Asn Pro Leu Asp Phe Gly Ile Asp Ile
195 wry 200 P 20! P

val Leu His Ser Ala Thr Lys Tyr Ile Gly Gly His Ser Asp val val
210 2{5 R4 y oly 220 P

Ala Gly Leu val Ala Thr Ala Asp Asp Asp Leu Ala Glu Arg Leu Gl
225 230 235 24

Phe ITe Ser Asn Ser Thr Gly Gly val Leu Gly Pro Gln Asp Ser Tyr
245 y ely 250 y P 255 R4

Leu Leu Ile Arg Gly 1le Lys Thr Gy Leu Arg Met Glu GIn Ile
268 y y y o 270

Leu
265
Asn Arg Asn val Glu Gly Ile val GIn Met Leu GIn Lys His P

rd 275 y 280 2‘5 ro Lys

val GIn Gln val Phe His Pro Ser Ile Lys Glu His Met Asn Th
290 295 y 300 T r

I1e His GIn Asn GIn Ala Thr Gly His Thr Gly val val Ser Phe Gl
305 310 y 31! rFhe 323

val Lys Asp Thr Glu Ala Ala Lys GIn val Ile His Ala Th
P 325 y 330 @ ﬁ':} wr

Phe Thr Leu Ala Glu Ser Leu Gly Ala val Glu Ser Leu Ile Ser val
340 345 350

Pro Ala Leu et Thr His Ala Ser Ile Pro Ser As
35% 360 P ‘3’2} Arg Ala Lys

Glu Gly ITe Thr Asp Gly Leu Ile Arg Leu Ser Ile Gly Ile G
37‘ paly 37s e 380 y u Asp
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<210> 5
<211> 210

<213>

«<400> 5

Leu
1
Lys
Thr
Glu
Ala
65
val
Glu
val
ASp
ser
145
Lys
val

Ala

Gly

Glu Leu GIn
Leu Ala GIn
20
Pro Ile val
35
Asn Ile Asn
50
Ala Asp Tyr
Thr I1é& Leu
Glu Ala His
100
GIln Asn Leu
115
T!r Ile Ala
1
Pro Leu Asp
val Ala val

Ala Glu Algs

Asp ggg Pro

Ho

Leu
5
Lys
Ile
ASn
Glu
Gly
85
Lys
Glu
val
Sar
Ala
165

Pro

val

AM101548_staph_Epi.ST25
Thr Glu Asp Leu Val Asn Asp Leu Glu GIn Ala Leu Asn Thr Leu
385 380 385

PRT
staphylococcus epldermidis

Ala Ile Asp Leu Leu
10
val Glu Glu Tyr val
4
Asn Glu Gly Leu Pro
40
Ala Lgs val Leu Ala
5
val Ser GIn Ala val
70
val Ala Glu Asp Ala
90
His Gly Lys Ala Leu
y 105
GIn Arg Ala Lys Glu
120
His Thr G1 r AS
15e yTy p
Leu Arg Thr val Lys
150 9 Y
Gly Gly Ile Lys Pro
Y Gly Y 176

Asp Leu val Ile val
185

Asn Lys Glu
Asp Ile val
Ala val GlIn
45
ASp Leu Lys
p €0 y
Lys Tyr Gl
7% y
Ser Ile Lys
Leu val Asp
Leu Asp Glu
125
Leu GIn Ala
140
Ser val Ile
155
Asp Thr Ile

Gly Gly Gly

Glu Ala
15
Glu Ile
30
His Leu
Ile Met
Ala Asp
Ala Ala
95
Met Ile
110
Met Gly
Glu Gly
Lys Asn
Lys AS

17

Ile Ala
190

Glu Ala Ala Lys GIn Cys Arg Ala Ala Ile
200 y o g 205

Page 7
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4o

Ala
Gly
Asn
ASp
Ile
80

val
Ala
Ala
Lys
ser
160
Ile

Asn

Glu
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AM101548_Staph_gpi.ST25 » nN115
<210> 6
<213: staphylococcus epidermidis
<d00> 6

met Thr Lys Leu Asn Val Lys val Phe Ala Asp Gly Ala Asp Ile Glu
k 5 10 15
Glu Met Lys Ser Ala Tyr Lys Asn GIn Leu val Asp Gly Phe Thr Thr
20 25 30
Asn Pro Ser Leu Met Ala Lys Ala Gly val Thr Asp T¥r Lys Ala phe
35 40 4
Ala Glu 6lu val val Ser Glu Ile Pro Asp Ala Ser Ile Ser Phe Glu
50 55 60

val Phe Ala Asp Asp Leu Pro Thr Mmet Glu Lys Glu Ala Glu Ile Leu
gy o AR Ase 70 7 80

Lys GIn Tyr Gly Asp Asn val Phe val Ig.xs Ile Pro Ile val Thr Thr
85 ‘ 95

Th Gly Glu Ser Thr Leu Pro Leu Ile Lys Arg Leu Ser Ser Lys Gln

100 105 110
val Arg Leu Asn val Thr Ala val Tyr Thr Ile Glu GIn val Lys Ala
115 120 125
Ile Thr Asp Ala val Thr Glu Gly val Pro Thr Tyr val Ser val phe
130 135 140

Ala Gly Arg Ile Ala Asp Thr Gly val Asp Pro Leu Pro Leu Met Lys

145 e 158 y P 155 :I.%O

Glu Ser val Lys val Thr His Ser Lys Glu Gly val GIn Leu Leu Trp
165 170 175

Ala Ser Cys Arg Glu val Tyr Asn val X1e Gln Ala Asp Glu 1le GI
o 18"8 v 185 "1.93 e cly

Ala Asp Ile Ile Thr Cys Pro Ala Asp val val Lys Lys val Asn Asn
195 200 7 -
Asn Lex Gly Arg Asp Ile Gly Glu Leu Ser val Asp Thr val Lys Gl
210 y Arg Asp 21! . ZZB Ly y

phe Ala Lys Asp Ile GIn Ser Ser Gly Leu Ser Ile Leu
225 230 235



WO 2007/001423

<210>
<211
<212>
<213>
<400> 7

{ﬂ Asnh Ile Leu

7
264

Asn val Asp LyS

P

Leu Asp Lys Asp
Pt

Gly

'%r Ala Leu

Asp Ser Ser Leu
65

ITe 1le Ala Gly

Thr Ala Phe Ala
100

‘tys val His Leu

115
Gly Asn val val
130

Thr
145

GIn Ile Ile

Pro Ala Arg Lys

Ser Ser Arg Leu
180

Glu Asn Asp 1le
195

His Thr Asn Tyr
210 T

Ile

Leu Gly His
225

AM101548_staph_Epi.5T25

PRT
staphylococcus epidermidis

Lys Ile GIn Ile Leu GIn
5 10
Asn Met GIn Asn ge Lys
Thr ser val val val Leu
40
Glu Glu lggu Glu GIn Lys
Phe ITe Lys Asp Leu Ala
70
ser val Ser Asn XIle Arg
85 50
Ile Asn Lys Asn Lys Glu
vs At 365
val Pro Met Leu Arg Glu
120
Pro Glu Pro phe Tyr Leu
135 b
s TYT ASp Leu Arg phe
Cy! RO P rg
G'I! Ala Lys Ile Ala Phe
16 170
AsSp His Trp Leu Ser Leu
185
Phe Ile val Ala Cys Asn
200

Ala Gly Asn Ser Ile val
215

Leu Asp Asp Lys Glu Gl
233 p LY y

Phe Asn.val Glu Arg
15

Thr Lys Phe Asn GIn
30
Pro Glu Met Trp Asn
45
Ala AsSp Lys Asn Leu
60

His
75

Thr Phe Asn val

Glu Asn His Ile ';!r

Leu Ile Asn Glu Tyr
110

Pro Asp Phe L
TO p:l-25 eu Cys

Ser Asp GIn Thr Leu
140

Pro

Glu INe Leu A
155 9

val Ala GIn Trg
17

Leu Lys Ala Ars Ala
19

Ser Cys Gly Asp As
C¥20¥ p ASp

Ile Asn Pro Asn Gly

220

val Leu The Thr His
235

Page 9
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Gly
Tyr
Asn
Lys
i
Asn
Asp

Gly

val

%o

Ile
Gly
Glu

Ile °
240
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. AM101548_Staph_Epi .ST25

Asp Leu val Asp G1n GIn Arg Glu Tyr Ile Pro val Phe A
Asp val Asp Leu yag Asp Gin r9 %50 255 9 - NN117

Asn Leu Lys ;g His Leu Tyr Lys

<210> 8

<211> 295

<212> PRT

«<213> Staphylococcus epidermidis
<400> 8

met Ser Lys Ile val Gly Ser Asp Arg val Lys Arg Gly Met Ala Glu
1l 5 10 15
Met GIn Lys %y Gly val Ile Met ;gp val val Asn Ala g}u GIn Ala

Lys Ile Ala Glu Glu Ala Gly Ala val Ala val Met Ala Leu Glu Arg
35 40 45

val pPro Ser Asp Ile Arg Ala Ala Gly Gly val Ala Arg Met Ala Asn
50 55 60
Pro Lys Ile val Glu Glu val Met Asn Ala val Ser Ile Pro val Met
65 70 75 80
Ala Lys Ala Arg Ile Gly His Ile Thr Glu Ala Arg val Leu Glu Ser
y re as y 1] ra a5
Met Gly val As r Ile Asp Glu Ser Glu val Leu Thr Pro Ala As
y 108 v P 105 110 P
Glu Glu Tyr His Leu Arg Lys Asp Gin Phe Thr val Pro Phe val Cys
Hs Ly 128 125 <
Gly Cys Arg Asn Leu Gly Glu Ala Ala Arg Arg Ile Gly Glu Gly Ala
30 rg Yy 135 rg Arg 140 y y

Ala Met Leu Arg Thr Lys Gly Glu Pro Gly Thr Gly Asn Ile val Gl
145 re 1!0 y y 155 y 163

Ala val Arg His Met Arg Arg val Asn Ser Glu val Ser Arg Leu Thr
9 165 rg Arg 170 e 175
val Mat Asn Asg Asp Glu Ile Met Thr phe Ala Lys Asp Leu Gly Ala
18 185 190

Pro Tyr Glu val Leu Lys GIn Xle Lys Asp Asn Gly Arg Leu Pro Vval
195 ve S0 300 VS AP Y 508

Page 10
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AM101548_staph_Epi .5T25

val Asn Phe Ala Ala Gly GT! val Ala Thr Pro GIn Asp Ala Ala Leu
210 21 220

225 235

Lys Ser Glu Asp Pro Glu Lys Phe Ala Lys Ala Xle val GIn

y r P 245 ¥ 2!0
Thr Hi r Gln As r Glu Leu Ile Gly Lys Leu Ala Ser
5Ty 260 Py 265 y 270

Gly Thr aAla Met Lys Gly Leu Asp Ile Asn GIn ITe Ser Leu
y 275 Y y ng 285

Arg Met GIn Glu Arg Gly Tr
9 290 295

<210> 9

<211> 581

<213 PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 9

get Glu Asp Ala \sla'l val Glu Met Asp ﬂa val Lys Tyr Leu
Leu Asn teu Asp Asn Ile Glu Leu Thr Lys Tyr Leu Phe Phe
20 25 30
Lys Gly Gly val Gly Lys Thr Thr Ile Ser Ser Phe Ile Ala
y Y 35y yly 40 45
Leu Ala Glu Asn Gly Lys L¥s val Ala Leu val Ser Thr Asp
50 5 60

ggr ASn Leu GlIn ASp \7131 phe GIn Met Glu Leu Ser Asn Lys

73

Lys Tyr Gln Pro :}e Pro Asn Leu Ser ge Ala Asn Phe Asp

val Ala Ala Asp as| r tys Ala GIn Ser Ile Glu Pro Tyr

3 ATH 108 AP Tyr Lys Ala Snt 13

Ile Leu Pro Glu Asp val Leu Ser Glu Mat Lys Glu GIn Leu
115 120 125

ser %s Thr val Glu val Ala Ala Phe Asn Glu Phe Thr Asn
o 140

135
Page 11

Met Met GJu Leu Gly Ala Asp Gly val phe val Gly Ser Gly Ile Phe
230 240

Ala Thr
255

Glu Leu

Glu Glu

ASn Lys
15 Y

Thr Gly
Leu Asn
Pro Ala
Leu Thr

80

Pro Ile
95
Glu Gly

Ser Gly

Phe Leu
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AM101548_staph_Epi .5T25 . AN119
Ser Asp Lys Thr Leu Glu GIn Glu phe Asp phe Ile Ile Phe Asp Thr
145 150 155 160

Ala Pro Thr Gly His Thr Leu Arg Met Leu Glu Leu Pro Ser Ala Trp
165 170 175

Thr As r Leu Asn Thr Thr Ser Asn Asp Ala Ser Cys Leu Gly GIn
Py 180 285 F v 190 Y

Leu Ser Gly Leu Asn Glu Asn Arg val Lys Tyr Asn Ser Ala Leu Glu

19! 258 205
Lys Leu Arg Asn GIn Asp Asg Thr Thr Met Met Leu val Ala Arg Pro
210 21 220

Thr His Ser Ser Ile 'r¥r Glu Ile GIn Arg ATa GIn GIn Glu Leu GIn
225 230 - 235 240

GIn Leu Ser Ile Ser Lys Phe Lys val ITe ITe Asn Asn Tyr Ile Glu
245 250 255

Glu Ser His Gly Leu Ile Ser Ser GIn Met Lys Ser Glu GIn Asp Lys
2 265 270

Asn Ile Asn His pPhe Thr Glu Leu Asn Asn Asn His Ala Tyr Tyr
275 ;EB 285 ey

val Pro Tyr Lys Asn GIn Lgs Glu Glu Gly Ile Glu Ser Leu Thr Asn
290 295 300

Leu Leu Asn ASp AsSp Asn Leu ITe Glu Asn Asg Asp Phe Ile val Glu
305 310 31 320

Asp His Pro GIn Phe Asn Lys Leu Ile Ass Glu ITe Glu Asn Ser Lys
325 33 335

val GIn Tyr Leu Phe Thr met Gly Lys Gly Gly val Gly Lys Thr Thr
b 340 y s!s y y 3!0

val Ala Thr GIn Leu Ala Thr Thr Leu Ser Asn Lys Gl r Arg val
355 360 ¥ 36¥ Tyr Arg

Leu Leu Ala Thr Thr Asp Pro Thr Lys Glu Ile Asn val Glu Thr Thr
370 375 380

Ser Asn Leu Asn Thr Ala Tyr ITe Asp Glu Glu GIn Ala Leu Glu Lys
385 390 i P 395 450

Tyr Lys Lys Glu val Leu Ala Thr val Asn Asp Asp Thr Pro Gln Asp
405 410 415
Page 12
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Asp Ile as r
P p 30
I1e Ala Phe phe
435
Met AS r val
e B
Leu Leu Asp Ser
465
Thr GIn Thr Thr
Lys Asn Leu Thr
500
r Leu Glu Ser
e 515
Gly His Asn T
y 530 e
Arg Asp ASp Leu
54g P Asp
Asn Lys Ile Lys

Arg val Leu Glu
580

<210> 10
<211> 336

Ile
Lys
Tle
ser
s
Gln
Lys
Trp
Phe
Asn

Tyr

AM101548_staph_gpi.s125

Met Glu Asp hgg Lys Ser Pro Cys
Ala Phe Ser Asp Ile met Glu Asn
440 445
val A5g Thr Ala pro Thr Gly His
45 4
Glu Asn His His Arg Glu Leu Lys
470 475
Asn val Glu Thr Leu Leu Pro Lys
490
Met ITe Xle val Thr Leu Ala Glu
505
Arg Leu val Glu Asp Leu Asn Ar
re 520 P 52!
val val Asn GIn Ser Leu val Thr
535 540

Ser Asn Lys Lys Glu Asp Glu Ser
550 ys Ly SSE

Glu Ser Leu Asp Ash Tyr Phe val
P 570 b

PRT
«<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 10

l{.et Ala 1le Lys \su'l Ala Ile Asn Gly ;Be Gly Arg 1le

Ala Phe Arg %g ITe GIn Asp val g}u Gly Leu Glu val

AsSh Asp Leu Thr ASp AsSp ASp Met Letu Ala His Leu Leu
35 40 45

Thr Met GIn Gly Arg Phe Thr Gly Glu val Glu val Ile
50 55 60

Page 13

Thr Glu
430
GIn Asp
Thr Leu
Lys Lys
ITe GIn
495
Lys Thr
510
Ala Asn
Leu Asn

rhe Trp

Ile Pro
575

Gly A
15"9

Glu
Asp
Leu
Ser
480
ASn
Pro
Ile
GIn
Ile
560

Tyr

Leu

val Ala val
30

Lys Tyr

Glu Gly

Asp

Gly
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PCT/USZOON03TI46

AM101548_staph_gpi.SsT25

Gly LyS Leu Pro "r;p Gly Asp Leu

Thr Gly Phe

Gly Ala Lys
y 5

Thr Ile val

130

val val Ser

145

Lys val Leu

Ile His Ala

Lys _G1y ﬁg

Asn Ser Thr
210

Asp Gly Lys
71 i
Ser Leu Thr
Asp GIn val

r Thr Glu
Y 275
Gly Ser Leu

290

gsg GIn Leu

Thr Ala GIn

m Thr Asp Lys
Lys val Leu Ile

Phe asn Thr Asn
135

Gly Ala Ser Cys
y 150 R

Ser Asg Glu phe
16

'{xa Thr Gly Asp

Lys Arg Arg Ala
Gly Ala Ala Lys
y 215
Leu Asp Gly Gl
P25 o
Glu Leu Thr val
245
Asn Ser Ala Met
260
Asp Glu Ile val
Phe Asp Ala Thr
295
val Lys val Ala
Ly 310

Leu val Arg Thr

Glu
Ser
120
His
Thr
Gly
Gln
A

200
Ala
Ala
val
Lys
ser
280
GIn

Ala

Leu

Phe Arg val Asn Gly %s Glu Ile Lys Ser ;lge Asp Glu

Asp Ile Asp val val
90 P
%g Ala GIn Ala His
Ala Pro Ala Lys Gl
tys §2¢
ASp Thr Leu Asp Gl
P 240 °
Thr Asn Ser Leu Ala
155
Leu val Glu Gly Phe
170 .
Asn Thr GIn Asp Ala
185
Ala Ala Ala Glu Asn
205
Ile 61 s val Ile
yly 220
GIn Arg val Pro val
e 235
Leu Asp Lys G1n As
ZSB y P
GIn Ala Ser Asp Glu
265
Ser Asp Ile val Gl
P 28!
Thr Arg val Met Thr
300

Trp Tyr Asp Asn Glu
318

Ala His Leu Ala Glu
Page 14

Pro Asp Ala
80
Leu Glu Cys
95 <
Ile Asp Ala
110
Asp val Lys
Ser Glu Thr
Pro val Ala
160
Met Thr Thr
175
Pro His Arg
190
Ile Ile Pro
Pro Glu Ile
Ala Thr 61
)
val Thr val
255
Ser phe Gly
270
Met Thr Tyr
val Gly Asp

Met Ser BE

Leu Ser Lys

an121
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210>
<211>
212>
<213»

<400>

Gly
Gly
val
';tsir'
Glu
Ile
Ile
Gly
Pro

145

Pro

sSer

Gly

Ile

ASn

Arg

Glu

50

Lys

Gly

Gln

Leu

Gln

130

val

Ile

Lys

ITe

Phe

210

Lys

11
434
PRT

Staphylococcus epidermidis
11
get Pro Ile Ile ;‘hr AsSp val Tyr Ala

Pro

Ala

Leu

Ala

Glu

Leu

Gl

11

Pro

Pro

Ala

Glu

Leu

195

Ala

Ala

325

Thr val
20
Leu val
Arg Asp
val Glu
Phe Ser
85
Asp GIl
100 Y
val Ser
Leu Tyr
Met Met
Phe GlIn
165
Ser Leu
180
Ser Glu
Pro Arg

Ile Glu

Glu
Pro
Gly
Asn
70

val
Thr
Ile
Lys
ASn
150
Glu
Arg
Arg

Phe

Lys

Amn1543u3;€taph_sp'l .ST25

Arg Glu
mfg

val Glu Leu Thr

ser Gly

40

Ser Thr

AS|
55p

Lys Ser Arg Tyr

val Asn Glu Met Ile
75

Leu Asp GIn val Ser
90

His Asn Gly Lys

15

val Ala Arg Ala

120

Ala

Leu Gly Gly Phe

o

Ile

-

val Asn Gly Gl
y 15!

Phe Met Ile Leu Pro
170
Trp Gly Ala Glu Ile
y 185
Gly Leu Glu Thr Ala
200

Glu

Gly Thr Glu As
215 y P

Ala Gly Tyr Lys Pro

val Leu
Glu Ser
Gly Glu
45
Leu Gly
60
Ala Pro
Ile Asp
Leu Gly
Ala Ala
125
Asn G]
140 y
Ser His
val Gly
Phe His
val Gl
208
Ala val
220

Gly Glu

Page 15

335

Asp Ser

15

Gly Ala

30

His Glu

Lys Gly

Glu Ile

Met

Lys
y95

Ala Asn
110

Asp Leu
Lys Gln
Ser Asp

Glu
175

Ala
Asn Leu
190

Asp Glu
Glu Thr

Asp val

PCT/US2005/037746

Arg

Phe

Ala

val

val

Met

Ala

Leu

Leu

Ala

160

ser

Lys

Gly

Ile

Phe

1
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225 . 230
Leu Gly Phe As| s Ala Ser Ser
y P gs
Asp Tyr Thr L&s’ phe Glu Gly Glu
2
Glu GIn val As r Leu Glu Glu
275 Py 280
Thr Ile Glu Asp Gly Met Asg Glu
290 29
Ley Thr Asp Arg Ile Gly Asp Lys
305 P A9 315
Phe val Thr Asn Thr Glu Ile Leu
325
Gly Asn Ser Ile Leu Ile Lys val
340
Thr phe Asg Ala Ile Glu Met Ala
35 360
val ser His Arg Ser Gly Glu Thr
370 375
Ala val ala Thr asn Ala Gly GlIn
385 390
Thr Asp Arg Ile aAla Lys Tyr Asn
rg os ys Ty
Leu Tyr Glu Thr Ala Lys Pha Glu
v 420 ¥
AsSp Lys

<210> 12
<211> 468
<212> PRT

Alll0154a_5tarh_ﬁp-i .ST25
235

PCT/US2005037746

240

Glu Ph r Glu Asn Gly val Tyr
‘ 253 24 . y 255 T
His Gly Ala L ser Ala Ala

265 y ys Arg 270
Leu Ile Gly Lys Tyr Pro Ile Ile
yly RS
Asn Asp Trp Glu Gly Trp Lys GIn
. p Trp Sou y Trp Ly
val Gln Leu Val Gly Asp Asp Leu
315 320
Ser Lys Gly Ile Glu GIn Gly Ile
3;0 y 33!
Asn GIn Ile Gly Thr Leu Thr Glu
345 350
Gin Lys Ala Gl r Thr Ala val
y y ;!5
Glu Asp Thr Thr Ile Ala Asp Ile
380
Ile Lys Thr Gly Ser Leu Ser A
395 y 438
GIn Leu Leu Arg Ile Glu Asg Glu
410 4]

Gly ITe Lys Ser Phe Tyr Asn Leu
af ey &0

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 12
l{et val val Gly esp Phe Pro Ile

Ala Gly pro Gly Gly Tyr val Ala

Glu Thr Thr Ile val Ile Gl
10 Asp 15 y

Ala Ile Arg Ala Ala GIn Leu Gly
Page 16

nnt 219




Gin

Phe
65

val
AsSnh
Glu
val
Ile
145

Lys

Lys
Lys
255
Lys
Lys

Gly

WO 2007/001423

Lys val
35
val Gly
50
val Glu
ser Leu
Lys Leu
Ile val
115
Met Asp
130
Ala Thr
Arg val
Lys Leu

Ala phe
195

ASp Ile
21b
Gly Met

Ser Ala

Gly Glu

A o8

20

Thr 1le val Glu
Cys Ile Pro Ser
55
Ala GIn Asn Ser
70
Asn Tyr GIn Lys
o
Thr Gly Gly val
100
Arg Gly Glu Ala
Glu Lys Ser Ala
135
Gly Ser Arg Pro
Y o 158
Ile Asg ser Thr
16
val val val Gly
180
Ala Asn phe Gly
Leu Gly Gly Phe
y ely 215
Lys Glu Lys G]
2!0 y
Glu Glu Thr Glu
245
Glu GIn Thr ITe
260

Pro Asn Thr Asp

AM101548_staph_Epi.sT25
25 30

Lys Gly Asn Leu Gly Gly val Cys
i ey Y o

Lys

Glu

val

Glu

Gln

Ile

Gly

Gly

Ser

200

Glu

Ile

ASn

Glu

Glu
280

Ala Leu Leu His
60

Asn Leu Gly val
75

GIn Glu Phe Lys
90

Gly Leu Leu Lys
10¥

phe val Asp Asn

Thr Tyr Asn Phe
v 140

Glu Ile Pro Asn

155

Ala Leu
170

Asn Leu

Gl r Ile G1

Ss Ty y

Glu val Thr Ile

Lys GIn Met Thr
220

Glu Ile val Thr

235

Gly val Lys val
y 250 y

Ala

AS r val
265 Py

Leu Gly Leu Glu

Page 17

Ala Ser His

Ile Ala Glu
Thr Ser val
95

Gly Asn Lys
y 130 4

Asn
125

Ser Leu
Lys His Ala
Phe Glu Phe
Gin Glu val
175
Ser Glu Len
190
Leu Glu Gly
205
GIn Pro val
Glu Ala Met
Thr Tyr Glu
i 255
Leu val Thr
270

Glu Leu Gly
285

PCT/NUS200503T1H6

Leu
Arg
Ser
80

val
val
Arg
Ile
%
Pro
Gly
Ala
Lys
Ala
240
Ala

val

Leu
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Lys Phe Ala
290

Ser Ile Glu

305

Leu Ala His

Asp Gly G1n

Phe Thr Glu

355

Lys Glu Glu
370

Asn Gly A

385 y Ar9

Ile Thr Leu

Thr Gly Ala

Gly Met Asn

435

Leu 615 Glu
45

Ile His Thr

465

<21> 13

<il> 279
<Q12>

AM101548_staph_Epi .ST25
ASp Arg Gly |i§l"5l Leu Glu val Asp |3.&s, GIn Ser Arg Thr

Asn Ile Phe Ala Ile Gly Asp Ile val Pro Gly Leu Pro
310 y Asp 315 y 320

Lys Ala Ser Tyr Glu Gly Lys val Ala Ala Glu Ala IT

y 325 T y 3!0 " 33% ¢

Ala Ala Glu val As r Ile Gly Met Pro Ala val
340 P 53:'5 y 350 s
Pro Glu Leu Ala GIn val Gly Tyr Thr Glu Ala GIn Ala
360 365
Gly Leu Ser Ile Lys Ala Ser Lys phe Pro Tyr Ala Ala
y 375 y nd 380 T
Ala Leu Ser Leu Asp Asp Thr asn Gly phe val I:ys Leu
390 395 400
Lys Glu Asp Asp Thr Leu Ile Gly Ala Gln val val Gly
405 410 415
Ser Asp lle Ile Ser Glu Leu Gly Leu Ala Ile Glu Ser
420 425 430
Ala Glu Asp Ile Ala Leu Thr val His Ala His Pro Thr
440 445

Met Thr Met Glu Ala Ala Glu Lys Ala Ile Gly Tyr Pro
455 460

Met

PRT
<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 13
Eet Asp Leu

Ala Thr Lys Tyr Phe Asn GIn Ile Asn Trp A r val
g ys Ty $o !

Asp His Ser Ser Gly Leu Glu Pro Met Gin Ser Phe Ala Phe Asp Asp
20 25 30

Thr Phe Ser
35

Glu Ser val Gly %s ASp Leu Ser Cys ﬁ" val val Arg

Page 18
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Thr T
50

Leu Pro
65

Tyr Asn

MlOlS#I.Stlfh.f i.5725
Yy

I1_e His GIn His 'Elgr val Ile Leu G

e His Asp ser

Phe Leu Ser I_’\ap Gly Ile Arg phe %gu Thr Asp GTu GlIn

Ala Ile :21 Arg Asn ser Gly g;l)y Leu Gly val val Leu

95

GIn Gly Ile Leu Asn Ile Ser Leu Ile Phe Lys Gly Gln Thr Glu
100 105 ]

Thr Ile
Phe Glu
130

r s
s 7

Gly I1e Ser GIn Arg Arg val Arg Gly Gly Ile Ala val GIn Ile
y e 16! e 8 175

Leu Cys
Phe Tyr
Asp Ile
P 210
Glu Ile
22%
ASp Leu
Thr Arg

Met Asn

r
110

Asg Glu Ala Phe Thr val Met Tyr Leu Leu ITe Ash Lys
11 120 125

Asp Glu Asp val Ser Ile Asp Thr Lys Glu Ile Glu Glin
135 140

Pro Gly Lys Phe Asp Leu Ser Ile ﬁls'l Asp Lys Lys Phe

150

175

Ile Glu Gly Ser Gly Ser Glu Arg Ala Leu Met Met GIn
180 185 190

Gln Ala Leu Lys Gly Glu Thr Thr Lys Phe His Tyr
195 Arg y 205 Y 205 i

Asp Pro Ser Cys Met Ala Ser Leu Glu '5!218 Leu Let ASn

215

Lys val Gln ASB val Met Phe Leu Leu Leu Tyr Ala Leu
23 235

Gly Ala Asn Leu Asn Met Asp Pro Ile Thr Glu Asp Glu
245 250

255

r Glu Gl r Tyr Asp Lys Met Leu Glu Arg Asn Ala
b 260 yTyr Ty pz%s I.92?0

Glu Lys Leu Asp Phe
275 ¥ P

14
10

PRT
Staphylococcus epidermidis
14
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Arg
Gl

80y
Asp
Thr
Met

ser

Ala
160
Tyr
GIn
Pro
Arg
Lys
240
Trp

Lys

.
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!et ‘Ala GIn Lys ls'ro val Asp Tyr

pro val val %s Leu Arg Asn val
r val Lys Leu Glu Tyr Gln Asn

R 4 Ty Gn 29

Ile Ala Leuw Ala Met Ile Glu Lys

50 55
Pro Gly Asp Thr Ile val Glu Pro
65 70

Leu Ala pPhe val as Ala Ala Lys

Pro Glu Thr Met Ser GIn Glu Arg
100

PCT/US2005/037746

AM101548_st E_Iri .5T25

val Thr Gin Ile Ile Gly Asn Thr
10 15

val Asp Asp Asp Ala Ala Asp Ile

- p Asp Asp 30 P

Pro Gly Gly Ser \4!;1 LyS Asp Arg

Ala Glu Arg g.‘ll,u Gly Lys Ile Lys

Thr Ser Gly Asn Thr Gly Ile Gly
75 80

Gly Rr Lys Ala val pha ;I;r Met

Arg Ash Leu Leu Lys Ala Tyr Gl
108 ¥ 310 T SV

ala 6lu Leu val Leu Thr Pro G.IK Ser Glu Ala Met L!s Gly Ala Ile
15 125

12

Lys Lys Ala Lys Glu Leu Lys Glu
il - Raalind 155
GIn phe Glu Asn Pro Ala Asn Pro
145 150
Pro Glu Leu val Glu GIn Phe Glu
165
Ala Gly val ﬂs Thr Gly Gly Thr
Lys Lys Glu Tyr Pro Asn val Glu
195 R4 200
ser Pro val Leu Ser Gly G'l¥ Glu
210 21

Leu G1y Ala Gly Phe val Pro As,
225 y y 230 P

Glu His G1 r Phe Glu Pro Glin
Y T
Glu Ile His Glu Leu Thr Thr 615
155 16
Gly Arg GIn Ile Asp Ala phe Leu
y 1;8 P 175

Leu Ser Gly val Gly Lys val Leu

i85 y Y %0

Ile val Ala Ile Glu Pro Glu Ala

205

Pro Gly Pro His Lys Leu GIn Gl

Yy H y y

Thr Leu Asn Thr Glu val Tyr As
235 i 248

ser Ile Ile Lys val Gly Asn Asp Thr Ala Met Asp Met Ala Arg A
y 245 y P 250 P zsg e

val Ala Arg Glu Glu Gly ITe Leu
260

Ala Gly Ile Ser Ser G‘ls Ala Ala
265 27

PFage 20
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ITe Tyr Ala Ala Ile GIn Lys Ala Lys Glu Leu Gly Lys Gly Lys Thr
v 275 Y 280 y y 2!5 y

.k nn‘n

val val Thr val Leu Pro Ser Asn Gly Glu Arg TBE Leu Ser Thr Pro
290 295 3

Leu Tyr Ser Phe Asp Ash
305 b4 P 310

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 15
get His Phe Glu ';hr val

15
475
PRT

Thr Asp Ser Iz.gs Met Phe

Pro Asn ggr Asn Thr Asn

Pro \sl%'l val Asn Arg Arg

A‘In'Leu Asn Met Asp Ile
65 70

Tyr Phe Tyr Pro g;p Asn

Gln Pro Ile G& Glu AsSn
. 1

Thr Lys Arg Ile Gly Ile
y 1:':! y

Lys Ser Thr His Lys As
130 y p

G'l! Thr Pro Leu Ile Glu
14 150

Lys Glu Ala Tyr Ala Tyr

165

Thr Gly val Ser As S
y 180 p Cy

staphylococcus epidermidis

Ile Gly Lteu Glu val His
10
ser Pro !zigr Pro Ala His
val Ile Asp Leu Ala Tyr
40 p
Ala val Asp Trp Ala Met
55 50
Ala Thr Asn ser L;s phe
7
Pro Lys Ala ;xr 6In Ile
Gl r Ile Asp Ile Glu
Yy Ty 105 p
Thr Arg Leu His Met Glu
128
Gl r Ser Leu val As
B 140
Ile val Ser Glu Pro Asp
155
Leu Glu Lys Leu Arg Ser
Y 170 a

Lys Met Glu Glu Gly Ser
185

Page 21

val Giu Leu
15

rPhe Gly Ala
30

Pro

Gly val
i

Arg Ala Ser

Asp Arg Lys

Ser Gin Phe
95

val

155

Glu Asp Ala

125

Leu Asn Arg

Ile Arg Ser

Ile Ile GIn
175

Leu Arg Cys

19

Lys

Glu

Leu

Met

ASn

80

ASp

Glu

Gly

GIn

Pro
160

Tyr

Asp
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Ala Asn 1le Ser Leu
195
Thr Glu Leu Lys Asn
210

Glu Tyr Glu Glu Lys
225 v y

PCT/US2005/037746

AM101548_staph_Epi.sT25

Arg Pro Tyr Gly GIn Lys Glu Phe
9 2 y ¥ 205
Leu Asn Ser Phe Asn Tyr val Lys
215 K4 220 y

Ara GIn Glu Glu Glu Leu Leu Asn
23 235

Ile Gly G1n Glu Thr Arg Arg Phe Asp Glu Ser Thr Gl
y 245 rg Arg P 250 y

Leu Met Arg val Lys
rg Yo y
Pro Asp Ile val Pro
275
Arg Glu Thr Ile Pro
290
Asn AsSp Leu Gly Leu
305 y
Lys Glu Met Ser As|
Y 32E
val Lys Leu Thr Ser
340
Asn Lys Asn Gln val
ys 355
Leu Ala Gly Met Ile
370
Ile Ala Lys Lys val

385

Lys Gln Ile Met Glu
405

Glu Gly Ser ﬁg ASp Tyr Arg Tyr

Leu Tyr val Asp Glu Asp Trp LysS
R S L ¢

Glu Leu Pro Asp Glu Arg Lys Ala
295 P e 350

Pro Glu Tyr Asp Ala His val Leu

310 4 P 315

pPhe Phe Glu Gly Ala Ile Asp His

330
AsSn Trp Leu ;:E Gly Gly val Asn

Glu Leu l.&s’ Asp Thr GIn Leu Thr
3 365

Lys Leu Ile Glu Asp Gly Thr Met
N 380

phe Pro Glu Leu Ala Glu Asn Gly
390 395

ASp Lys Gly Leu val GIn Ile Ser
p Ly y 10

Gly Thr Lys
Lys Gly Leu
Gly Gly Glu
y 240
Lys Thr Ile
255
phe Pro Glu
270
Ala Arg val
Lys Tyr val
Thr Leu Thr
320
Gly Ala As
y 335 P
Glu Tyr Leu
350 v
Pro Glu Asn
Ser Ser Lys

Gly Asp Ala
y Pm

Asp Glu Ala
415

Thr Leu Lau L!s Phe val Thr Asp Ala Leu Asp Asn Asn Pro GIn Ser
420 425 430

ITe Glu As r Lys Asn Gly Lys Gly Lys Ala Met Gly Phe Leu val
i A Y ido Y TR MR R L e L

Gly Gln Ile Met Lys Ala Ser Lys Gly GIn Ala As \
y“o Ly s y y GIn a:gg Pro Gln Lys val

Page 22
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
!e‘l: Leu Lys Arg gﬂa Asn Glu Asn Glu %u Ala Trp Asn

Lys

Ala

Tyr

Ile

Asp

Phe

His

Ala
145

Ile

Arg

Glu

Asn

Met

Asp

50

Gln

Leu

Lys

Ala

Pro

130

Leu

His

Glu

Pro

Ser
210

AM101548_staph_Epi.5T25

Asn Ser Leu leu Lys GIn Glu Leu Asp Asn Arg
470 47

16
364

PRT

staphylococcus epidermidis

16

Tyr Ser Glu Ala Tyr Pro Glu Leu Ala Glu Glu

20 25

Ser Gly Lys Leu Pro Asn Asn Tyr Ala Asp Ala

35 y Ly 40 v 45

Leuv Asn His Ser Gly Ala Ser Arg Ala Asp Ser

SS'Y 9 60
Lys Leu Ser <7;'tl,u rhe val Pro Ser ;ge phe Gly
Ala Gly Ser Asn Lys Ser Asn val Lys Glu Ala
a5 90

Asp Thr Pro Glu Gly Lys Asn val Trp pPhe Gl
P 100 y Ly 155 p y

Met Gly Ala Ala Ile Asn Gly Met Ala Ala His

115 120 125

Tyr Ala Ala Thr phe phe val phe Ser As r

135 %0
Arg Leu Ser Ser Ile Met Gly teu Asn Ser Thr
150 155
Asp Ser Ile Ala val Gly Glu Asp Gly Pro Thr
165 y 17B y
GIn Leu Ala Gly Leu Arg Ala Ile Pro Asn Met
180 y 9 38
Ala Asp Gly Asn GTu Thr Arg Val Ala Trp Glu
195 y 200 e P 205

Glu GIn Thr Pro Thr Ser Leu val Leu Thr Arg
215 220

Page 23

ASN Met
15
Phe Lys
30
Leu Pro
Gly Glu
Gly Ser
Lys Asp
95
val Arg
110
Gly Gly
Leu LysS
Phe Ile
His Glu
175
Asn val
190

val Ala

GIn Asn

PCT/US2005/037746

Lew

Leu

Glu

Ala
80

Tyr

Glu

Leu

Pra

pPhe

Pro

Ile

Leu

Leu

15
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Pro Thr Leu Asp val AsB Lys GIn Thr val Glu
225 23 235

Gly Ala Tyr Ile val Phe Glu Thr Glu g}a GIn

245

Leu Ala Ser G}x Ser Glu val Asm Leu Ala val
2 265

Leu Glu GIn GIln Gly Lys Gly val Arg val Ile
275 y Ly y 280 g

r Ala Phe Glu GIn GIn Ser Ser Glu Tyr Lys
b4 290 295 r Ly

Ser Asp val Thr Lys A;B ITe Ala Ile Glu Met
305 3 315

Trp His Lys Tyr val Gly Ile Glu Gly '3'!3 val

325

phe Gly Ala Ser Ala Pro Gly Asp Leu val val
340 345

Thr Lys Glu Asn Ile Leu Lys GIn val Arg Ser
355 y 360 e

<210
<211>
<212>
<213

<400>

17
334

PRT
staphylococcus epidermidis
17

*val Glu Ser val Arg Gly Leu Lys Ile Leu Ser
1 5 10

Phe val Leu Ile Ala Thr Ala Ala Cys Gly A
20 g! y Asn

Ser Ser Lys Glu Ser Ser Lys asp Gly val Glu
35 sl

Asn

Leu

Glu

ser

Glu

300

Ala

Ile

Glu

Leu

val

Asn

Ile

Gly Thr Thr Lys val Pro Lys His Pro Lys Arg val
50 S! Y r‘gﬂ'.‘

'I'!r Ser Phe val Asp Ala Leu val Ala Leu Asp val
6 70 75

Ile Ala Asp Asp sgn LYS Lys Asn Arg gae Ile Lys

Page 24

Gly val Arg Lys
y ra 2’4’0

Glu Tyr Leu Leu
T 255

Ala Ala Lys Glu
270

Met Pro Asn Trp

285

Ser Ile Leu Pro

Ser Pro Leu G'l{

32

Gly Ile Asn Ser
335

Lys Tyr Gly Phe
Y';!o b J

Ile Gly Leu Leu
15
Ser ser Ser Asn
30

L¥s wis Glu Glu

4

val val Leu Glu

Lys Pro val Gly
80

Pro Leu Arg Asp
95
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« ANTRH-
Lys Ile Gly Lys Tyr Thr ser val Gly Thr Arg Lys Pro Pro Asn Leu r
y y 150 b 10§ L 110

Glu Glu I1e Ser Lys Leu Lys Pro Asp Leu Ile Ile Ala Asp Asn Ash
115 120 125

Arg His Lys Gly I'le Tyr Lys Asp Leu Asn Lys Ile Ala Pro Thr Ile
i'130 Y y B 1!5 P y 140

Glu Leu Lys Ser Phe Asp Gly As r Asn Glu Asn Ile Asp Ala Phe
145 y 158 y Asp Ty 155 P 160

Lys Thr Ile Ser Lys Ala Leu Gly Lys Glu Glu Glu Gly Lys Lys Arg
Y 1¥5 170 1’1'5

Leu Glu Glu His Asp Lys Lys Ile Glu Glu Tyr Lys Lys Glu Ile Thr
180 plys by 185 e by 190

Met Asp Lys Asn GIn Lys val Leu Pro Ala val Ala Ala Lys Ser Gl
P '-\55 y 200 205 y y

Leu Leu Ala His Pro Ser Asn Ser Tyr val Gly GIn Phe Leu Ser GIn
210 215 220

Leu Gly Phe Lys Glu Ala Leu Ser Asp Asp val Thr Lys Gly Leu Ser
225 230 235 240

Lys Tyr Leu Lys Gly Pro Tyr Leu GIn Met Asn Thr Glu Thr Leu Ser
ys Ty y 24 b4 250 255

GIn val Asn Pro Glu Arg Met Phe Ile Met Thr Asn Lys Ala Ser Ser
260 265 270 .

Asn Glu Pro Ser Leo Lys Glu Leu Glu Lys Asp Pro val Trp Lys Lys
275 y 280 ¥ P 285 pLys by

Leu Asn Ala val Lys Asn GIn Arg Val Asp Ile Leu AsSp Arg Asp Leu
290 4 295 g P 300 P Arg ASp

Trp Ala Ser Arg Gly Leu Ile Ser Ser Glu Glu Met Ala Lys Glu
308 "o AT 1 315 ¥$ 320

LeuVa:IG1uLeuserLsThrAs Ser Lys Lys Asp Asn Lys
325 y P 3!0 ys Asp y

<210> 18

<211> 411

<212> PRT

«<213> Staphylococcus epidermidis
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. an1a3
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<400> 18

Met Arg Asp Lys Phe Glu Ile Thr Phe Ile Lys Asn Arg Arg Asp Leu
y rg Asp Ly £ 10 rg '
Ile Met Ala Lys Glu Lys Phe Asp Arg Ser Lys Glu His Ala Asn Ile
ZK y P 2;’ 30
Gly Thr Ile Gly His val Asp His Gly Lys Thr Thr Leu Thr Ala Ala
35 40 45
ITe Ala Thr val Leu Ala Lgs Asn Gly Asp Thr val Ala GIn Ser Tyr
50 5 60
Asp Met Ile Asp Asn Ala Pro Glu Glu Lys Glu Arg Gly Ile Thr Ile
65 70 75 80
Asn Thr Ala His Ile Glu Tyr GIn Thr Asp Lys Arg His Tyr Ala His
a5 90 95
val As s Pra Gly His Ala As r val Lys Asn Met Ile Thr Gl
PO 100 y P BS y 110 y
Ala Ala GIn Met Asp Gly Gly Ile Leu val val Ser Ala Ala Asp Gly
115 120 125
Pro Met Pro GIn Thr Arg Glu His Ile Leu Lev Ser Arg Asn val Gly
130 135 140
val Pro Ala Leu val val Phe Leu Asn Lys val Asp Met val Asp Assg
145 150 155 1
Glu Glu Leu Leu Glu teu Val Glu Met Glu Val Arg Asp Leu Leu Ser
165 170 175
Glu Tyr Asp Phe Pro Gly Asp Asp val Pro val Ile Ala Gly Ser Ala
180 y A3p ASP 18s 190
Leu Lys Ala Leu Glu Gly Asp Ala Glu Tyr Glu GIn Lys Ile Leu AS
4 195 y Ase 200 i 2‘5 P
Leu Met GIn Ala vVal Asp As r ITe Pro Thr Pro Glu Arg Asp Ser
210 P Zlg R4 220 re Asp
Asp Lys Pro Phe Met met Pro Val Glu Asp val phe Ser Ile Thr G
ZZB 230 P 235 245
Arg Gly Thr val Ala Thr Gly Arg Val Glu Arg Gly GIn Ile Lys val
245 y Are 250 o el 2¥5

Gly 6lu Glu val Glu Ile Ile Gly Met His Glu Thr Ser Lys Thr Thr
Page 26
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260
val Thr 61! val Glu Met Phe Ara
27 28
Gly Asp Asn Xle Gly Ala Leu Leu
y 298 Y 295
Gln Arg Gly GIn val Leu Ala Ala
305 310
Lys Phe Lys Ala g}g val Tyr val
His Thr Pro phe Phe Thr Asn Tyr
340
Thr Asp val Thr Gly val val Asn
355 360
Met Pro Gly Asp Asn Val Glu Met
370 375
Ala Ile Glu Asp Gly Thr Arg Phe
385 390

IVa1 Gly ser gly vatl val Thr Glu
405

<210 19
<211> 428
<212>» PRT

PCT/US2005/037746

AM101548_staph_Epi.sT25
265 P 270

Lys Leu Leu Asp Tyr Ala Glu Ala
4 %5

Arg Gly val Ala Arg Glu Asp val
rg Gly 300 | P

Pro Gly Ser Ile Thr Pro His Thr

315 320

Leu Ser Lys Asp Glu Gly Gly Arg
330 y P y 33¥

Arg Pro GIn phe Tyr Phe Arg Thr
:g R4 350 re

Leu Pro Glu Gly ?6“5- Glu met val

Thr val Glu Leu Ile Ala Pro Ile

380

Ser Ile Arg Glu Gly Gly Arg Thr
398 y Gly Arg 200

Ile Phe Glu
410

<213> staphylococcus epidermidis

<400> 19
!I..“ Met Ser Phe t5;1u Lys Ser Ile

Leu Met Pro tziil)y Gly val Asn Sser
Asp Thr Pro Ala Ile Phe Met Asp
35 40
Asp Ile Asp Gly Asn Glu Tyr Ile
P 50 p Gly ;!
Leu Ile Leu Gly His Lxs Asn GIn
65 7

Ala val Asp Lys Gly Thr Ser phe

Lys Ala Met Glu GIn Ala Glu Lys
10 15

Pro val Arg Ala Phe Lxs ser val
25 3

His Gly Glu Gly igr Lys Ile Tyr
Asp Tyr val lﬁle)u Ser Trp Gly Pro
GIn val Ile Ser Lys Leu #is Glu

75 80

Gly Ala Ser Thr Leu GIn Glu Asn
Page 27
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- H 90 apnEP 95
Lys Leu Ala Glu Leu val Ile Asp Arg val pro Ser Ile Glu Lys val
100 10 110
Arg Met val Ser Ser Gly Thr Glu Ala Thr Leu Asp Thr Leu Arg Leu
115 120 125
Ala Arg Gl r Thr Gly Arg Asn Lys 11é& Ile Lys Phe Glu Gly Cys
ey yagasn by 140
. Tyr His Gly His Ser Asp Ser Leu Leu Xle Lys Ala Gly Ser Gly val
HS y 158 1!5 y y 160
Ala Thr Leu Gly Leu Pro Asp Ser Pro G'IK val Pro Glu Gly Ile Ala
165 17 175
Lys Asn Thr Ile Thr val Pro Tyr Asn Asp Leu Asp Ser Leu Lys Leu
y 180 B4 185 P P 190 y
Ala phe Glu Lys Tyr Gly Asp Asp Ile Ala Gly val Ile val Glu Pro
195 e Ty y ASP 208 y 205
val Ala Gly Asn Met Gly val val Pro Pro val Asn Gly Phe Leu GIn
210 - 215 220
Gly -Leu Arg Asp Ile Thr Asn Glu Tyr Gly Ala Leu Leu Ile Phe AS
22 8 Asp 230 T y 235 248
Glu val Met Thr Gly Phe Arg val Gly Tyr Asn Cys Ala GIn G) r
24! 9 .'30 i 25¥ v
Phe Gly val Thr Pro Asp Leu Thr Cys Leu Gly Lys val Ile Gly G
260 P %5 yHy 270 y ely
Gly Leu Pro val Gly Ala Phe Gly Gly Lys Lys Glu Ile Met r
275 28‘ s Ly 285 A Ty
Ile Ala Pro val Gly Thr Ile Tyr GIn Ala Gly Thr Leu Ser Gly Asn
290 295 v y 300 y
Pro Lau Ala Met Thr Ser Gl r Glu Thr Leu Ser GIn Leu Thr Pro
305 310 y 315 320

Glu Ser Tyr Glu BE phe Asn Ser Leu (3;';‘ ASp Ile Leu Glu la.!g Gly

Leu Lys Glu val phe Ala Lys Tyr Asn val Pro Ile Thr val Asn Ar
340 345 350 g

Page 2B
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AM101548_staph_gpi . 5725 Nnsg ..
Ala Gly gtsag Met Ile Gly Tyr ;23 Ley Ash Giu G‘ry I;Eg val Thr Asn ’v\,_..

phe Gilu Glu Ala Asn Lys Ser Asp Leu Lys Leu Phe Ser Asn et Tyr
370 375 380
Glu Met Ala Lys Glu Gly val Tyr Ile Pro Pro Ser GIn Phe Glu
SE! 4 y 390 y i 395 400
1y Thr Phe Leu Ser Thr Ala His Thr Lys Asp Asp Ile Glu Lys Thr
ety mr 405 rit rifd

Ile GIn Ala ?425 Asp Asn Ala Leu Ser Arg Ile val

425
<210> 20
<211> 286
<212> PRT .
<213> Staphylococcus epidermidis
<400> 20

Met Pro Leu Val Ser Met Lys Glu Met Leu Ile Asp Ala Lys Glu Asn
1 - 10 15
Gl r Ala val Gly GIn Tyr Asn Leu Asn Asn Leu Glu Phe Thr GlIn
yw 20 y B 25 30
Ala Ile Leu Glu Ala Ser GIn Glu Glu Asn Ala pPro val Ile Leu Gly
15 40 45
val '.sisr Glu Gly Ala Ala ggg Tyr Met Ser Gly Ege Tyr Thr val val
%!s Met val Glu Gly Leu Met His Asp Leu Asn Ile Thr Xle Pro Val
70 75 80
Ala X1le His Leu Asp His Gly Ser Ser Phe Glu Lys Cys Lys Glu Ala
85 80 ys o Ly 95
Ile Asp Ala Gly Phe Thr Ser val Met Ile Asp Ala Ser His Ser Pro
105 110
phe Glu Glu Asn val Glu Ile Thr Ser Lys val val Glu Tyr Ala His
115 120 125
Asp Arg Gly val Ser val Glu Ala Glu Leu Gly Thr val Gly Gly GlIn
:58 135 y 140 y &ly
Glu Asp Asp val val Ala Asp Gly val Ile Tyr Ala Asp Pro Lys Glu
145 P AsP 150 pely ES . P ¥

160
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AM101548_staph_Ep].SsT2

s GIn Glu Leu val Glu Lys Thr Gly Ile As r Leu
d 165 y y 170 P
Ley Gly Ser val Mis Gly Pro Tyr l].xs Gly Glu Pro Lys
180 5
Lys Glu Met Glu Glu Ile Gly Ala Ser Thr Gly Leu Pro
195 200 205
His Gly Gly Thr Gly Ile Pro Thr Lys Asp Ile GIn Lys
218 Y y 215 P 220
1¥r Gly Thr Ala Lys Ile Asn val Asn Thr Gly Asn GIn
2 230 235
Ala Lys Ala val Ar G:Iu val Leu Asn Asn Asp Lys As
y 24! 250 pLy P
Pro Arg Lys Tyr Leu Gly Pro Ala Arg Glu Ala Ile Lys
oLy y 268 y

Lys Gly Lys Ile arg Glu phe Gly Thr Ser Asn Arg Ala
zﬁ 283 9 285

21
<211> 468

PRT
<213> Staphylococcus epidermidis
<400> 21
:et Thr GIln GIn :;1: Gly val val Gly lisu Ala val Met
Leu Ala Trp Q(s)n Ile Glu Ser Arg tzi'rl'y Tyr Ser val Ser
Arg Ser Arg GIn Lys Thr Asp Glu Met val Lys Glu Ser

35 40 45
Glu Ile Tyr Pro Thr Tyr Ser Leu Glu Glu Phe Val Glu

50 55 60

Lys Pro Arg Lys Ile Leu Leu Met val Lys Ala Gly Pro
sgs 70 Y 75 y

Ala Thr Ile Asp g}y Leu Leu Pro Leu ;au Asp Asp Asp

Ile Asp Gly Gly Asn Thr Asn Tyr Gin Asp Thr Tle A
105 v 105 P 9

Page 30
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Ala Pro Ala
175

Leu Gly phe

150

Leu val Leu

Ala Ile Pro

ITe Ala Ser

240

val r AS
HL e

Glu Thr val

270

Lys

Gly Lys Asn
i

val r Asn
30 T

Pro Gly Arg
sSer Leu Glu
Ala Thr Asp

80

Asp Ile Leu
25

?.'II..B Ash Lys .

.
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Ala
Gly
Lys
1%

Lys

Ala

Met
Glu
225
Leu
Gly
Gly
ser
Pro
305
Arg
Ala

Gly

phe

WO 2007/001423

Leu Ala Glu Ser
115
Glu Ile Gly Ala
130
ASp Ala Tyr Asn
Ala GIn Asp Gl
P 16¥
Gly His Tyr val
Y s 0
GIin Leu Ile Ala
195 .
Ser His Lys Glu
210
teu Glu Ser Tyr
ASp ASp ASpP ASn
p Asp Ase 245
GIn Lys g1 Thr
val Pro Leu Thr
275
Ser Ile Lys Glu
290

Lys Ala His phe

Lys Ala Leu BE

AM101548. Sta

pi.S5T25

PCT/US2005037746

Ser Ile Asn Phe Ile Gly Met G'l¥ val Ser Gly
120 12

Leu Thr Gly Pro Ser Leu Met Pro Gly Gly GlIn
135 140

Lys
1%0
Ala
Lys
Glu
Ile
Leu
230
Glu
Gly
Ile
Glu
Glu
310

Met

val Ser Asp ITe Leu Asp Ala
155
ser Cys val Thr Tyr Ile Gly
¥ 170

Met val His Asn Gly Ile Glu
185

Ser Tyr Ala Met Met Lys Asg
20

Ser GIn Thr Phe

Lys Glu T
215 Y 220 w

Ile Glu Ile Thr G1¥ Asp Ile
23

Ala Leu val Glu Lys Ile Leu
250

Lys Trp Thr Ser Ile Asn Ala
ys TP 265

ITe Thr Glu Ser val phe Ala
280 285

Arg val Thr Ala Ser Lys Ser
29 3

Gly Asp Lys Lys Thr Phe Leu

315

Ser Lys Ile %3 Ser Tyr Ala

GIn Met Ars Lys Ala Ser Glu Asg Asn Glu Trp Asn
34 34

Glu Leu Ala Mer Ile Trp Arg Glu Gl I
35§ ™ 338 u Gly Cys 1le ﬂg

Leu GIn Lys Ile Lys Asp Ala Tyr Asp Asn Asn Glu
370 ¥ y 372 T P 380

Page 31

Ile Ala

Pro Asn
175

':Bs Ala

Leu Leu

Asn Ala

Phe Asn

Asp Thr

255

Leu Glu

270

Arg pPhe

Leu Lys

Glu Lys

Gln Gl

3

Leu

Lys
350 y

Arg Ala

ASn Leu

Ala
160
Gly
Asp
cly
Gly
Lys
240
Ala
Leau
Ile
Gly
Tle
320
Phe
Leu

GIn

Gin

2A
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ASn Leu Leu Leu Asp
385

AM101548_staph_Epi.5T25
Pro Tyr Phe Lys Asn Ile val Met Glu Tyr
390 b Ly 395 b

Asp Ala Leu Arg Glu val val Ala Thr Ser val Tyr Asn Gly val
P e 405 410 v y 415

Thr Pro Gly Phe Ser Ala Ser Ile Asn Tyr Tyr Asp Ser Tyr A
r y. 420 423 1T YT Ash Ser Jgp A9

Glu Asp Leu Pro Ala Asn Leu Ile Gln Ala GIn Arg Asp Tyr Phe
P 435 440 o Mg

Ala wis Thr Tyr Glu
450

Tr‘g val Glu Glu

46

<210>
<211>
<212>

22
262

Arg Lys Asp Arg Glu Gly Ile Phe His Thr
g4¥5 P Ar9 y460

PRT
<213> Sstaphylococcus epiderwmidis

<400> 22
Met Lys Arg Leu Leu
1 5

Ala Cys Gly Asn Asn
Cy b 4 AS
Lys AsSp Lys Asp Thr
y P 3¥ -]
Phe Thr Tyr His asn
50 b
val Ile Lys Ala val
65 .
Glu Thr Ser Trp AS
: P “P
Asp Val Ile Ala Asn
. 100
r Lys Phe ser Glu
Tyr Ly A

Arg Glu Asn Glu Lys
130 ¥

l..eu Cys Ile val Ala Leu val Phe Val Leu
10 15
Ser Ser Asn Asn Lys Asp Asn GIn Ser Ser
25 30
Leu Arg val Gly Thr Glu Gly Thr Tyr Ala
rg % y y J Ty _
Lys Lys Asp GIn Leu Thr Gl r Asp Ile
l5-¥ P soy TY P
Ala Lys Glu Glu Asn L L Ph
AL y u Asn 7§u Lys Leu Lys Phe
Ser Met Phe Ala Gly Leu Asp Ala Gly A
mY P y ggﬂ
GIn val Gly val Asn Lys Asp Arg Glu Lys
y val ys Asp Arg T Ly
Pro Tyr Thr Tyr Ser Ser Ala val Leu val
b4 120“ 125

Asp Ile Thr Ser Phe Asnh Asp Val Lys Gl
p135 148 4 y

Page 32
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GIn
400

Ser
Gly

GlIn

Ala
ser
Pro
Asp
Asn
80

Phe
Lys

val

Lys
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Lys Leu Ala GIn Thr Phe Thr Ser Asn
145 150

Lys Gly Ala Asp ﬂg Thr Lys val Asp

Leu Leu Leu Ser Lys Arg val Asp Gly Thr phe Asn Asp Ser
180 y g 18!

T Ley AS r Arg Lys GIn Lys Pro
TY :LQE Tyr Arg Ly L
Lys tzi}‘ His Ala Glu Gln Asn Lys Ser

215

val Asp Glu Lys Thr Ile Glu Lys Phe
225 230
Arg Asp Asn Gly ‘2;1;': Leu Ala Lys Ile

Asp val Ser Lys Pro Glu
P 760

<210> 23
<21l> 310
<212> PRT

<213> staphylococcus epidermidis

<400> 23

\{a] Tyr Met Thr ls.ys Tyr val Leu Lys

Ser Leu phe Ile val Ile Thr 1le Thr
20 25

Pro Gly ser Pro Phe Asn Asp Thr Lys

35 40
Ile Leu Asn Glu Lys Tyr Gly Leu Asn
50 ys Ty 55y
val Asn Tyr-Leu Lys Asn val val Th
65 b y 70 r

Gin Tyr Kis Asn =|s:t Pro val Trp Asp

Pro Ser Met Glu Met Gly 1le Thr Ala
100 105

r Gly GIn Leu Ala
RAR1:1

615 Phe Asn GIn Ser
17

Asn Ala Lys Ile Lys
y 205

Ala phe Ala Phe Ser
220

Asn Lys Gly Leu Glu
s

Gly Lys Lys Trp Phe
255! y 14

Arg Leu Cys Tyr Met

13! Cys Ty

Phe Phe Leu Met Lss

3

Leu Asn Ala GIn GIn
45

Asp Pro val Ala Leu

60
Gly %p Phe Gly Asn

Leu val Lys Pro Arg
S0

Met val Ile Gly val
110
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Lys

Met

175

Leu

Ala

Lys

Lys

Gl
25

Phe
15

Leu
Lys
Glin
sar
Leu
95

val
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Ile
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Glin
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80
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. AM101548_staph_Epi.5725
Gly Leu val Leu Gly val Ala Ala Ala Thr Lys GIn Asn Thr Trp
s 120 125 -

ASp T;r Thr Thr Thr Ile Ile Ser val Ile Ala val Ser val Pro
130 135 140
phe val Leu Ala val Leu Leu GIn Tyr val Phe Ala val Lys Leu
145 150 155

Trp phe Pro val Ala Gly Trp Glu Gly Phe Ser Thr Ala Ile Leu

165 170 175

Ser Leu Ala Leu Ser Ala Thr val Leu Ala Thr val Ala ?58 Tyr

180 185

Arg Ala Glu Met Ile Glu val Leu Ser Ser Asp Tyr Ile Leu Leu
195 200 205

Arg Ala Lys Gly Asn Ser Thr Leu Lys Val Leu Phe Gly His Ala
rg 210 Y y 215 ¥ 220 y

Al‘g Asn Ala Leu Ile Pro Ile Ile Thr Ile Ile val Pro Met Leu

22 230 235

Gly Ile Len Thr GT; Thr Leu Thr ITe Glu Asn Ile pPhe Gly val

24 250 255

Gly Leu Gly Asp GIn Phe val Arg Ser Ile Thr Thr Asn Asp Phe

y 268 9 265 278

val Ile Met Ala Thr Thr Ile Leu Phe Ser Thr Leu phe Ile val

275 280 285

Ile phe Ile val Asp Ile Leu Tyr Gly val Ile Asp Pro Arg Ile
290 295 T el 30 9

val GIn Gly Gly Lys Lys
305 y ey by 3!0

r 24
<211> 514
<212> PRT
<213> Staphylococcus epidersridis

<400> 24
val Asn Glu Glu GIn Arg Lys Ala Gly Thr Ile Asn Ile Leu Ala
1 5 10 15

Arg Asp Arg Lys Ala Glu Lys As r Ser Lys Tyr Phe Glu Gln
oLy ys Asp Ty ys Ty 3061
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val
Ser
Glu
180
Pro
Ile
Ala
Leu
Ala
240
Pro

Ser

Ser

Arg

Glu

val
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val
Gly
65

Ala

Ser
Leu

Glu
Arg
24
Ser
Glu
6 y

Asp

WO 2007/001423

Gln Pro Pro Ser
35
GIn Tyr Asn Arg
50
Lys Gly Arg Thr
His Asp Thr Glu
85
Ala Thr Ser Asp
100
Ala Ile Arg Glu
115 e
Leu Lys His Leu
130
Gly Cys Met Ser
r an Asn val
R4 165
Pro Glu Ile Len
180
val Trp Ser Lys
168~ Y
Asp Gly His Ile
210 7
Phe Cys Thr Tyr
Arg Arg Pro Glu
9 245

Gly Tyr GIn Glu
v 260

Lys Asp Ile Glu
y 27g

Leu LyS
Asp Phe

55

pPhe Leu
70

val Met
Ile Asn
Asn Ala
LyS Lys
11
Gln Glu
150

AsSp Net
Glu Gy

Glu Gly

Lys Ala
¥ 215

‘2:!3 Ile

Asp Ile
Ile Thr

Gly Leu

PCT/US2008037746

AM101548_Staph_Epi.5T25
Glu Ala Lys Lys Arg Gly Lys Gin Glu
40 45

His Ile Asp Glu Iéss TYyr
Ile Lys Thr Tyr Gl 5
Y _ ;z y <y
Ala Gly Ile Leu Asn Ala
S0
Glu Ata Asp val Ile Leu
105
Glu Asn Lys Val phe Ser
120 125
Glu Arg Pro Asp Cys Lel
Glu Ser val val Asn Lys
155
val phe G'Ig Thr His Asn
17
Ala Tyr Leu Ser Lys Ala
i¥s 4
Asos Ile Ile Glu Asn Leu
2

205
Trp val Asn Ile Met Tyr
P 220 b4
val pro phe Thr Arg Gly
235
ITle Asp Glu val Arg Glu
P 250 i

Leu Leu Gly GIn Asn val
265

AS| r Glu Leu Gly As
288 i y ng

Lys Gly Met

Gln Met Asn
80

Leu Gl r
gsv TY

Ile Asn Thr

110

Glu Xle Gly

Ile Gly val

Ile Leu Lys
150

Ile His His
175

Met val val
Pro Lys val

Gly Cys Asp

Lys Glu A
240

Leu Ala A
255 g

Asn ser Tyr
270 v

Leu Lteu Glu

Ile Ser Lys Ile Asp Ile Pro Arg val Arg Phe Thr Thr Ser His
290 ¥ P 295 g 9 300

Page 35
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AM01548_Staph_Ep1.5725

pro Trp Asp Phe Thr Asp Arg Met Ile Glu val Ile Ala Lys Gly Gl
305 P Asp 313 ke 315 ¥ 32‘
Asn Ile val pro His Ile His Leu Pro val Gin éer Gly Asn Asn GIn
325 330 335
val Leu Lys Ile Met Gly Arg Lys Tyr Thr Arp Glu Ser Tyr Leu Asp
¥ 340 y Aro Ly 345 0 ?ﬁ'o
Leu val Ser Arg Ile Lys Glu Ala Ile Pro Asn Val Ala Leu Thr Thr
355 360 £ 1
Asp 11e Ile val Gly Tyr pro Asn Glu Thr val Glu Gin Phe Glu Glu
370 375 380
Thr Leu Ser Leu Tyr Asp Asp val GIn phe Glu His Ala Tyr Thr Tyr
385 B4 398 395 IKo
Leu Tyr Ser GIn Arg Asp Gly Thr Pro Ala Ala Lys Met Lys Asp Asn
v 45& P Gly 410 y 41E
val Pro Leu Glu val Lys Lys Glu Arg Leu GIn Arg Leu Asn Lys Lys
420 ys Ly 45? o 430 ys by
val Gly Ile Tyr Ser GIn GIn Ala Met Ser Gln Tyr Glu Gly Lys Ile
y 435 i 440 R 445 y bty
val Thr val Leu Cys Glu Gly Ser Ser Lys Lys Asp Glu.Asn val Leu
450 o 45! ys Lys 468
Ala Gly Tyr Thr Asp Lys Ash Lys Leu val Asn Phe Lys Gly Pro A
465 4 4’1'0 s 475 y y 458
Glu Ser Ile Gly Lys Leu val Asp val Lys Ile Asp Glu Ala Lys GIn
4 4% P o35
Tyr Ser Leu Asn Gly Thr phe Ile GIn Glu His GIn Arg Ser Met val
500 y 505 ra 510
Thr GIn

<210> 25
<2]1l> 394

PRT
<213> Sstaphylococcus epidermidis
<400> 25

!et ser Arg Ile ga'l Leu ATa Glu Ala Rr Arg Thr Pro Ile ﬂy val
Page 36
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AM101548_staph_Ep1.5T25 v ANSAE—

phe Gly Gly \;g’l Phe Lys Asp Ile 5;0 Ala Tyr Glu Leu g‘ll)y Ala Thr

val Ile Arg GIn Ile Leu Glu His Ser Gln Ile Asp Pro Asn Glu Ile
35 40 45

Asn Glu val Ile Len Gly Asn val Leu GIn Ala Gly GIn Gly GIn Asn
50 55 60

Pro Ala Arg Ile Ala Ala Ile nis Gly Gly val Pro Glu Ala val Pro
65 70 75 80

ser phe Thr val Asn Lys val Cys Gly Ser Gly Leu Lys Ala Ile GIn
85 y i y 90 y 4 95

Leu Ala Tyr GIn Ser Ile val Ala Glz Asp Asn Glu ITe val Ile Ala
100 10 110

Gly Gly Met Glu Ser Met Ser GIn Ser Pro Met Leu Leu Lys Asn Ser
115 120 125

Arg Phe Gly Phe Lys Met Gly Asn GIn Thr Leu Glu Asp Ser Met Ile
130 13 140

Ala Asp Gly Leu Thr Asp Lys Phe Asn As r His Met Gly Ile Thr
145 P cly 158 y P RS y 160

Ala Glu Asn Leu Val Glu GIn Tyr GIn Ile Ser Arg Lys Glu GIn Asp
165 170 175

GIln Phe Ala Phe Asp Ser GIn GlIn i;s Ala Ser Arg Ala GIn Gln Ala
180 5 190

Gly val phe Asp Ala Glu Ile val Pro val Glu Val Pro GIn Arg Lys
195 200 205

Gly Asp Pro Leu Ile Ile Ser GIn Asp Glu Gly Ile Arg Pro GIn Thr
218 215 P y 220 b

Thr Ile Asp Lys Leu Ala GIn Leu Arg Pro Ala Phe Lys Lys Asp Gl
225 P Ly 230 9 235 ys Ly pz

Ser val Thr Ala Gly Asn Ala Ser Gly Ile Asn Asp Gly Ala Ala Ala
24 250 255

Met Leu val Met Thr Glu Asp Lys Ala Lys Ala Leu Gly Leu GIn Pro
260 265 270

ITe Ala val Leu Asp Ser Phe Gly Ala Ser Gly val Ala Pro Ser Ile
Page 37
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2725

~

Met Gly Ile Gly Pro val Glu Ala Ile His
295 295
Asn Lys val Ile Asn Asp val Asp Ile Phe
305 Y 318
Ala Ala GIn ser Ile Ala val Asn Arg Glu
. 325 330
Lys val Asn val Asn Gly Gly Ala Ile Ala
340 345
Ala ser G1§ Ala Arg Thr Leu val Ser Leu
35 360
Ala Lys Pro Thr Gly val Ala Ser Leu Cys
3’0 y 375 <
Ile Ala Thr val val Ser Lys Tyr Glu val
385 390

<210> 26

<21> 292

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<40» 26

Met Ala Ile Ser Ala Lys Leu val Lys Glu
1 5 10
Ala Gly Met Met As S Lys Lys Ala Leu

%0 p Cys Lys Ly %5
Ile Asp Lys Ala Ile As r Leu Arg Glu
3! p Ty 5 rg
Ala Lys Lys Ala Asp Arg Ile Ala Ala Glu
ls-x ) 4 p Arg 55

val Lys Asp Asn Glu Ala Ala Ile val Glu
65 70

Phe val Ala Arg Asn Glu Gly Phe GIn Glu
85 90

PCT/US20030037746

AM101548_Staph_Epi .5T125
280 » 285

Lys Ala Leu Lys Arg Ser

y 200 ys Arg

Glu Leu Asn Glu ATla Phe

315 320

Leu GIn Leu Pro GIn Asp
335

Leu Gly His Pro Ile Gly

350

Leu His GIn Leu Ser Asp
365

Ile Gly Gly Gly GIn G1
“5 y Gly y

Leu Arg Glu Lys Er Gly

Thr Glu Thr ggp Gly Asp

Lys Gly ﬂe Ala Lys Ala

Gly Leu val His val Glu
60

Ile Asn Ser Glu Thr Asp

75 80

Leu val Lys Glu ;}e Ala

Ash His Ile Leu Asp Ser Lys val Glu Thr val Asp Ala Leu Met Glu
100 P Y 105 P 110

Ser Lys Leu Ser Ser Gly Lys Thr val Aasp

Glu Arg Met Lys Glu Ala
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115
Ile ser Thr Ile Gly Glu L!s
130 135
Thr Lys Thr Asp Asn Asg Ala
145 15
Arg Ile Gly val Leu Thr val
. 165
Ala Lys Asp val Ala Met His
180
ser ser Glu Gin val Ser Glu
195
Leu L!s GIn Gln Ala Leu Asn
210 215
Lys met val Glu Gly Arg Leu
2!5 238
val Asp GIn Asn Phe val Lys
245
Leu Lys Ala LyS ly €l S
2‘0 y Gly Ly
Gly Glu Gly Mer Glu Lys A
y z7¥ ys Arg
Gly GIn Met Lys
y 290 et

210> 27
<211> 310
<212>

PCT/US2005/037746
AM101548_staph_Epi.S125
120 P 125
Leu ser Ile Arg 2;3 Phe Ser Ile Arg
Phe Gly Ala Tyr Leu His Met Gly Gl
y ES y 16%
val Glu G'Ix The Thr Asp Glu Glu Ala
17 175
Ile Ala Ala Ile Asn Pro Lys Tyr val
185 1!0 Ty
Glu Glu Ile Asn His Glu Arg Glu val
200 205
Glu Gly Lys Pro g}g Lys Ile val Glu
Arg Lys Tyr Leu GIn Glu Ile Cys Ala
e Lys Ty 235 4 240
Asn Pro Asp Glu Thr val GTu Ala pPhe
250 o 258
Leu Thr Asp Phe val Ar r Glu val
265 P 9 -{;0

Glu Glu Asn Phe Ala Glu Glu val Lys
280 285

PRT :
«<213> staphylococcus epidermidis

<A400> 27
Met Thr Glu val ?sb Phe Asp

Gly Met.Thr %a Ala val Tyr
Met Ile g}u Arg Gly Met Pro

val Glu Asn phe Pro Gly Phe

val Ala Ile Ile Gly Ala Gly Pro Ala
10 15
Ala Ser Arg Ala Asn Leu Lys Thr val
25 35
Gly Gly 61n Met Ala Asn Thr Glu Giu
40 45

Glu Met Ile Thr Gly Pro Asp Leu Ser
Page 39
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50
Thr Lys Met Phe Glu
65
Gly Asp Ile LyS Ser
y Asp 35
Leu Gly Asn li s Glu
Ala Glu Tyr Lys Lys
s =
Arg Gly val ser Tyr
9 13
Lys Arg Leu Phe val
143 "9
Thr Phe Leu Thr L g
ASp Glu Leu Arg Ala
P 263
Asp Lys val Asp phe
p Ly 185 P
Lys Gly Lys val
y ﬁg Y Ly
Ala Glu Gln Thr TYr
225 i
Lys Pro Leu Thr Ala
245
Gly Tyr Ile val Thr
260
Phe Ala Ala Gly As
275 y Asp
Ala Thr Gly Asp G1
290 y Asp Gly

Thr Glu Leu Lys AS
305 u Ly P

PCT/US2003037746

An101548_5taph_5‘i .ST25
55
His Ala Lys Lys phe Gly Ala Glu Tyr GIn Tyr
70s ys Ly 75! TY R
val Glu Asp Lys Gly ASp Tyr Lys val Ile Asn
90 . 95
Ile Thr Ala His Ala val Ile Ile Ser Thr Gly
105 10
Ile Gly val Pro Gly Glu GIln Glu Leu Gly Gl
y M y 1 y Gly
Cys Ala val Cys Asp Gly Ala Phe Phe Lys Asn
sl Halied 140
Ile Gly Gly Gly asp Ser Ala val Glu Glu Gl
150 y o1y &ly £5p 155 165
Phe Ala Asp Lys val Thr Ile va) His Arg A
pLy 170 17rg ro
Gin Asn Ile Leu GIn Glu Arg Ala Phe Lys Asn
185 190
Ile Trp Ser His Thr Leu Lys Thr ITe Asn Glu
200 205
Gly Ser val Thr Leu Glu Ser Thr Lys Asp Gly
215 220
Asp Ala Asp Gly val pPhe XIle Tyr Ile Gly Met
23 pelyval s e ™ Y 240
Pro Phe Lys Asn Leu Gly Tle Thr Asn Asg Ala
250 25
Gln Asp Asp Met Ser Thr Lys val arg ¢ly Ile
P ASP 265 d 2;8 y
val Arg Asp Lys Gly Leu Arg &ln Tle val Thr
re 2!8 Y y e 285
Ser Ile Ala Ala GIn Ser Ala Ala Asp Tyr Ile
295 300

Asn
310

Page 40
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<210> 28

<211>
<212>
<213>

<400>
Met Thr
1
Ile Leu
val Pro
Ile Ala
50
Thr Ris
65
val Gly
Leu Ile
ser Ala
Trp Gl
P 13
GIn Leu
145
Ala val
Ala Ala
Met Trp
Ile val
210

Asn Leu
225

465
PRT

28

GIn Lys ';yr Arg

val Met val val
20

Ile Gln Ile Leu
35

His Arg val Gly

ser Thr
70

Arg Leu

val
85

Tyr m Gly

Ile 1le Gly

Leu

Phe Ile Ile Ser
115

Ser Ala Ser Thr

Gly val Pro Ala

150

phe Gly Lys

268

Leu val Thr Lys
180

Thr Thr
195

Ile Pro

Gly Leu Gln Tyr

Leu Lys Glu

AM101548_staph_gpi .ST25

staphylococcus epidermidis

r Pro Thr Phe
T 10

val val val Ile
25

Leu Leu Ile Ser
40

Leu

Lys Trp Lys
55

Ala Met Pro Ala
Ser Trp Met Tyr
P Met 38
Lys Phe Leu Asn
105
Ala Met Thr Ser
120

Ala

Gly ITe Ala
135

Gly Met Ala Ala
Met
val Asn Ile phe
185
Ala

Ser Ile Ile
200

Lys Gly Asp Ala
afs ©Y AP

Ley Thr Thr ITe Tyr Asn
230 235

Ser Pro Leu
170

Leu Glu Ser

Gly Phe val

Ser Ala Hr

Asp Leu Glu
60

Ile Phe Ile

75

Ser Gly Thr

Pro Ser Tyr

ITe Ala Thr
125

Leu Ile Ser
140

Gly Ala Ile

15

Ser Asp Thr

Ala His Ile

Gly Leu Ala

205

Thr Gln
220

Asn

Leu Asn

Page 41

Ile Ser
15
Phe Phe
30
Ala Ala
Glu Gly
Ile Leu
val Pro
95
Leu Leu
110
Gly Thr
Ile Ala
Ile Ala

Thr Asn
175

I].zg Ser

Ile Trp
GIn Ile

phe Trp

PCT/US2005037746

Thr
AsSh
Leu
Ile
i
Ala
val
Ala
Asn
g‘g
Leu
Met
Phe

Gin

val
240

nn\?
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Trp ITe Pro Leu Xle
245

Thr val Pro Ser Met Leu Ile Ser Ser ITe Ser Ala
260 265

Thr Phe Asg His GIn phe Asn Met Lys Asp Gly Phe
27 280

Asp Gly Phe Asn His Thr Met Leu His GIn Ser His
298 295 300

Ala Lys Thr I1e Glu GIn Gly Gly Met Met Sser
308 310 315

Ile Phe
325

Ile val Thr Cys Gly Tyr Ala ;I;g Ala Gly

Ala Gly Cys Leu Asp val Ile Leu Glu Thr Ile Ala
340 345

Leu

Ser val G'I; Thr Ile Leu Xle Thr val val cys
35 360

Ile
380

val phe Ala Ala Gly val Ala ser Ile val Ile
370 7S

Leu Met Lys Asp Met Phe Glu Lys Met Asn val Ser
385 350 395

ser Arg Thr

Leu Glu Asp Ser Ser Thr Met val Leu
410

405

Gly Ile Tyr Tyr ﬂg His GIn Leu

Trp Gly Thr Ser
.p y 420

ASp GIn Phe Phe Ile Trp Ala Ile Pro Cys Tyr Leu
P 435 e 440 s Ty

Ala Ile Xle Tyr Phe Thr Gly Ile Gly Ile Lys
450 T 455 y y 4

29

235

PRT

Staphylococcus epidermidis
29
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M10154I_Staph_l§r'i .ST25 . .
Ile Ile val Leu c;s Leu Ile Phe Arg Tle .
250 255

ser

Leu val ITe Gly
270

Lxs Ala Ser Phe

285

Ile Ser Asp Asn

Ile
320

Met Thr GIn

Ile val Glu Lys
335

Lys Gly val L
yssss al Lys

Ser Ile Met Leu
365

Met val Gly val

Lys Ser val Leu

400

Pro Leu Ile Pro
415
Asn val Ser val
430
s Ala Phe Ile
it

Lys Ile Ser Arg
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Ala Gly Tyr
Asn val Asp
35
Glu Leu Asn
S0

Val Asp Asn
65

Ser Trp ser
Ser Ser Asn

val GIn Ala
115

Thr Ser Thr
130

Ser Ser ser
145

Ser Tyr Ala
Thr Trp Gluy

Arg Asn Ala
195

Gly Ser Thr
210

r Lys Ala
3 14

<210> 30
<211> 296
<212»

Met Lys Lys Thr \sla‘l

Gly Leu
20
Lys Ala
Ala Lys
Gly Tyr
r Ala
i 85
Gin Glu
100
val Ser
Thr Sser
val Arg
Ala Ala

165

His Ile
180

Sser Gly

mlOlSMtafH:il .ST25

.I1e Ala Ser Thr Leu A Ser
10

ser Gly His (z;}u Ala His Q‘la Ser
His Leu val Asp Leu Ala G1n His

40 45

Pro val GIn Ala Gly Ala Tyr As
55 y 3 P

GIn Tyr Asn Phe Thr Ser Asn Gl
70 hbd 75 y
val Ala Gly Ser agp Ala Asp Tyr
val Ser Ala Asn Thr GIn Ser Ser

105

Ala pro Thr Ser Ser Glu Ser Ar
120 12?
r Ser Ala Pro Ser His Asn Tyr
b 135 140 b
Leu Ser Asnh Gly Asn Thr Ala Gly

150 155
GIn Met Ala Ala Ara Thr Gly val
17

Ile Ala Arg Glu Ser Asn Gly GIn
185

Ala Ala G'!.{ Leu Phe GI1n Thr met
2 205

Leu Gl
lsy
Glu Thr
30
Asn Pro
Ile His
ser Glu
Thr Glu

Asn Thr
110

Ser Tyr

Ser ser

er val
Ser Ala
175

Leuy His
190

Pro Gly

Gly ser val Asn Asp GIn Ile Asn Ala Al
y 215 P " 225 2 Tyr Lys

GIn Gly

Leu ser Ala Trp Gly Met
230 235

PRT '
<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 30
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Ile
Thr
Glu
Phe
0
Ser
Asn
ser
His
g‘l

Ser
Ala
Trp

Ala

{5
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Leu

Pro

Glu

val

val

Ala

Glu

145

Glu

Lys

val

Leu
225

Tyr

Ile

WO 2007001423

ASn
Ala
Gly
val
50

ASp
val
Pro
Gln
AsSnh
130
Leu
Ala
val
Ala
Met
210
Ala

ser

Ala

Lys

Leu

val

35

His

Lys

Glu

Phe

Leu

115

Glu

AsSn

Lys

AsSn

Glu

195

Leu

Asp

Arg

Ser

Glu GIn Leu Glu

Asp GIn Ser Gly
20

Asn Glu Asp GIn
Asp Met Arg Thr
p rg 55
Ile Leu Gly Ala

70
Gly Lys Tyr Thr
Y &
Leu Lys val As
T Ly P
Met Lys Pro Ile
Arg His Ile Phe
135
Glu GIn G'IK Ile
15

Lys Ile Ile Ala
165

Ile Asn Ala Lys
180

Ile Lys Lys Gly

Lys Leu Thr Ile
215

His pPro Asn val
230

Asp Glu Ala Asn
245

Phe ser Arg Ala
260 9

AM101548_sta 1§ .ST25
LysnetIhOrHsGyLysﬂy

Gly Ser Thr Pro Lys Ala Leu
25 30

%r‘ Ser Asn Glu Asp (‘i}u Met

Arg val val Thr !'G.gr Pro Ser

Ile Leu Phe t;}u GIn Thr Met

Gly As r Leu Ala Asp Lys
Yy Asp ';B P LY

Lys Gly Leu Ala Glu Glu Lys
¥$ So¥ 1o

AsSp Asp Leu Asp Glu Thr Leu

128 P P 125

Gly Thr Lys Met Arg Ser Asn
Y s e g

Lys Asp val val Glu GIn GIn

155
Lys Gly Leu val Pro Ile Ile
170

Asp Lys Ser Glu Ile Glu Lys
P iks 1%

Leu Asp Ser Leu Asn Asp As

200 P 2og P

Pro Thr Glu Ala Asn Leu Tyr

220
val Arg val val val Leu Ser
- 235

LYS Leu Leu Lys ASp Asn As

Y 250 Y P P

Leu Ala Ser Asp Leu Arg Ala
265 P re 270
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Phe Ile
15

Lys Glu
Phe GIn

Phe Ser

AS|

3
P
3

Gly val
95,

Asn Gly
Asp Arg
Ile Leu
Phe Glu

160

Glu Pro
175

val Leu
GIn Leu
Lys Asp

g

Glu Leu
255

ser GIn °

.
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AM101548_staph_Epi.ST25 _
' nﬂ1~r2-
ser ¢In Glu Glu Phe Asp Lys Ala Leu Gly Asp Ala val Asp Ser Ile
275 . 280 285

r Asp Ala Ser val Asn Lys Asn
Ty 298 2!5

<210 31

211> 263

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<d00> 31

Lteu Lys Glu Arg pPhe Ile Lys Lys Thr His Tyr Leu Asp Tyr GIn Phe
1l 5 10 15

Asp Glu Pro Thr Asp Ile Lys Leu Gly Phe Thr Thr Arg Glu Asn Gly

20 25 30
Leu Ser Pro Tyr Pro Asn His Ser Phe Asn Met Ala Arg Tyr Ile Ser
35 40 45
Asp Ser Ala His His Ile Thr His His GIn Asp Ile Leu Ala Asn Leu
50 55 60
E_r',' Gly Tyr Pro Arg Asp Glu Trp val phe ;;o Ile GIn Thr His ssp

70
Ser Arg Ile val Glu val Thr Ser Glu His Lys Gly Thr Ash Ile Asp
85 . 90 85
Glu Leu Thr Asp Asp Leu His Gly Ile asp Gly Met Tyr Thr Phe As
1& P 105 paly bt 110 4
Ser His Ile Leu Leu Thr Met Cys Tyr Ala As s val Pro val Tyr
115 30 i n oy 125 R4
Phe Tyr Ser Glu Pro His Gl r ITe Gly Leu Ala His AlaGily T
BO 13 T y 140 y 1P
Arg Gly Thr Tyr Gly GIn Ile val Lys Asp Met Leu Lys Lys val As
15? y T y 150 ¥ P 155 ys Ly 168
Phe Asp Tyr Glu Asg Leu Lys ITe val Ile Gly Pro Ala Thr Ser asn
16 170 175
180

ser Tyr Glu Ile Asn Asp Asp Ile L g Ash Lys Phe Glu E;H Ley Thr

Ile Asp Ser Thr Leu Tyr XIle Glu Thr Arg Gly Lys Asn GIn His Gl
P 195 200 8 6ly by 205 y
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.5 fint q3
AM101548_staph_Epi.5T25
Ile Asp Leu Lys Asn Ala Asn Ala Leu Leu Leu Glu Glu Ala Gly val
215 ¥ 215 220
Pro Ser Lys Asn Ile Tyr val Thr Glu Tyr Ala Thr Ser Glu Asn Leu
2;5 y ;!0 v 235 240
ASp Leu Phe Phe Ser Tyr Arg val Glu Lys Gly GIn Thr Gly Arg Met
Sp Leu The eus'ry de 2!0 y yzsg
Leu Ala phe Tle Gly Arg Lys
260 g
32
<211> %03
213> Staphylococcus epidermidis
<400> 32
Met Lys Ser Lys Pro Lys Leu Asn Gly Arg Asn Ile Cys Ser Phe Leu
) y y g y Yy 10’ Cy 4
Leu S5er Lys Cys Met Ser Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Ser Thr Leu Lys
y % b 25 y 30 ¥
Thr Tyr Asn Phe GIn Ile Thr Ser Asn Asn Lys Glu Lys Thr Ser A
b4 35 40 y 4! e
Ile Gly val Ala Ile Ala Leu ASn Asn Arg Asp ls.gs Leu GIn Lys Phe
50 55
Ser Ile Arg Lys Tyr Ala Ile Gly Thr Phe Ser Thr val Ile Ala Thr
65 o Lys Ty 70 y 75 80
Leu val Phe Met Gly Ile Asn Thr Asn His Ala Ser Ala Asp Glu Leu
BS 90 95
Asn GIn Asn GIn Lys Leu Ie Lys GIn Leu Asn GIn Thr Asp Asp As
100 - Y 105 J.'IB P AsP
Asp Ser Asn Thr His Ser G1n Glu Ile Glu Asn Asn Lys GIn Asn Ser
115 120 5
Ser G'lx GIn Thr Glu Ser Leu Arg Ser Ser Thr Ser Gin Asn GIn Ala
13 135 140

Asn Ala Arg Leu Ser Asg GIln phe Lys Asp Thr Asn Glu Thr Ser Gln
145 15 155 160

GIn Leu Pro Thr Asn val Ser Asp Asp Ser Ile Asn GIn Ser His Ser
165 170 175
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Glu

Gln

AsSh

ser

225

Gln

ASp

Ala

Leu

-

3b5

Arg

Glu

Phe
AsSn
385

Lys

His

WO 2007001423

Ala Asn Met Asn Asn Glu
180

Ala His Ser Lys Tle val
195

Lys His His Lys Leu Thr
2 215

Lys Asn Asp Lys Glu Lys
y p LY %30

G1n val His Pro Leu

Pro
245
Ala ser '%5 His Asn Tyr

Thr Glu Tyr GIn Lys val
275

Leu Gly Asn Asn GIn Asn
290 295

GIn GIn Leu Glu L{‘s) Ala
3
Ser Thr Thr Glu Lys A
325 ys Ar

Asn Arg Ser Ser Arg Ser
340

val Ser Lys Asp ASp As
11 P ASp Asp

70

AM101548_staph_Epi.ST25
Pro Leu Lys val Asp Asn Ser Thr
185 190

sSaer Asp Ser Asp Gl
300 P p Gly
Glu Asn Val Ley Ala
220
Glu Asn Leu GIn Glu
235
ASp Lys Asn Ala Leu
pLy 250
Al Met Tle AsSp A
rg 1 p Arg
Lys Ser Thr Phe As
%0 P
ITe Pro Ser Glu GlIn
300
Leu Glu Leu Ala A
315 re
Gly Arg Arg Ser Thr
b4 _"9 3;8

AS) r Leu Asp Ala
p ';)"5 p

ASp Ser Gly pPhe Pro
36b y

His Ala Ser Asn Arg Arg Trp Pro Tyr Asn Leu
B;g 380

Asn Ala
205

Glu Ser
LyS Asp
GIn Ala

Asp Ar
P 7

T!r val
285
Leu val
Thr Leu
Arg ser
Arg Thr
e 350
Pro Gl
365 y

Pro Arg

Ser

Arg

Lys

Phe

255

Ala

Asn

sSer

ser

val

335

Glu

Thr

ser

Ile Leu Arg Ala Ser Asp val Gln Gly Asn Ala Tyr Ile Thr
390 P y 395 hd

Arg Leu Lys Asp Gl r
9 vmg y Ty

Gln Trp ﬁs Ile Leu

Lys Gly His Glu Tyr Met Tyr Tyr Trp Phe Gl
420 4 I!S P y

GIn Thr Pro Thr Gly Pro val Thr Phe Thr Xle Ile
435 440
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ser igs Thr ser Thr Gly EH val Gly Phe Gly iss Gly Ala Pro Leu
:Eg GIn Phe Trp Arg i% Ala Gly Ala Ile :;g ser Ser val Ala ﬁg
Asp Phe Lys His gag ser Ala Thr Asn m Ala phe Tyr Asp (4;3 val
Asn Asn Phe gaa Asp Phe Ala Arg ‘5%! Gly Glu Leu Tyr '5"18 ASp Arg
Glu Gly g}g Thr GIn Thr Asn I.’:!(s) Tyr Tyr Gly Asp (s;;g Asn Phe Al1a
Leu '553 Asn Ser Glu Lys ls';g Asp GIn Ile Arg glx Leu Asp Thr Ile
a; Ser Phe Lys Gly .;.gs Gly Asp val Sser }'gls' Arg Ile Ser pPhe ls.g
Thr GIn Gly Ala I;Eg Thr Ala Arg Leu '35 Tyr Ala Ala Gly e‘;g Arg
ser Gly Glu RE Arg GIn Ala Thr gag Tyr Asn GIn Leu ;’;5 val Glu
Pro Tyr l'.j.;g ASn Tyr Arg Asn eaa val GIn Ser Asn Y‘%} GIn val Lys
ASn %:';.8 Thr Leu His Leu Iéig Arg Thr Ile Arg g}g Phe Asp Pro Thr
ts.;g Gln Arg Thr Thr g;s val Pro Ile Leu e;g Ser Asp Gly Ser 216
Ser Ile Asp Ser \GI:} Tyr Asp Pro Leu EEB Tyr val Lys Asn \Glg} Thr
Gly Thr val %Eg Gly Ile Tyr Pro gg; Tyr Leu Pro Tyr e;g GIn Glu
Arg Trp g;lsl Gly Ala Asn Ala '6':5 Asn Ala Tyr GIn gg Glu Glu Leu

phe Ser GIn Glu Asn Leu GIn Asn Ala Ala Arg Ser Gly Arg Pro Ile
690 695 700

GIn Phe Leu val Gly Phe Asp val Glu Asp Ser His His Asn Pro Glu
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720

Thr Leu Leu Pro Val Asn Leu Tyr val Lys Pro Glu Leu Lys His Thr
r 725 i 7!0 ¥ 735

Ile Glu Leu Tyr Hfs Asp Asn Glu Lys GIn Asn Arg Lys Glu Phe Ser
¢ ;yﬂ) P 7!5 9 750

val ser Lys Arg Ala Gly His Gly val phe GIn Ile Met Ser
7!5 g y 7 765

Leu His Asn Thr val Gly Ser Gly Ile Leu Pro Tyr Gln Gin
770 775 ;!0 J

Arg Ile Lys Leu Thr Ser Asn Glu Pro Ile L;s Asp Ser Glu
75! 790 795

Ile Thr Gly Tyr Asn Thr Leu Thr Ii?.g GIn Asn Ala val

Pro
BOS
Thr Asn Asn Ala Thr Glu Lys Asn Leu Ala Leu val Gly His

820 825 830
Pro Gly Asn Tyr Phe X1e Thr val Lys phe Gly Asp Lys val

y 835 R4 840 Y y Asp st
Phe Glu Ile Arg Ser Lys Pro Thr Pro Pro Arg Ile Ile Thr
850 860

Ash Glu Leu Arg Gly Asn Pro Asn His Lys Pro Glu Ile A
865 9 ol 870 y 875 o
Asp Ile Pro Asn Asg Thr Thr Ala Lys Ile Lys Leu Val Met
a8 890
Thr Asp Gly Asp His Asp Pro Glu Ile Asn Pro Tyr Thr val
Y 905 P 905 v 910
Asn Tyr Thr val val Ala Glu Ala Tyr His Asp Asn Asp Pro
915 920 i P 92?
Asn Gly val Leu Thr Phe Arg Ser Ser As r Leu Lys As
935 95! Py 940 ¥ P
Leu Ser Gly Glu Leu Lys Ala Ile val Tyr Tyr Asn Gln Tyr
945 9!0 v ;!5 R4

Ser Asn phe Ser Asn Ser val Pro Phe Ser Ser Asp Thr Thr
965 970
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800
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His val Glu Ile Thr Leu Pro val Thr Asp Asn Thr Gly Gly Ser Gly
995 1000 P ASh ThT Sols
Leu A Asp val Asn val Asn Leu Pro GIn Gly T Thr Lys Thr
15&0 P 1015 1550
Phe Thr Ile Asn Pro Asn Asn Asn Thr Glu Gly Thr Leu Lys Leu
1025 1030 1035
Ile Gly Asn Ile Pro Ser Asn Glu Ala Tyr Asn Thr Thr Tyr His
1040 1045 1050
Phe Asn Ile Thr Ala Thr Asp Asn Ser Gly Asn Thr Thr Asn Pro
© 2055 1060 Y ASR 1065
Ala !I.Bs Thr Phe Ile Leu Asn Vval Gly Lys Leu Ala Asp Asp Leu
70 1075 1080
Asn Pro val Gly Leu Ser Arg Asp GIn Leu GIn Leu Vval Thr As
1085 y 1080 P 1095 P
Pro Ser Ser Leu Ser Asn Ser Glu Arg Glu Glu val Lys Arg Lys
1100 1105 9 1110 ys Arg Ly
Ile Ser Glu Ala Asn Ala Asn Ile Arg Ser Tyr Leu Leu GIn Asn
1115 1120 1125
Asn Prg Ile Leu Ala Gly val Asn Gly Asp val Thr Phe Tyr Tyr
1130 y 1135 y Asp 1140 Tyr Ty
Arg Asp Gly Ser val Asp val 1Ile Asp Ala Glu Asn val Ile Thr
1145 1150 1155
Tyr Glu Pro Glu Arg Lys Ser Ile Phe Ser Glu Asn Gly Asn Thr
1160 ye 1165 1170 y
Asn Lys Lys Glu Ala val Ile Thr Ile Ala Arg Gly Gl
1{75 yS 1iso e Ala Arg ].'I.!S n Asn Tyr
Thr ITle Gly Pro Asn Leu A s Tyr Phe Ser Ley Ser Asn Gl
1190 155 ys Ty 1200 y
Ser AsSp Leu Pro Asn Arg Asp Phe Thr Ser Ile Ser Ala Ile Gl
1285 1220 . 1215 y

Ser Leu Pro Ser Ser Ser Glu Ile Ser Arg Leu.Asn Vval Gly As
1220 1225 " 1230 y Ash
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Asn r
1235 R

Glu Leu
1250

Gly Asn
1265

1380 "
s

15
i

Leu Arg
1340

ser Sser
1355

ser ¥Pro
1370

Gly Ar
1385 9

Thr Ala
1400

Lys GIn
1415

Ile A
1430 e

Ile GIn
1445
Arg GIn
145

Ser Ile
1475

Arg
Asn
Asn
Ile
AsSn
Arg
Ile
Trp
Lys
Asp
Gln
Lys
Leu
Asp
val
val

val
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val Asn Ala Lys Asn Ala Tyr His Lys Thr GIn
al Asn 2240 e Y

Leu Lys Leu Lys
Y 1255y

Arg val r A

9 val [0 A"

Asn Lys Ile Lys

o 1285 d

Leu Asn Asg Asn
1300

Asn val Ser Ser
1315

Lys Glu Phe Ser
1330

val Asn Ile A
1345 e

Ile GIn Gly Ar
130 '

His Lys Ser Leu
1375

Ile Asn Thr Asn
1390

Asn Ser Asn_Leu
1405

Ala Glu A Gl
1a%0

Asp Gly Glu Lys

paly 1435 Y

Leu Asp Leu Vval
1450

Sar His Sar Asn
1465

Asn Gly GIn val
1480

Ile

val

GIn

ASp

val

ser

Asp

ASn

Ile

ASp

Arg

ser

Ser

Glu

val

Pro

val Glu val A.-;n Ala Pro
1260

ser Thr ;5 Asn Leu Thr

Ala Phe as Ala Ala Asn
90

Ile Thr val Ser Asn Asn
1305

Thr val Thr Ile Arg Lys
1320

ASn Leu ASn_ Asn Met Asn
1335

AS r Thr Ile Ser Trp
Py 1350

Thr Asp Gly Gly Leu GTIu
P 13%5 y

TYr LYS '350 Asp Ala Thr

val Leu Thr Leu Leu GIn
1395

Ser Asn e Asn Ser Asn

Il

1410

Asn G1 r Ser Lys Ser

Y T4as e L

Tyr Leu Leu Asn Ser Asn
1440

Pro Asp Ash Gl r Gly
1455 Yy

Ile Tyr Asn Glu Lys Asn
R 1470 y

Glu Ala Asn  Gly Ala Ser
1485
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Ala Phe Asn Ile Asp Lys
1490

Gly Ile
y 1505

r ser
b 1520
Asn Thr
1535

val Asn
1550

r ser
b4 1565
Tyr G‘Ix
1580

Met Thr
1595

Thr Asn
1610

Ser Gl
1

Leu Asn
1640

Pro val
1855

Glu ﬁgo

Met Gly val Ile

Pro Lys Gly Tyr

Asn Asn val Ile

Pro ser Ile Thr

Gly Glu Thr Phe

Leu Asn Thr val

Arg Asn AsSn Asn

Ser Thr Asn Lys

5 Asn Glu Ser Ile

Glu Lys Tyr Arg

Arg Ile Ser Asn

GIn Asn Arg val

Leu Gly Thr Arg Asn Tyr
ieks T A9 Asn Ty

Ser GlIn
1700

val Asn
5

171

Thr val

val val Ser Lys

val thr Thr Thr

Pro val Lys His
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val val Lys Ala Asn Ala_ Ala Asn
1495 1500

r Lys Ala
4
Ile Glu L
1525 ys
Asn  val Tyr
1540 R4
val Gly Asn
1555
LYS Asn Thr

1570

Ala Ser Thr
1585

Glu Leu val
1600

Ile val Lys
1615

val Ser phe
1630

Ile Thr Thr
1645

Ile Gln Asn
1660

Lys Ser Sser
1‘15

val 'Asn Glu
1650

val Asn A
1705 9

GIn Leu Tyr Leu
RIS

Leu Gly GIn Asn
1530

fhe val Pro Ser
1545

r Asp His His
i P 1560

Ile Asn val Asn
1575

ser Asp Ser Ala
1590

Gly Gln Ala Pro
1605

val Lys Ala Thr
1620

Thr val Asn Tle
1635

Ser Ser Ser Asn
1650

Asn Ala Asn Leu
1665

Leu Ser Met Thr
1680

Ser Asn Asn ASp
1695

Ser Gly Asn Asn
1710

Ala

Leu

Asp

Thr

ASp

Ile

Asn

Asp

Lys

Glin

Ser

Lys

val

Ala

phe Ser Asp Gly Thr Thr Asn Thr
1720 1725
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1730

-Arg Thr Thr val Arg

g 1745

Ser Pro_ Asn Asp Phe
1760

Ala A Ile val Trp
1795

Asn GIn Ile Gly A
1790 y Ar9

Asp G'lg Glu Thr Thr
1805

ser GIn Ser Ile Pro
1820

Arg Phe Asn Ser Ser
1835

Ala val Asn Gln Tyr
1850 R

GIn Gly Ser Gly Thr
1sks Y

Lys Thr val Thr val
1880

Asn val Leu Phe Lys
1895

Asn Ser val Ile Ser
1910

val Arg Asn val Pro
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ASn G'Ix Thr val Ile

Gly ITe Ala Thr val
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Ile Thr Ala Lys Thr
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Gly

Phe

val
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Pro

Lys

Gly

Trp

Pro

val

val

Lys

Gln

Pro
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1735 1740

GIln GIn Phe Pro Thr

1750

Ser Leu Arg Thr Gly

1765

Asn Asn GIn Gly Pro

1780

Leu Thr Leu His Ala

1795

Ile Arg Lys Asp Thr

1810 g LYy 2]

Gln Xle Tyr Glu Thr

1825 T

AsSp Ala Tyr Pro Gl

1820 TY y

Pro Glu His Met Asp

1855

Ser Ser Arg Asn Ala

1870

Br GIn Asn Gly GIn
BS

Lys Pro Asn Lys Pro

1960 Y

Gly 6In Leu Asn Gl

]9{5 y

Asn Ala Gln val Thr

1930

Asn  Thr Asn Thr Thr
1945

Ile GIn Gly Thr Leu
1960

1

Gly Pro
1770

Asp Ile
1785
Glu Ile
1800
Thr Tyr
1815
Thr Ile
1830

Asn Phe
1845

Phe Arg
1860

Gly Ser
18¥5
Thr Glu
1890
val Ile
1905
GIln GIn
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Leu r
1935 R

Ile As
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Pro Thr
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GIln Asn Ser Ser Gly Ile Ala Ser Asn Thr Thr Glu ASp
1985 1990 1995
val Phe Ser Glu Asn Ser ASB GIn val Asn val Thr Ala
2000 2005 2010
GIn Ala Lys Asn Asp Gly Ile Lys Ile Xle Lys Gly Thr
2015 y P 2020 20!5
Asn Phe Asn Asp Phe Asn Ser Phe Ile Ser Asn Ile Pro
2030 2035 2040
ser Thr Leu Thr Trp Asn Glu Glu Pro Asn Ser Trp Lys
er 2045 P 2050 zogs
ITe G1§0 Thre Thr Thr Lys Thr val Thr val Thr Leu Pro
20 2065 2070
GIn Gly Thr Arg Thr val Asp Ile pro Ile Thr Ile Tyr
20¥5 9 2050 2085
val Thr Ala Lys Asn Pro val Arg Asp GIn Lys Gly A
2080 Y 2095 9 Asp y 2150 9
Thr Asn Gly Thr Asp val Tyr Asn Tyr Ile Xle phe Glu
2105 P HJ.O w 2115
Asn Arg Leu Gly Gly Thr Ala Ser Trp Lys Asp Asn A
21!0 y 2125 p Ly P 2130 e
ASp L!g Asn Ile Ala Gly val GIn Asn Leu Xle Ala Leu
2135 2140 2145
Tyr Pro_ Gly Ile Ser Thr Pro Leu Glu val Pro val Lys
2150 2155 2160 y
val Tyr Asn Phe Asp Phe Thr GIn Pro Ile Tyr Lys 1Ile
H&s P 2170 b 2!75
Gly Aslg Thr phe Pro Lys GT:I.! Thr Trp Ala Gly Tﬁ 0 )i
2180 2185 2190
Leu Glu Asn Gly Glu Gly Leu Pro Ile Asp Gly Trp Lys
2195 y y 2200 p ol 2285 ¥

Trp Asn  GIn GIn Ser Thr Gly Thr Thr Ser Asp 6In T
® 2210 22!5 P 2220 g

Leu Ala r Thr Arg Thr Pro pPhe val Lys Thr Gly Thr
2225 v e 2230 nd 22*5
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val val Asn Pro
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Ala L!s pPhe Ile
2255
Thr Gln Ser Lys
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Pro Asg Ile Asn
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2345
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Ser Glu ITe Tyr
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Thr His Thr Tyr
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2485
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Asn Trp Gly val Trp GIn Thr Ser GIn Ser
2245 2250
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As; val thr val
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2350 A8 TP
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Pro Ala Gln His Thr Leu Thr
2495 2500

Gly GIln Asn val Thr Asn
2510

Pro Asn Lys Asn Arg val
2525

Thr Asn Leu Ala G'iy Gly
2540

r TYyr Ser Asp Gly Ser

R gss

Thr L val Asn Lys Thr
3570 y

Asp Glu Glu Ile Ser Lys
2585

Asn Phe Asp GIn Ala Met
2600

Ala Lys Ser Asp Ala As
2%15 P P

Pro GIln GIn val Asn Ser
2630

Asn Lys Ile Asn Glu Ala
2645

Asn Ser GIn Leu val Arg
2660

GIn Pro Ala Ala Ser Thr
2675

ASn T LyS ASNh Lys A
B Lv® Hen L= Arg

Ala Asn Ser val Ile Asn
2705

Asn Asg Ala Lys Asn Thr
2720

Glu Ala Lys Ser Asn Leu Arg

AS
2535
Ala
2530
ser
2545
ser
2560
Glu
2575
Glu
2590
ASn
2605
Gin
2620
Ala
2635
Lys
2¥SD
Ala
2665
AS
2680
Gln
2695
ASn
2710

yval
2725
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Ile Asn Glu Ile val Lys Glu
2505

Asp Ile Asn Asn Ala val GIn
2520

Ile Lys GIn Gly Asn_ Ala Leu
2535

Thr Ser His Ile Pro Vval val
2550

Glu Glu Ala Thr Glu Thr val
2565

Leu Ile Asn Ala A Arg A
258p "9 A9

Asn Lys Thr Pro Ser Ser Ile
2595

Arg Ala GIn Ser Gln Ile Ash
2610

val 1le Gly Thr t'='1us phe Ala

262

Leu ser Lys Val GIn Ala Ala

2640

Ala Leu Leu GIn Asn Lys Ala
2655

Lys Glu GIn Leu GIn GIn Ser

2670

Gly Met Thr GIn Asg Ser Thr

2685

Ala Ala Glu GIn Ala Ile GlIn

2700

Gly Asp Ala Thr Ser GIn GIn

2715

Glu GIn Ala Gln A As r
z;go Py

Ala Asp Lys Ser GIn Leu GlIn
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2735 40 2745

: e INTRA
Ala Tyr Asp Thr Leu Asn A AsSp val Leu Thr Asn Asp Lys Lys
350 P 2;35 P ] 2760

Pro Ala Ser val Arg Ar r Asn Glu Ala ITe Ser Asn Ile Arg
2765 g A9 370 2775

Lys Glu Leu Asp Thr Ala Lys Ala Asp Ala Ser Ser Thr Leu Arg
Y 2780 P 2¥BS 2790

Asn Thr Asn Pro Ser val Glu GIn val Arg Asp Ala Leu Asn LyS
2795 2800 2805

Ile Asn Thr val GIn Pro L;s val Asn GIn Ala Ile Ala Leu Leu
2815 2820

2810

GIn Pro Lys Glu Asn Asn Ser Glu Leu val Gin Ala Lys Lys Arg
2825 2830 2835

Leu GIn Asp Ala val Asn Asp Ile Pro Gln Thr Gln_ Gly Met Thr
2840 2845 2850

GIn GIn Thr Ile Asn Asn T!r ASn ASp Lys GIn Al'g Glu Ala Glu
2855 2860 2865

Arg Ala Leu Thr Ser Ala Gln Arg val Ile Asp Asn Gly Asp Ala
2870 2875 2880

Thr Thr GIn Glu ITe Thr Ser Glu Lys Ser Lys val Glu Gin Ala
2885 2890 2895

Met GIn Ala Leu Thr Asn Ala Lys Ser Asn Leu Argo Ala Asp Lys
2900 - 2905 29

Asn Glu Leu GIn Thr Ala T;r Ash Lys Leu Ile Glu Asn val Ser
2915 2920 2925

Thr Asn Gly Lys Lys Pro Ala Ser Ile Arg GIn Tyr Glu Thr Ala
2930 ylys by 2935 v ;;40

Lys Ala Arg ITe GIn Asn Gln Ile Asn Asp Ala Lys Asn Glu Ala
2945 2950 P 2;55

Glu A Ile Leu Gly Asn Asp Asn Pro GIn val Ser GIn val Thr
2580 29%5 2870

Gln Ala Leu Asn Lys Ile Lys Ala Ile GIn Pro Lys Leu Thr Glu
2975 y zgao .zxes € .
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Ala ITe Asn Met Leu GIn Asn Lys Glu Asn Asn Thr Glu
2990 2995 3000

ASn

Thr

Lys

Leu

Ile

Ala

val

Pro

Ala s Asn Arg Leu Glu
3005 ad 9 3010
His Gly Met Thr G1n Glu
3020 3025
Arg Glu Ala GIn Asn Glu
3035 3040
Asn Gly Asp Ala Thr Ala
3050 3055
val Glu GIn val Leu GIn
3065 3070
A Ala Asp Lys Arg Glu
3080 P EYE A0 Soss
GIn Asn val Asn Thr Asn
3095 3100
r Lys Ser Ala Arg A
Hip ™Y 9 5ils
Lﬁ Asn Glu Ala His Asn
312% 3130
Asn Ala val Glu Asp Ala
3140 3145

Gly val Thr Lys Ala Ile
3160

3155

Ser Glu Leu val Arg Ala
3170 3175
Ser GIn Pro Ser Leu Asn
318% 3190
r Thr Thr Lys Arg A
;!DD ys Arg 3;85
Asg Thr Ile Ile Asn Asn
3215 3220

Glu Asn Lys Ile Arg val
3230 y e 3235

Asn Ala val Asn Asp Thr

3015

Thr I1e Asn Asn TYr Asn

Ile GIn Lys Ala Asn Met

3045

Gln Asp Ile Ser Ser Glu
3060

Ala rteu GIn Asn Ala Lys

3075

;K;OMH

ser Ser
3105

Leu Gln Thr Ala
Gly Lys Lys Pro

Asn Ile Glu Asn GIn Tyr
3120

val Lew Glu Asn Thr Asn

3135

Leu Arg Lys Xle Asn Ala

3150

Asn Ile Leu GIn ASp Lys
3165

4 <

GIu Ser
3195

Lys Glu Lys Leu
Gly Mmet Thr GlIn
Glu Ala GIn Asn Ile Ala
3210

Gly ASp Ala ser

Ile Glu
3225

Glu Glu Ala Thr Asn Ala
3240
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Glu Ala Lys GIn
3245
Glu val Arg Lys
3260 re
Pro Ser Ser val
3275
Ser Glu Ile Thr
3290
Lys Pro Ile A
¥$ 3305 9
val Asn Gln Leu
3320
Gln Pro Leu Ala
3335 ..
Leu Glu Ser Lys
3350
GIn G6ln Ser val
3365
Asn Glu Ser Ser
3380
Ser Asg GIn Glu
3395
Leu Ser Glu Leu
3410
Glu Pro Leu Glu
3425
Gln Lys Pro Ser
3440
r Glu Arg Lys'
R4 3455 e Ly
Asn Asn Vval Leu
3470

Asn Lys val Gglu
3485
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His Leu Thr Ala Asp Thr Thr Ser Leu Lys Thr
3250 3255

Leu Ser Arg A
3285

ser Ala Tyr Asn

GIn Thr Glu Asn
3295

Ser val Glu Glu
3310

Asn GIn A Leu
3395

Asnh Lys Glu 5Ser
3340

Ile Asn Glu Thr
3355

GIu Asn Tyr

Lys
3370 Y

Ile Ala GIn Thr
3385

val Ser Thr Glu
3400

Thr Asn Ser Ile
3415

Thr Ala Lys Asn
3430

Thr Asp Gly Met
3445

Leu GIn Glu Ala
3460

Ala Asn Asn Pro
3475

Thr Glu Gln Ile
3490

Gly Asp Thr

Asn Thr Ile

Arg Ala Asn

val Asn Asn

Thr Asp Thr

Leu Lys Glu

val GIn Thr

GIn Ala Lys

Leu Ile Asn

Ile Glu Lys

Asn His Leu

GIn Leu GIn

Thr G¢In GlIn

Lys Asp Lys

Asp val Asn

Asn Asn Glu
Page 59

Asn Asn Lys Lys
3270 y

His Ser Leu GlIn
3285

Thr Ile Ile asn
3300

Ala Leu His Glu
3315

Ile ASn Leu Leu
3330

Ala Arg Asn Ar
3345 9 v

Asp Gly Met Thr
3360

Ile Lys Ala GIn
3375

Asn Gly Asp Ala
3390 y Asp

Leu Asn Gln Lys
3405

Thr val Asn Lys
3420

Ala Asn Ile A
3435 P

Ser val GIn Ser
3450

Ile Asn Ser Ile
3465

Ala Ile Arg Thr
3480 re

Lteu Thr Gln Ala
3495
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Lys GIn Gly Leu Thr val As
y 3500 y 3585
Thr Ala Leu GIn GIn Ser Leu
3515 3520

Met Thr Glu Ala Thr Ile GIn
3530 3535
Ala Glu G1n val Ile Gln Asn
3545 3550

GIn Pro Ser val GIn Gln val
3565

3560

Gln Ala Leu Ser Glu Leu Asn
3575 3580

ASp Lgs GIn Glu Leu GIn
3590

Thr SSGBS Leu Asn Ash Lys Iiﬁo

GIn Ar r Gln GIn Phe Ser
36!0 T 3625
Asn Thr Asp Arg XIle Leu Lys
3635 pArg 3‘40

val Asn Asn Ala Leu Asn Lzs
3650 3655

Asn Glu_ Ala Arg Ala Leu Leu
3665 367

Leu val Arg Ala Lys Glu Gln
3680 3685

Pro ser Thr Glu Gly Met
3695

ser L;'s GIn G1n Ala Ala GIn
371D 3715

val Ile Asp Asn Gly Asp Ala
3725 P y AsP

3730

Lys Thr Asn val Glu Arg Ala

Gln
3595

Thr
3700

AM101548_Staph_Epi.sT25

Lys GIn Pro Leu Ile Asn Ala
3510

AsSp Asn GIn Pro Ser Thr Thr
3525

ASn Tyr Asn Ala Lys Arg GIn
v sta0 Y

Ala Asn Lys Ile Ile Glu Asn
3555

Ser Asp Glu Lys Ser Lys val
P y 3570 y

Asn Ala Lys Ser Ala Leu Arg
3585

Ala Tyr Asn GIn Ley Ile Gln
3600

Pro Ala Ser Ile Thr Ala Tyr
3615

Asn Glu Leu Asn Ser Thr Lys
3630

Glu GIn Asn Pro Ser Vval Ala
3645

val Arg Glu val Gln GIn Lys
ra 3660 ¥

GIn Asn Lys Glu Asp Asn Ser
0 Ly 36;5

Leu GIn GIn Ala val Asp GIn
3690

GIn Gin Thr Lys Asp AS r

y 3755 Py

Gin Glu Ile Ser L;s Ala GlIn
3720

Thr Thr GIn Gin Ile Ser Asn
3735

Leu Glu Ala Leu Asn Asn Ala
Page 6D
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Lys

Gly

Lys

Ala

Glu

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Leu

Ala

val

Asn

Gln

Ala

Lys
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Thr

GIn

Ile

Asp

Pro

val

Glu

Ile

Ala

Gln

Gin

Ile

Glu

Lys

Ile

Leu

WO 2007001423

3740

gt

Leu Thr
3770

A Lys
3'7.35 Y
Ser Ala
3800

Gin val

3815

Giln Pro
3830

ASn_ Asn
3845

val Asn
3860

Asn_Asn
3875

L Al
o
Ile Thr
3905

Asn Lys
3920 Y

Asn Ala
3935

350

Glu Thr
3965

Glu Asn
3980

AM101548_staph_Ep1 .ST25
3745 3750
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Arg Ala Asp Lys Glu Glu Leu GIn Asn  Ala Tyr Asn
9 P 3¥60 3765 b

Gln

Tyr

Lys

Ser

Glu

Asn

Glu

Tyr

Gin

Asn

Ala

TYF

Ala

Gln

Ser

Asn

Asn

AsSn

Gin

Leu

Ala

val

Lys

Gln

Glu

Lys

AsSn

ser

Tyr

Asn

Ile Asg Thr Ser Gly Lys Thr Pro
3775 3780
Glu Ala Lys Ser Arg Ile GIn Thr
3790 3795
Glu Ala Asn Ser Ile Leu Thr Asn
3805 3810
val Thr ATa Ala Leu Asn L!s Ile
3820 3825
ASp Lxs Ala Ile Ala Met Leu Lys
3835 3840
Leu val &In Ala Lys GIn GIn_ Leu
3850 3855
Asp Pro Thr Gln Gly Met Thr Thr
3865 3870
Ser Lys Lys Arg Glu Ala Glu As
3880 ¥ 9 3885 P

Ile Ile Asn Asn Gly Asp Ala Thr
3895 3900

Thr Asn Arg val Asn GIn Ala Ile
3910 3915

AsSn ASp Leu Arg Ala Asp Lys Ser
3955 g P 3;30

GIn Leu Ile GIn Asn val Asp Thr
3540 3945

Ile GIn GIn Tyr Gln Ala Ala A
3955 i 3560 o

Asn Asn Ala Lys Ser Glu Ala His
3970 3975

Pro Ser val Asn Glu val Ala Gln
3985 3990

page 61

Ala

GIn

AsSp

Lys

ASn

G1in

Asp

Glu

Glu

Asn

Gln

Asn

GIn

GIn

Ala

Ser

Ile

ASh

Ala

Lys

GIn

Thr

Ile

Gln

Ala

Leu

Gly

Ala

Ile
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Gln 'L;s val
3995
Ile Leu GIn
4010
Asn GIn Leu
4025
Met Thr Gln
4040
Ala GIn Ser
4055
Asp Ala Thr
4070
GIn Ala Leu
4085
Asp Thr Thr
4100
Gly Asp Thr
y Q:IRS
Lys Ala Ile
4130
Asn Ala Asn
4145
val Asn Asn
4160
Thr Glu Ala
4175
Leu Lys Ala
4!90
val Giln Thr
4205
Asn Ala Lys
4220

Leu Ile Asn
4235

Glu Ala val
Asn Lys Asp
G1n-G'In ser
Asp Ser Ile
Ala Ile Arg
Ala Lys GIn
Ala His Leu
G6lu Leu GIn
AsSn Asn Lys
Gln Ser Leu
Ala val Ile
Ala Leu GIn
Ile Asn GIn
Ala Lys Leu
Asp Gly Met

Arg val Ala

AM101548 S
GIn Leu Lys val Asn
4000

Asn Asn Ser Ala Leu
4015

val Asn Asp GIn Pro
4030

Asn  Asn Tyr
4045 b4
Asn Ala Glu
4060
Ile Ser Asp
4075

Asn Asp Ala
4090

Thr Ala val
4105

Lys Pro A
4120 e
Glu Thr GlIn
4135

Gln L Pro
4150 ys
Gin val Asn
4165

Leu GIn Pro
4180

Asn Leu Glu
4195

1'5Tia n
AS| a e
4005

val Thr Ala
4020

Leu Thr Thr
4035

S Arg Asn
I4%5(! o
Ile Asn Asn
4065
ser Lys val
4080
GIln Leu Thr
4095
Leu Asn A
4110 e
Asn Ala Tyr
4125 R

ser Ala Lys
4140

Ile Arg Thr val GIn
4155

GIn Leu Asn GlIn GIn
4170

Leu Ser ASn  Asn Asp
£185

Asn Lys Ile Asn GIn
4200

Thr GIn GIn Ser Ile Glu Ala Tyr
4210 4215

GIn Asn Glu Ser Asn Thr Ala Leu
4225 4230

Asn Gly Asp Ala Asp Glu GIn GIln Ila Thr Thr
4240 4245

PCT/US2005037746

Mis

Lys

Gly

Glu

Gly

Glu

Ala

Arg

Asn

Asp

Glu

Leu

Ala

Thr

GIn

Ala

Glu

_h
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Thr Asp A
. Thr 238 4
Asn G'lz Leu

4265
Ala Ley GIn
4280
Thr .Gln GIn
4295
Lys Asn Glu
4310
Asp val Asn
4325
Ser Asn Asp
4340
Gln Pro Leu
4355
Gln G‘I; Ti!r
4370

r Asn As,
T 4385 P
Asn Lys Leu

4400

Ser val Ala

© 4415
Arg Thr Ser

4430

Asn ms Leu

Met Thr GIn
4460

Ala A GIn
adls

Pro Thr val
4490

val Asn GIn
Thr val Asn
Asn Asn Ile
ser val Ala
Ile Asn Thr
Ala Ile Lys
Leu Thr GIn
G‘ll._l Lys Ile
Asn Thr Asp
sSer Leu Ser
Leu Lys Arg
Asn Ala GlIn
Leu val Pro
Glu Asn Ser
Asp Ser Leu
Asn Leu Glu

Ala Glu Ile

PCT/US2005/037746
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GIn Thr Thr
4255
Lgs Glu Pro
4270
Asg GIn val
4285

Asn  Tyr Asn
4300

Ile Asn AsSn
4315

Thr Asn Lys
4330

Ala Lys Asn
4345

Lys Arg Gln
ajeo "°

Gl Met Thr
4375

Ala Ala Ile
4390

Asn Pro Thr
4405

GIn val Ile
4420

ASp Lys Thr
ashs 7

Ile Asn GIn
4450

Asn_Asn Tyr
4465 v

Lys Ile ser
4480

Arg GIn Asn
4495

Asn Leu Thr GlIn Ala Ile
4260

Leu Glu Thr Ala Lys Thr
4275

Pro Ser Thr Asp Gly Met

_ 4290

GIn Lys Leu GIn Ile Ala
4305

val Leu Ala Asn Asn Pro
4320

Ala Glu Ala Glu Arg Ile
4335

Asn Leu Gln val Asp Thr
4350

Leu GIn Asg Glu Ile Asp
4365

GIn Asp Ser Vval Asp Asn
4380

ITe Glu Lys Gly Lys val
s

val Glu GIn val Lys Glu
4410

Gin Asp Leu Gln Asn Ala
4425

GIn Len GIn Glu Ala Lys
4440

GIn Thr Asp Thr asp Gl
44§s pely

Asn Asp Lys Leu Ala Lys

P 4170 ¥
Lys val Leu Gly Gly Gln
Y 4485 Y Gly

Thr Asp Glu Ala Asn Ala
4500
Page 63
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His Lys Gln Ala
atos
Arg Glu Pro Tyr
9 4520
Asn Ala Gln Lys
4535
His Asn Thr
4550
Asn GIn Ser Met
4565
GIn Lys GIn
4580
Gln As r
4595 Py
GIln Thr Gln
4610
Lys Ala Glu As
ys 4625 P
Gln Ar’ Leu Glu
Leu Asn Asp
4655
Ile Asn His
4670
Lys Ala Asn
atss
Ile Ala Asn
4700
Ala Asp Lys
4715 P Ly
Ala Lys GlIn
4730

Leu Asp Pro Ala

Leu

Ile

AsSp

Leu

‘Thr

Gln

Asp

ser

val

val

Leu

ser

Thr

Tyr

Asp

Leu

AM101548_staph_gp1.5725

Asp Thr Ala Arg Ser GIn Leu Thr Leu
4510 4515

Asn His Ila Asn Asn Glu Ser His Leu
4525 4530

Asn Phe Lys Ala GIn val Asn Ser Ala
4540 4545

Glu Thr Ile Lys Asn Lys Ala Asp Thr
4555 ad y 4560 P

Ala Leu Ser

Glu Ser Ile Ala As r
4570 4575 PTy

Glu Asn Tyr

Leu Asp Ala Ser Asn Asn
4585 4590

Asn Ala val Asn Ala Ala Lg Gly Ile
4500 4605

Thr Met
4615

465 ™
s "
:ssgo Ala

Asn Ile
4675

Pro Ser Ala Asp val 1Ile Asp
4520

Lys Lys Thr Ala Leu Asp Gl
5 4 y 4635 P Gty

Ala GIn Ala Leu Asn His Leu
4650

Asn GIn Arg GIn Thr Leu Thr
4665

Pro Asn Ser val Asn Gin Ala
4680

val asn_ Thr Ala Met Thr GIn Leu Lys
4690 4695

AS Leu His Asp Gly Asn Tyr
p p 47{0 TY

438 "

Lys Lys Asp Ala Yyr Asn Asn Ala val
4!20 P R4 4725

Tle Asn Gln Ser Asp Ala Asn  GIn Ala
4735 4740

PCT/US200303 77146

. An171

Asn
Asn
Pro
Leu
Glu
Lys
Leu
GIn
Asn
Asn
Asp
Lys
Gln
Ile
Asn

GIn

Glu Ile Asn Lys val Thr GIn Arg val Asn Thr
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4745
Thr L)’rs ASn
4760
Arg Asp Ala

9 47
Ala GIn A
4790 o
Lys Thr Asn
4805
Ile Ala Met
4820
val Lys Ala
4‘35

Glu Ala Tyr
4850

Ala GIn Ser
4865

Thr Gln Ala
4880

Lys Leu Glu
4895

Leu Pro  Asn
4910

val Asn Ser
4925

Gln Ala Lys
4940

val Ala L
4955 ye

Glu Asg GIn
4970

Gly GIn Thr
4985

4750

AM101548_staph_Epi.ST25
pi?SS

Asp Leu Asn G'l! AsSn ASp Lys Leu Ala Glu
4755 4770

Asn Thr Thr Ile Asp
4780

Asn Lys Ala Lys Glu
4795

Ile Thr Ser GIn Leu
4810

GIn Ala Leu Arg Asn
4825

AsSn Ser Asn Iuo Ile

Asn GIn Ala val Thr
4855

Asn Pro Glu Met Ser
4870

val Asn Thr Ala His
4885

GIn Ala GIn Ser Ser
4900

tey Thr Asn Thr Glin
4915

Lys Gln Thr Arg Thr
4930

Ser Leu Asp Ser Ser
4945

Gln Pro Thr val GIn
4960

Pro Glu GIn ser Ala Tyr Asn As
4975 R4 P

ITe Yle Asn l.;s Thr
4990

Gly

AsSn

Gin

ser

Asn

His

Arg

GIn

Ala

Lys

Glu

Met Gly Thr

Lys Thr Ser

Ala Asp Pro

Leu Thr BES Leu

val Gly hx(s,o Ala

AS r Asn GIn
Py 4815

val Asn Asg val
4830

Glu Asp Asn Gl
p4845 y

Ala GIn Thr Leu
4860

Asp val

AsSh Leu

Asn Thr

Ala Lys

val GIn
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val Asn
4875

His &1
4890 y

Glu Ile
4905

Glu Lys
4920

Glu GIn
4935

Leu Lys
4950

val r
4965 i

Ser Ile
4980

val Leu
4995

Ala

ASn

ser

Leu

Asn

Pro

Ile

GlIn

GlIn

Gly

Glu

Leu

ser

Ile

Thr

ASp

PCT/US20N03TTH6

Lys

Glu

Thr

Asn

Asn

Lys

Asn

Lys

Gln

AsSn

Ley

Asn

Leu

AsSn

Met

Lys

.. ﬂﬂ\v_



WO 2007001423 PCT/US2008037746

AM101548_staph_Epi .5T25
Thr Leu Vval Asp Asn Ala Ile Ser Asn Ile Ser Thr Lys Glu Asn
5000 5005 5010

W nn173

Ala Leu His Gly Glu GIn Lys Leu Thr Thr Ala Lys Thr Glu Ala
5015 y 5520 5025

Ile Asn Ala Leu Ash Thr Leu Ala Asp Leu Asn Thr Pro GIn Lys
5030 5035 5040

Glu Ala Ile Lys Thr Ala Ile Asn Thr Ala His Thr_ Arg Thr Asp
5045 5050 5055

val Thr Ala Glu GIn Ser Lys Ala Asn GIn ITe Asn Ser Ala Met
5060 a 5‘65 5070

His Thr Leu Arg G1n Asn Ile Ser Asp Asn Glu Ser Val Thr Asn
S075 5080 5085

Glu Ser Asn Tyr Ile Asn Ala Glu Pro Glu Lys GIn His Ala Phe
5050 5095 5100

Thr Glu_ Ala Leu Asn Asn Ala Lys Glu I1e val Asn &Glu Gla GIn
5105 5110 5115

Ala Thr Leu Asp Ala Asn Ser Ile Asn GIn Lys Ala GIn Ala Ile
5120 5125 5130

Leu Thr Thr Lys Asn Ala Leu Gly Glu Glu GIn Leu Arg A
5135 y 5140 Asp STy 5145 rg Are

Ala L!s Glu Asn Ala Asp GIn Glu Ile Asn Thr Leu Asn GIn Leu
5150 515§ 5160

Thr Asg Ala GIn Arg Asn Ser Glu Lys Gly Leu val Asn Ser Ser
5165 5170 5175

Gin Thr  Arg Thr Glu val Ala Ser GIn Leu Ala L!; Ala Lys Glu
5180 5185 5190

Leu Ashn_Lys val Met Glu GIn_ Leu Asn His Leu Ile Asn Gly Lys
5195 5200 5205

Ash GIn_ Met Ile Asn Ser Sear Lys Phe Ile Asn Glu Asp Ala Asn
5210 5215 5220

GIn GIn_ GIn Ala Tyr Ser Asn_Ala Ile Ala Ser Ala Glu Ala Ley
5225 5230 5235

Lys Asn -Lys Ser GIn Asn P Glu Leu Asp Lys val Thr 11
y sszy r Gin snssgs U Leu py5250 r Ile Glu



Gin

Glu

Asn

Gln

Leu

ASp

Phe

Asp

ASn

Lys

GIn

Ser

Ala

Lys

Gly

Ile

WO 2007001423

Ala Ile Asn
5255
Ala Lys Leu
5270

Asn_ Leu Ser
5285

Ala val Asn
5300

A Asp Ala
§30s AP

Leu Val Asn
5330

Asn Glu Asp
5345

Asn Gly Ser
5360

L;s Ser Thr
5375

ASn ASp Leu
5390

Ala Asn GIn
5405

Asn Ile
Thr Lys
Gly Leﬁ
Gly Ala
Glu Ala
Asn GIn
ser Thr
Thr Tyr
Ile ASp
His Gly

Glu Ile

Lys Ser Gly Glu Glu
5!20 y 6lu

6lu val Glu Glu His
5435

AM101548_staph_Ep{ .ST25

Asn Ser Ala Ile Asn
5260

Ala Lys Glu Asp Ala
5275 y P
Thr Asn Glu GIn Lys
5290

GIn Thr Arg Asp GIn
5305

Leu Asp GIn Ser Met
5320

Asn Ala Ile His Ser
5335

GIn Lys Asn Thr Tyr
5350 y b4
Ile Thr Gly GIn His
5365 .
GIn Thr Ile Ser Arg
5380 :

val Glu Lys Leu GIn
5385

Gly GIn Leu Gl r
5430 Y

Ser Leu Val Asn Gly
5425

Leu Asn Glu Ala Lys
5440

Met Lys GIn Leu Arg Asp Lys Val Ala Glu
5455

5450

GIn Ser Ser
5465

r Asp GIn
Tigo *°

615 Asn Pro
5495

ASp Tyr

Ala Leu

Thr Leu

Ile Asn Asp Ser Thr
5470
GIn Glu Ala Glu Asn
5485

Asn Lys Ser Glu Ile
5500
Page 67

Asn_Leu
5265

val Ala
5280

Thr Lys
5295 ¥

val Ala
5310

Gin Thr
5325

Thr Ser
5340

15

Asn Pro
5370

Ile Asn
5385

= N

Leu Asn
3415

Ser Asn
5430

ser Ley
5445

Lys Thr
5460

Glu His
5475

Ile Ile
5490

Glu GIn
5505

Asn

ser

Glu

Asn

Leu

ASn

Ala

Glu

Thr

Lys

Asp

Thr

Asn

ASn

GIn

Ash

Lys
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Gly
Ile
Asn
Lys
Arg
Tyr
Ile
Leu
Ala
Gly
Pro
Arg
Asn
val
Arg
Glu

Leu

ANy
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GIn GIn Leu Thr Asp Ala GIn Asn Ala Leu GIn G'I! Ser His Leu
5510 5515 5520

Leu Glu Glu Ala Lys Asn
5525
Thr Ala Leu Ash Asp Ala
5540
GIn Ala Gln GIn Thr Ile
5555
ASp A Glu Ile Asn Thr
P 5590
Gly GIn GlIn Asn Asn val
5585
ASp Glu G‘I‘n Pro Lys His
5600
GIn Thr Ile Ile Asp Lys
5615
Glu Ile Glu GIn Ala Ile
5630
Leu Ser Gly Glu Asn Lys
5645 y Ly
Arg GIn Ile Glu Gly Leu
9 5660 y
Ala Glu Lys Asp Leu val
5675
Ala GIn Lys Leu Ala Ala
5690
ASn Leu Arg Asp Gly Ile
5705 ro Asp 8ly

Ser Ala Tyr Ile Asn Ala
5720

GIn Ala Leu GIn Asn Ala
5735

Asn Ala Ile
5530
GIn Arp GIn
5545
Pro Ala val
5560
Ala Met GIn
5575
His GIn GIn
5590
ASn r AS
5605 i P
Leu GIn Asp
5620
Asn GIn Ile
5635
Leu His Thr
5650
Ser Ser Leu
5665
Asn GIn Ala
5680
Ala Lys Glu
5695
GIn Asn Lys
5710 Ly
Asg Pro Thr
5725

Glu Asn Ile
5740

Thr Gly Ile Asn Lys Leu
5535
Lys Ala Ile Glu Asn val
5550
Asn GIn GIn Leu Thr Leu
5565
Ala Leu A Asp Lys val
5580
ser Asn T¥r phe Asn Glu
5595
Asn Ser val GlIn Ala Gly
5610
Pro 1le Met ASn Lys Asn
5625
Asn Thr The GlIn Thr Ala
5640
Asp GIn Glu Ser Thr Asn
5655
Asn Thr Ala GIn Ile Asn
5670
Lys Thr A Thr Asp val
Sas P
ITe Asn Ser Ala met Ser
5700
Glu Asp Ile Lys Arg Ser
P 5715 ys Ard .
Lys val Thr Ala Tyr As
d 5730 i P

Ile Asn Ala Thr Pro Asn
5745

val Glu Leu Asn Lys Ala Thr Ile Glu GIn Ala Leu Ser Arg val
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5750

GIn

Ala

Asn

Leu

ASp

Glu

Ile

Arg

Ala

Arg

Ala

Arg

Lys

Ile

Asn

GIn Ala GIn GIn
5765

L;s Gin GIn Ala
5780

Asp Gly GIn Lys
5755 y 4
Thr Arg Thr Lys
5810 g Y

Asn His Ala Net
5825

Gln_ val Lys GIn
5840

Gin_ His Asn Tyr
5855 R4

Asn  Asn Asn Ala
5870

Leu Thr GIn Thr
5885

Gln Lys Leu Thr
5900

G'I{ Leu Thr Ser
5915

Lys val Thr ala
5930

GIln Glu Ala Thr
5945

Ser 1le Lys Asp
5960

Asn  Glu Asp MWis
5975

Asn Ala GIn GIn
5990

AM101548_staph_Ep1.5T25
5755 5760

Asp Leu Asp Gly val GIn Gln_ Leu Ala Asn
5770 5775

Thr GIn_ Thr val Asn Gly
5785

Arg Glu Leu Asn Leu Leu
5800

val GIn Glu Glu Leu Asn
5815

Glu Ala Leu Arg Asn Ser
5830

ser Ser Asn Tyr val Asn
5845

Asp Asn Ala val Asn Glu
5860

GIn Pro val Leu Asp LyS

5875

val Asn Thr Thr Lys Asp
5890

Gin ASR GIn GIn Ala Ala
5905

Leu Asn -Glu Pro GIn Lys
5920

Ala Thr Thr Arg Asp Glu
5935

Thr Leu Asp Thr Ala Met
5950

Lys Asn Asp Thr Lys Asn
y 5965 ? y

Asp GIn GIn GIn Ala Tyr
P 5980 i

val Ile Asp Glu Thr GIn
5995

Page 69

Leu Asn
5790
Ile Asn

Lys Ala
5820

val GIn
5835

Glu Asp
5850

Ala GIn
5865

Leu Ala
5880

Ala Leu
5895

Glu Thr
5910

Asn Ala
5925

val A
5940 e

Leu GI]
5955 y
Ser Ser
5970

ASp Asn
5985

Ala Thr
6000
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Ser Leu

ser Ala

Thr Glu

Asn val

Gin Pro

Ala Thr

Ile Glu

His Gly

Gly Ile

Glu val

Asn Ile

Leu Arg

Lys Tyr

Ala val

Leu Ser
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AM101548_staph_gEpi .ST25
ser Asp Thr Ile Asn Gln Leu Ala Asn Ala val Thr Gln Ala Lys
6085 6010 6015 .

Asn Leu His Gly Asp Thr s Leu GIn His Asp Lys Asp Ser
Ser 6020 y Asp 6025 ad sogo

1e Ala GIn Leu Gln Asn Leu Asn Ser Ala GIn
Ala léxris GIn Thr Ile Ala toas

Lys His Met Glu Asp Ser Leu Ile Asp Asn Glu Ser Thr Arg Thr
y 6050 P 6055 6060

Gin val GIn His Asp Leu Thr Glu Ala GIn Ala Leu Asp Gly Leu
6065 6070 6075

Met Gly Ala Leu Lys Glu Ser Ile Lys Asp Tyr Thr Asn Ile val
60‘0 y 6085 ¥ P 6090

ser Asn Gly Asn Tyr Ile Asn Ala Glu Pro Ser Lys Lys GIn Ala
6095 y T 6100 6!05

Tyr ASJRD Ala Ala val GIn Asn  Ala GIn Asn I1e Ile Asn Gly Thr
6 ) 6115 6120

Asn GIn_ Pro Thr Ile Asn Lﬁ Gly Asn val Thr Thr Ala Thr GIn
6125 6130 6135

Thr val Lys Asn Thr Lys Asp Ala Leu Asp Gly Asp His Arg Leu

6140 y y 6155 p oy 51?0 ro

Glu Glu Ala Lys Asn Asn Ala Asn GIn Thr Tle Are Asn Leu Ser
6155 6160 6165

Asn Leu Asn Asn Ala GIn L{s Asp Ala Glu Lys Asn Leu val Asn
6170 6175 - 6180

Ser Ala_ Ser Thr Leu GTu GIn val GIn GIn Asn Leu GIn Thr Ala
6185 6190 6195

GIn Gln_ Leu Asp Asn Ala Met Gly Glu Leu Arg GIn Ser Ile Ala
6200 6205 6210

Lys L Asp GIn val Lys Ala Asp Ser Lys Tyr Leu Asn Glu As
ysgs P I'ysi!zo P ywszzs P

Pro GIn Ile Lys GIn Asn Tyr Asp Asp Ala val 6In Arg val Glu
6230 Ly 335 P AsP 6240 ra

Thr Ile Ile Asn Glu Thr GIn Asn Pro Glu Leu Leu Lys Ala Asn
~ 6245 6250 6255
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Ile Asp GIn Ala Thr G¢In Ser val Gln Asn Ala Glu GlIn Ala Leu
’ ngo 6265 6270

His Gly Ala Glu Lys Leu Asn GIn Asp Lys GIn Thr Ser Ser Thr
52;5 d y 6280 6285

Glu Leu Asp Gly Leu Thr Asp Leu Thr Asp Ala GIn_ Arg Glu Lys
6290 P oY 6255 6300

Leu Arg Glu GIn Yle Ash Thr Ser Asn Ser Arg Asg Asp Ile Lys
6385 6310 6315

GIn Lys Yle Glu GIn Ala Lys Ala Leu Asn Asp Ala Met Lys Lys
6!20 25 6330

Leu Lys Glu GIn val Ala GIn Lys Asp Gly val His_Ala Asn Ser
6435 6340 . 6345

AS r Thr Asn Glu Asp Ser Ala GIn Lys Asp Ala Tyr Asn Asn
P 350 P 6355 6360
Ala Leu Lys GIn Ala Glu Asg Ile Ile Asn Asn Ser 5er Asn Pro
6365 6370

6375

Asn Leu Asn Ala GIn Asp Ile Thr Asn Ala Leu Asn  Asn Xle Lys
6380 6385 6390

GIn Ala_GIn AsSp Asn Leu His Gly Ala GIn Lys Leu_ GIn GIn Asp
6395 6400 . 6405

Lys Asn Thr Thr Asn GIn Ala Ile Gly Asn Leu Asn His Leu Asn
6410 6415 6420

GIn Pro_ GIn Lys Asp Ala Leu Ile GIn Ala Ile asn Gly Ala Thr
6425 6430 6435

Ser A Asp GIn val Ala Glu Lys Leu Lys Glu Ala Glu Ala Leu
sﬂo P 6445 Y Y 6450

AsSp Glu Ala Met Lys GIn Leu Glu Asp GIn val Asn Gln Asp A
6455 Y G460 P 6425 n Ase ASP

Gln Ile Ser Asn Ser Ser Pro Phe Ile Asn Glu Asp Ser Asp Lys
6470 6475 6480 pLy

GIn Lys Thr Tyr Asn Asp Lys JXle GIn Ala Ala Lys Glu Ile Ile
6%85 hid P GXQO 6%95

Asn GIn_Thr Ser Asn Pro Thr Leu Asp Lys GIn Lys Ile Ala Asp
6500 6505 6510
Page 71



GIn

His

Leu

Glu

val

Glu

Lys

Glu

Leu

Gin

Leu

Lys

Asn

Ala

WO 2007001423

Leu GIn Asn
6515

Ile

AM101548_staph_Epi .ST25

s Asp Ala val Asn Asn
LS G35 M2 VAl Asn

L§s Leu Ala GIn Ser L;s GIn Asp Ala Asn
6530 6535

Leu Asp Asp Leu Thr Glu Glu GIn Lys
6545 6550

Ile Asn Asn
6560
Ile Ala Lys
6575
Ile Asn Asp
6590
Ala Asp Asn
6605
Ala Glu Asp
6620
Ala Leu GIn
6635
Leu Asn Gly
6650
AsSn Asp Ile
6665
Thr val Lys
6680

Ala GlIn Glu
6695

Ala Met Arg Asp Ser
6710 9 Asp

Ser Asn r
6725 4
His Ala val
6740

Thr Met Asp

Ala Asp Thr Arg Asp Glu
P 6565 9 Asp

GIn Leu

Lys Asp

ASp Lys

Leu Ile

ASp Leu

Glu ser

Asp Ser

ASp Asn

Leu Gin

Thr Asn

ASp Lys

Pro Gln

Asn Gly As
6580 y AsP

Gln Ile GIn
6595

Lys GIn Asn
6‘10

His Asn His
6625

Leu Asn Lys
6640

Arg Phe Lys
ngs y

Leu Asn
6670

ser

Ile Asn
6685

Lys Ala Lys
6’00 y

Ile Met Asn
6715

Glu Asp Leu
6730

Ile Asn Asn
6745

Asnh
val
ser

Met

His Leu

Tyr Asp
Pro Asp
Ile Asp
Gln Ala

Leu Asn

wis val Thr

Glu Leu

GIn Glu
Ala GIn

Ile Ile

Leu His Gly
6525

Asn Gln Leu
6540

His Phe Lys
6555

Ashn Lys GIn
6570

Thr Leu His
6585

Ser Asn Tyr
6600 R4

Asn Ala Ile
6615

Thr Leu Asp
6630

Gln Ala His
6645

Leu Asp Asn
6660

val pPro Gin
6675

Thr Leu Glu
6690

Asn Asp Ala

6705

GIn Ile A
6720 re

PCT/US2005/037746

Asp

Asn

Pro

Leu

Lys

Ile

Lys

His

Asn

Ala

Arg

Ser

Lys

GIn Asn Ala Tyr
6735 k4

Gly Glu As
67%0 P

Asn

Ile Ile Lys GIn Ala Thr Glin Asp Ile

Page 72

. 00179



ASn

Ala

Leu

Ser

Glu

Ile

Arg

AsSp

Gin

Gin

Leu

Gin

Leu

ser

WO 2007001423

6755

Thr Ala Xle
6770

Lys Thr Asp
6785

Glu Pro Gin
6800

Ser Arg Ala
6815

Asn Gly Lys
6830 yb

Leu val

Ar
6845 9

L!s Glu Ala
6860
Asn Ser Glu
6875

Thr Ile GlIn
6890

AsSn Lys
6505

Leu
Asn Leu Asp
6920

Asp Ile Gl
6955 y
Glu Glu Ala
6950

Ser Ile Ala
6965

Asn Glu Asp
6980

Gln Ala Glu
6995

AsSn

Ala

Lys

AsSn

Met

GIn

TYyr

Asn

Glu

Arg

Gly

Arg

Lys

Asp

Ser

Gin

AM101548_staph_Epi.ST25
760 ap EpG?GS

Gly Leu Asn Gly Asp GIn Lys Leu GlIn
y 6775 y Asp 6¥80

Lys Gln GIn
6790

GIn Ala Leu
6805

val Ala Lys

Glu Glu Leu
6835

Asn Ser Asn
6850

Glu GIn Ala
6865

Pro Thr
6880

AsSn

Ile Asn Asp
6895

GIn Ala GIn
6910

Leu Ash_ Ser
6925

Thr Thr Thr
6940

Ala Ile
6955

ASn
Lys Asp Ala
y 69?0
Glu Lys Lys
6;85 ¥

Leu ITe Asn
7000

Ile

Glu

Gin

Lys

TYTIr

Ile

1le

Ala

Glu

Ala

Lys

GIn

Thr

Leu

Gin

Thr Asn

Asn Ile

Leu Ser

val Ala

Ile Asn

Ala Lys

Ser Ser

Glu GIn

Ile Ala

Gin Ile

Pro Ala

Ala Met

Leu Asn

Ala Tyr

Leu Asn

Page 73

Phe Thr Gly
6795

Ile Asn GIn
6810

His Ala Lys
6825
val Ala Lys
6840

Glu asp val
6855

Gly 6GIn Glu
6870

Thr Asp Ile
6685

Asn Leu His
6900

Lys Asn Glu
6515

Thr Lys
6930 ¥

Leu

val Thr GIn

6945

GIn GIn Leu
6960
Ser Ser Asn
6975

e.;.go Asn Ala

?5085 Pro Thr

PCT/US2003037746

Asp

Leu

Gln

Phe

Ala

sSer

Ile

Asn

Gly

Ile

Ile

Lys

Lys

Tyr

val

Met

gy



WO 2007001423

Asp Ile Ser Asn Ile GIn
7010

Lys

Asp

GIn

Glu

His

Ile

Asn

Ala

Ala

Asp

Asg Ser
7025
Ser Asn
7040
Lys Gln

7055

GIln val
7070

Met G
7085 d

GIn GlIn
7100

r Asn
s

‘Thr Asp
7130

Asn Ile
7145

GIn Lys
7160

ASn Leu
7175

Ser Ala
7190

s

Ley Glu
7220

Glu Ala
7235

ﬁgo Ila

Leu His Gly

Leu I1e Ile

Ala Leu Asn

Ala Glu Ile

Thr Leu Lys

ser Lys Tyr

Asp ser Ile

Asp val Leu

His Leu Thr

Ala GIn GIn

ASn Asn Ser

Pro Ser Arg

Leu Asn Glu

Asn Ser val

Ala GIn Asn

Ile Asn Gly

AM101548_Staph_Epi.ST25
GIn Lys gs;o Ile GIn

Ala Ile Thr
7015

Ala Asn Lys
7030

Asn Gln Ser
7045

Asp Leu Ile
7060

Ile Ala GlIn
7075

Thr Leu val
7090

Ile Asn Glu
7105

GIn Lys Gl
7120 y y
ASn Asn Asn
7135

LYS ASh AS
7!50 P
Asp Ala thr
71%5

GIn Arg GIn
7180 9
Thr Glu val
7195

Ala Met Arg
7210

Lys Lys Leu
7!25 ¥

Glu r Ser
7240 T

val Pro Ser
7255

Leu Ala

Thr Asn

Asn His

Ala Asn

Glu Glu

ASp Pro

Arg Glu

Lys Ile

Leu His

Asn Glu

Ser Glu

Ser Asn

GIn Leu

Ser Asp

Asn Ala

Ser Thr

Page 74

GIn Asn
7035

Leu
7050

Ala GIn
7065

Lys Leu
7080
GIn Ser
7095
Gln val
7110

Ile Leu
7125

Ala Asp
7140

Gly ASs
7155 P

Leu
7170

Asn
His Asp
7185

5o b

Glu Asn
7215

Phe 1Ile
7230

Ly GIn
7245

Leu Asp
7260

GIn

ASn Asp

Thr

Asn

ASn

GIn

AsSn

Ala

Gln

TYr

Glu

AsSn

Glu

Asn

Lys

PCT/US2003037746

Ala

Ala

Lys

Lys

Asn

val

ASn

Gly

Ile

Lys

Leu

Ile

His

val

Glu

Ala

Lys Ala

-

NNkl



Leu

Ala

Ala

GIn

Ala

Ser

Ser

Pro

Lys

Ala

Gln

Leu

GIn

Ile

WO 1007/001423

Ile Glu
7265

His Gl
7280 y

Glu Ile
7295

Glu Lys
7310
Glu Ala

7325

Leu Lys
7340

Ar r
738

Ala Leu
7370

Glu Léu
7385

Thr Ala
7400

Lys Ser
741s

Gln Ser
7430

Thr Lys
7445

S0 "

Thr val
7475

GIn_ Asp
7490

Thr Ala
7505

Asp

Glu

ASp

Thr

Leu

Thr

val

Asn

ASh

Glu

ASp

GIn

Gln

Ser

Lys

Ala

His

Ala

GTn

Asn

Leu

Gln

Glu

Asn

Tyr

Lys

ASn

Gly

Lys

GIn

Met

Gln

Tyr

Pro

Leu

Lys

Leu

val

Lys

Ile

Ala

aly

Asp

Asn

Asn

Asp

val

Asn

Asn

Asn

Thr

AM101548_staph_Ep1.s5T25

727

Leu GIn
7285

GIn Ala
7300

Asn GIn
7315

Ala Lys
7330 ¥

ASn Lys
7345 y

%gﬂ ser

ser GIn
7375

val Ile
7390

Leu Asn
7405

Gln Ser
7420

Lys GIn
7%35

7450 "

GIn Leu
7465

Ser Asp
7480

His Ala
7495

Ile Met
7510

Glu

Leu

Ala

Glu

Lys

Gly

Ile

AsSn

Gly

Ile

His

Ile

GIn

phe

Ile

Ala

AsSn

ser

Leu

Glu

Leu

ITe

Arg

GIn

Glu

ASp

val

Gln

Ile

Gln

Leuo Glu Leu G1n Asn

Lys

Pro

Thr

Asn

GIn

GIn

Ala

Ala

Ser

His

Leu

AsSn

Ile

Asn

Ala

ASp Lys Asn

Page 75

Ala A
7275 re

Asn GIn
7290

Gly GlIn
7305

Lys Pro
7320

Glu Ala
7335

Ile Lys
7350 ¥

Ala Asn
7365

Thr Thr
7380

Thr 61n
7395

o

Leu GlIn
7425

Ile Asn
7440

AsSn Ser
7455

val Asn
7470

Glu Asp
7485

Ala Lys
7500 y

Gln Ile
7515

Glu

Ala

val

Glu

Met

Ala

TYyr

Gln

Thr

Ala

Gly

Gin

Lys

Asn

Ser

AsSp

Asp

PCT/US2005037746

Ser

val

Leu

val

Lys

Asp

Asn

Pro

Ile

Glu

Leu

Ala

Gin

Asp

Ser

Leu

Gln



WO 2007001413

Ala Ile Glu
7520

Asn Lys Leu
7335

Asn Leu Asn
7550

His Ile phe
7565

Ala ser Ala
7580

ser Ile Ala
7595

Asn Glu Asp
7610

Lys Ala Lys

“1625 Y

Asn Asp Glu
7640

ASp Ash Leu
7655

Ala GIn Ala
7670

Arg t7=1 6‘5 ASn

Glu val &in
7700

Met Lys Lys
s

GIln Thr Ser Asn Tyr
7730 ™

Phe A:ips Glu Tyr Thr

774

Thr Asn Pro Asn Met

Asn

Ser

ser

Ser

Lys

Asp

Ser

AsSn

Ile

His

Thr

Leu

Lys

Leu

AM101548_staph_Epi .ST25

PCT/US2008/037746

Ile Lys GIn Ala Leu Ash Asp Leu His Gly Ser
7525 7530

Glu Asp Lys Lys GTu Ala Ser
Ptao 7

Ala Pro Thr Arg Ser GIn val
7570
GIn Leu AsSn Asn
7585
Asn Asn Glu Ile
7600
Gluv GIn GIn Asn
7615
Ile I1e Asn Asp GIn Pro Thr
7630
Gln Ser val Leu
7645
Gly Asp GIn Lys
Y Asp 7660 y

Leu Asn Ala Leu

7675

Glu Thr Lys Wval
7650

val val GIn tLeu
7705

AsSp Asp Ala Leu
P ASP 7720

Thr Met Lys
Leu GIn Ser

Ala Tyr Asn

Asn Glu val

AsSn’ Tyr Leu

Ala Asn GlIn

Ile Asn Glu
7735

Asp Arg Gly Lys Asn Ile

P 77?0 yuy

Ser Pro Thr

Page 76

Glu GIn Leu GIn

7545 .

‘Leu Thr Asn Gly GIn Lys Asp Thr Ile Len Asn
7555 7560

Gly Glu Lys Ile

7575 ° 0 Y

Ala Leu Arg As

7590 ra Ase

Ser L r Phe

7605 ys

GIn Ala val Asn

7620

Pro_ val Met Ala
7635

S GIn Thr Lys
I7%50 ¥
Leu Ala Asn Asp Lys Thr As

76E5 ys e
Asn GIn Ala Gin
7680
GIn Asn Ser Asn Ser Arg Pro
7695
Leu -Asn Asp Ala
7710
Thr Gly Asn Asp Ala Ile Lys
y 7755 y
Asp Thr Ser GIn GIn val Asn
7740
val Ala Glu Gln
7755

Asn Ile Asn Thr Ile Ala Asp

nn1Q3



WO 2007001423

7760
Lys Ile Thr
7775

Gln Ala
7790

Glu

Gly Leu Asn

7805

GIn The Gin
7820

Gln Ala Leu
7835

Glu Asn

Asp
7850

val G'l* Asn
7865

GIn Ile Ile

7880

val .Glu Arg

7895

3o

val Asn
7925

Ala

Leu ;hr His

940

Asn Ile Tyr

7955

Leu Lys As
7;70 P

:\sn ;;;5 Ile

Thr Ile Asn
8000

Glu

Gln

GIn

Thr

Asn

Glu

Gln

ASn

Ala

Arg

His

Glu

ASn

Ile

AsSn

His

Ala

GIn

Ala

Arg

Asp

val

Thr

GIn

THr

Glu

Leu

Ile

Lys

val

Gluy

Ala

Lys

GIn

Gln

ser

ser

Lys

Ala

Thr

Ser

Leu

Asp

Glu

Ala

Ala

Asp

Gin

7765

Asn Asp Leu His Gly val Gln
7780 7785

Ser Ile Asn Thr
7795
Lxs Glu Gln LCeu
7810
Glu val His GIn
7825
Met Asn Thr Leu
7840
Gln Thr Ser Asn
7855
Txr ASn Asn Ala
7870
Ser Asn Pro Thr
7885
Asn val Lys Thr
7900
ASn ASp Asn Lys
7915 P y
Asn Leu Asn GIn
7930
Gln Ala Thr Ile
7945
L;s Ala Leu Asn
7960
GIn Gln Asp Asn
7975

ser Thr Pro GIn
7990

ser Ile Ile Asp
8005

Ile

ASn

val

Arg

Tyr

val

Met

ser

Asn

Ala

val

AsSn

val

ASn

Gin

Page 77

PCT/US2005/037746

AM101548_staph_Epi .ST25
p7770

Lys Leu

Asn GlIn
7800

Met Thr

Gin Glu
7815

Ile GIn

Ile Lys

Lys Ala
7830 y

GIln Ser Ile Thr

7845

Ile Asn Glu Thr
7860

AS| val

Lys
7875

Arg

Asn Pro Glu

7890
LyS As
7805 "

Ser Lys Thr
7920

Leu

Ala Leu

phe

GIln Lys Glu

7935

Ala

ser Gln val

7950

Asn

AS
7965

fodp '

Met T ASN AS
7995 R4 P

Met Lys Lys

Ser Asn

val Ala Asn Pro
B010

b

NNgy



WO 2007001423

AM101548_Stap

1.5T25

Thr Met Ser His Asp Glu Ile Glu Asn Ala Ile Asn Asn
. 8015 8020 8025

His

Lys

Ala

Thr

Asn

Ser

Lys

Asn

Leu

Lew

Ile

Gln

Ile

Glu

val

Ala Ile Asn
8030

Glu Asn Ala
8045

Pra Gin A
8060 re

Arg Glu

8075

esgo Ala

val A
8108 9

Lys

Glin

Glu GIn Tyr
8120 d

Glu Gln His
8135

Asp Ala val

8150

Leu Asp Ala

8165

Met MHis Leu
8180

Ash_ Asn
8

195

Ala Lys Ile
8210

LyS AS S
8!25 P Ly

AsSp Pro Asp
8240

Thr Glu Ile
8255

Ala

Asn

Asp

val

Lys

Glu

AsSn

Pro

Asn

Asp

Asn

Leu

Glu

val

Leu

Leu Asg Gly Glu His Lys Leu GIn
8035 - 8040

Leu
Ala
Ala
His
ser
His
Thr
Glin
Lys

Gin

Ala val Thr

Asp

GIn

GlIn

Asn

Leu Ile Asn
8050

Ile Asn A
3065 9
Glu GIn Leu
8080

Leu Arg Asn
8095

Lys r Ile
sli0 ¥

Ala val A
B125 e
Leu ASp Lys
8140 pLy
Ala Asn Asn
8155

Gin Asn Ala
8170

Ala GIn Gln
8185

A Ala Glu
8280

His Ala Met
8215

val Lys GIn
8230

Glu Thr Tyr
8245 . R4

GIn Thr val
8260

Ser

Leuw

GIn

ser

AsSn

Glu

Glu

Asp

His

ASn

val

Glu

Ser

AsSn

AsSn

Leu Asn Asp
8055

val Asn Glu
8070

ser Ala Gln
8085

Ile GIn Asn
8100

Ala Ser Asp
8115

val Glu Asn
B130

Ile ITe Lys
8145

Lteu Asn Gly
8160

GIn Ser Ile
8175

Ala Leu Asn
8190

Ala Ala Ile
8205

Asn Leu Glu
8220

Ser Asn r
8235 R4

Asn Ala val
8250

Pro Thr Leu
8265

pPage 78

Ile

GIn

Leu

Ala

Ala

Gln

Ala

ITe

Gln

val

Pro

Glu

Ile

Glu

Ile

Asp

Ser

PCT/US2005037746

Lys
Ala
Asn
GIn
Leu
ser
Lys
Ile
Leu
é1u
Thr
Lys
Gly
ser
Asn
His

Ije

nn1Q5



WO 2007/001423

Glu Ile

8270

Leu Arg
8285

%80 ©"

ser Ile
8315

Gln

Asp

Ser

Ala GlIn
8330

val

lys Ala- Leu
8345

Ser Ser Arg
8360

GIn Ala
8375

GIn

Pro Glu
8390

ASn
teu Glu Thr
8405
His Ala GlIn
8420

Asn val
8435

Leu

Thr Thr
8450

Ala

Ala Leu Asp

8465

Lys Asn Asn

Lys Tyr Gln

8495

Leu Leu Asn

8510

lu
Gly
Leu
ser
Ala
Asn
Phe
Ile
Met
Ala
Gln
Ala
Arg
Lys
Ile

GIn

His

Lys

Ser

AsSn

Ile

Lys

Ile

ASn

Asp

GIn

Asp

GIn

Glu

Ala

Leu

Glin

Ala

GIn

Lys

GIn

Glu

val

Asn

His

Pro

Asn

Ala

Arg

Lys

AsSn

Tyr

Gin Thr Thr

AM101548_Staph_Epi .ST25
Ile Asn Glu val Asn Gln Ala Lys
8280

8275

B0 1o
158, 49 1
g

Lys Ala Lys

u!as y
I Lys ASn

350 ¥

Glu Asp Gln

3365

val Asp ser

8380

Thr val Ile

8395

Asn Leu Mis

83410

Ala Asn val

8425

Glu val Mmet

8440

val Ala Lys

8455

Glu Thr Leu

8470

ASp Ser Lys

8485

ASp Arg val

H

Asn Pro Thr
8518

GIn Thr

Leu Thr

Ala Lys

sSer Leu

Thr Asp

Pro Glu

Ile Ije

Asn Ser

Gly Asp

Ile Asn

Ile Asn

Asn Leu

GIn GIn

TYr Leu

val Ala

Leu Glu

Page 79

Ile Asp Leu
8295

Ser GIn GIn
8310

Thr Arg Thr
8325

Asn His Ala
8340

L!S val Leu
8355

Lgs Glu Ala
8370

His Arg Gln
8385 re

Ile Thr His
8400

Gin Lys Leu
8415

613 Leu Ile
8430

Ala Asn Thr
8445

ASp Asn Ala
l4g0

val val Ala
8475

Asn Glu Asp
8490

Asg Ala Glu
8505

Pro rLys
BSZ{ITy Y

PCT/US2005037746

Lys

Ala

Ser

Glu

Met

Asp

TYyr

Thr

Glu

Ala

His

Asn

Gin

His

Ser

GIn

Ile

&

ﬂﬂ%



Asp

Gly

Ile

Lys

Leu

Glu

TYr

val

val

Ala

val

Leu

Lys

val

Ile

Ser

WO 2007001423 PCT/US2008037746

AN101548_Staph_Epi.5T25

Ile Vval Lys Asp Asn val Leu Ala Asn GTu L Ile Leu Phe
8525 d P 8530 8!35

Ala Glu Lys Leu Ser Tyr Asp Lys Ser Asn Ala Asn Asp Glu
8540 ulty 345 p Ly 8550

Lys His Met Asn Tyr Leit Asn Asn Ala GIn Lys GIn Ser Ile
8!55 y v 8560 I8-¥65

Asp Met Ile Ser His Ala Ala Leu Arg Thr Glu Vval Lys GIn
85?0 8575 ra 8580

Leu GIn GIn Ala Lys Thr Leu Asp Glu Ala Met Lys Ser Leu
8585 8590 8595

Assgo Lys Thr GIn val val Ile Thr Asp Thr Thr Leu Ser Asn
8 8605 8610

Thr Glu Ala ser Glu Asp Lys Lys Glu Lys val Asp GIn Thr
8615 8650 ys by 4 8625 P

Ser His Ala GIn Ala Ile 1Ile Asp Lys Ile Asn Gly Ser Asn
8630 8635 8640

Ser Leu Asp GIn val Arg GIn Ala Leu Glu GIn Leu Thr GIn
8645 8650 8655

Ser Glu Asn Leu Asp Gly Asp GIn Arg val Glu Glu Ala Lys
8660 P uegs P ré 8670 y
His Ala Asn GIn Thr Ile Asp GIn Leu Thr His Leu Asn Ser
8675 8680 3685

GIn GIn GIn Thr Ala Lg Glu Ser val Lys Asn Ala Thr Lys
8690 8695 8700

Glu Glu Ile Ala Thr Ala Ser Asn Asp Ala Leu Ala Leu As
8705 8710 n Asp 8715 @ Ley Asn
val Met Gly Lys Leu Glu GIn Phe Ile Asn His Ala Asp S
8720 y Ly 8725 8730 2 ASp ser
Glu Asn Ser Asp Asn Tyr Arg G1n Ala Asp Asp As s Il
8735 P B«a g P 8725 pLly ¢
Ala r Asp Asp Ala Leu Glu His Gly GIln Asp Ile Gln L
8750 v P AP 8755 y BTEO ¢ . nLys

Asn Ala Thr Gin Asn Giu Ala Lys GIn Ala Leu GlIn Gln Leu
Page 80

nn1yy



WO 2007001423

8765

Ile Asn Ala
8780

Ala Arg Pro
8795

Asn Asn Ala
8810

His Asg Leu
8825

Asn Asp
8840

Leu

Ala Pro

r
i 8855

Leu A Lys
8;?0 Y

Ala Leu Asn

8885

Asp Thr Phe
8900

Ile Glu
8915

8950

Asp Glu
8945

Gly
Ile Ser
AsSn

Ile val Asn
8960

Arg Asp Glu
g 8995

Asn Tyr Ile
%50

Ala Leu 5Ser
9005

AM10154B_staph_Epi.57125
770 P 8775

Glu Thr Ser

Arg Ala Glu Tyr

Leu

Ala Leu
8815

GIn Lys Ser

Glu Glu His

Leu Leu

Glu Leu
8845

Ile Met Gly

Thr Lys Ala Ser Ile
8860

Phe Thr GIn
8875

S

phe

ASp Asn

Lys Thr Gln

Ile
8905

Lys Asp Asp

Thr Ala Ala
8920

Arg Leu

Leu Phe Ile Asn

8935

LyS

Ile Met Asn Thr Asn

GIn Ala Phe Asg Leu
8965

Leu Asn Asn L;s Ala
8580

Asn Ser Asp Glu Asp
8995

Asn Ala Arg Lys val
9 siio

Ile Lys

Glu Asp
Leu val
Ala Asn
Asn Tyr
Ala Ile

ASh Leu

Lys Thr
Lys ser
Lys Ala
Ser Ile
Asn Asp
Phe Pro
Leu

Lys

Leu Ala

Leu Asn Gly phe Glu
8785

Ser

Lys

ASn

Ala

Ile

ASn

Asp

Lys

Lys

Gln

Ala

Ala Met

val

Gln

Lys

Page 81

Ar Leu Asn
8730
Leu Glu Lys
8805
val Thr Gin
8820
Glu Gly Thr
8835

Ile val
8850

Asn

Asn Ala

AS
8865 P

Asn Ala

A
8880 e

Phe Asn
8895

a;go Ala

Ala Glu
8925

Ala

Leu

Lys

phe Thr
8940

His

GIn Leu
8955

Ser

Lys Ser

8570
GIn Ala ser
B985

Gin_ pPhe Asp
5000

Glu Asn Gly
9015

PCT/US2008037746

His

Ile

ser

ASn,

Asn

Asn

Asp

Ile

AsSn

Leu

Ala

Arg

Leu

Ser

His

LyS
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Asn Leu Asp Glu Ile GIn
9020

Asp Thr Lys Asp Ala Leu
p9035y p

Lys Ala Lys
Y% 9050
Asp Ala_ GIn
9065
ASp Leu Ser
9080
AsSp Asn_ Ala
9095
Thr Ser val
9110
Phe GIn Ile
9125
Ser Ser Lys
9140
Gly Leu Ser
9155
Glu GIn A
9170 e
s Gly Leu
i 91‘5
Asn L!s val
9200

Thr Gln Ser
9215

Ala

Arg

ser

Pro

Glu

Thr

Gin

Leu

Lys

ASn

Thr

Ile Gin

His Ile

Leu Ala

Lys Asp

ASn Ser

Phe Asp

ser Glu

Ala Ile

Ala Thr

ASp Leu

Ser Ala

Leu Lys

ASp LYS Leu Lys Thr L
P 5y30 o Lys Thr teu

A
Tyr 9;!5 Asn Ala Asp Tyr

Leu 3!%0 Glu Ala Lys Gly

AM101548_staph_Ep1i.s125

Ile Glu Gly Leu Lys Gln val
9025 9030

Asn Gly Ile GIn Arg Leu Ser
9040 95045

ar val GIn Ser Leu Ser Tyr
55 9060

Ala Glu Asn Asn Ile
9070

Asn Thr Leu Ser Lys
9085

Leu Arg Asp Thr Leu
9100 o Ase

val Asn Tyr Ile Asn
9115 v

Glu Ala Leu GIn GIn
9130

Asn_ Pro Ala Thr Ile
9145

;{Eo ASp Thr Lys Asn
Glu Lys Ser Lys AS
9175 4 Ly P
Asn Lys Ala GIn Leu
9190

Asn Thr Leu Thr Glu
9205

Leu Asn As 5 Met
9220 P Ly

val Asn Pro val Lys
9235

ASn Leu Lys Arg GIn
9250 ys Ard

Ile Leu Asn Lys Asn
92865

Page 82

His Asn
9075

Ala Ser
9090

Glu Ser
9105

Ala Asp
9120

Ala Ser
5135

Glu Glu
9150

Ala Leu
9165

Leu Lys
91B0 Y

Glu Asp
9195

Leu Ser
9210

Lys Leu
g¥25
A1a' ser
9240

Phe Asn
9255

ser Gly
9270

Ile

Lys

Ile

Ser

Asp

Asn

Lys

Ala

val

ASn

Leu

val

[3])]

Leu

Leu

Lys

Pro

PCT/US2005/037746

Glu

Ala

AsSn

Asp

Leu

ser

Asn

Thr

Leu

Gly

Ile

Thr

Leu

Arg

Asn

Ala

Asn

nn1Rq
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val Asn Ile
9275
Ala LYyS AsS
s%50 P
GIn Lgs Ser
9305
Asn Ala GIn
9320
Asp ITe Lys
P 9335 Y
Asn Asg Ala
9350
Ala Thr Thr
9365
Leu Lgs Leu
9380
Leu Asp Lys
9385 y
Gly Met Ile
9410
ITe Glu A
9425 9
Lys Asp Thr
¥ 9440
Ala Thr Ser
9455
Glu Ala A
9470 rd
AsSp Leu val
9485
His I1e His
9500

Gln Met Ile
9515

ASn

GIn

Glu

Lys

Ile

Met

Lys

Gln

Glu

GIn

Leu

Leu

AsSn

Lys

ASn

Ala

Asp

val

Asp Ile
Leu Asn
Phe
Ala Ala
Ile Asn
Gin Gly
ASp Asn
Tyr Asp
Asn Gly
AsSn Met
Lys Asp
Lys Arg
Ser Lys
Ala phe
GIn Ala

Asp Glu

Gln Lys

AM101548_staph_Ep1.5725
GIn His Leu Leu Thr GIln Ile
9280 9285

Gl Glu A
92;5 e
Ile Ile Lys
9310

Ile Ile Asn
9325

Gin Ile val
9340

Leu Lys Glu
9355

Ite Glu Tyr
9370 v
T!r Ala Ile
9385

Thr Asn Lys
9400

AsSp AsSp Ala
o415 "7
Ala GlIn Thr
9430

GIn Leu Asp
9445

Ala Glin Ala
9460

Ser Asn Ile
9475

Lys Asp Glu
o490 P

Leu Pro Lys
9505 ad

Arg

Glu

GIn

ASp

His

Leu

ASn

Asp

Arg

Lys

Glu

Lys

AsSn

Gly

Ala

Leu L!s Glu
9300

Leu Asg Ile
9315

Ile A Ala
9530

Asn Ala Ile
9345

val Ala Gln
9360

Asn Ala Asp
9375

Leu Ala Asn
9390

Ala Asn Ile
9405

Ala Leu Leu
9420

Ala His Asn
9435

Ile Glu His
9450

GIln Met val
9465

His Ala Thr
9480

GIn Ser Ala
9495

Lys Leu As
9510 P

val Glu Asp Ile Asn His Leu
9520 9525

Asp
His
Leu
Ser
Glu
Leu
G1u.
Asn
Ile
Asn
Asp
Ala
Asn
Ser
Ile
Ala

Ile

PCT/US2005037746

AsSn

GIn

Asn

Lys

Leu

Thr

ASp

val

Ile

Gly

Ile

Asn

Glu

AsSn

Glu

Asn

Ser
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+ Nn1ag
AM101548_staph_€gpi.sT25

GIn ASn Pro Asn Leu Ser His Asp Glu Lys Asn L¥s Leu Ile Ser
9530 9535 9540

GIn Ile Asn Lys Leu val Asn Gly Ile Lys Asp Glu Ile GIn GIn
9545 9550 9555

Ala Ile Asn Lys GIn GIn I1le Glu Asn Ala Thr Thr Lys Leu Asp
9560 ) 9570

11

9565

Glu val Ite Glu Thr Thr Lys Lys Leu Ile Ile Ala Lys Ala Glu
“ 9575 9!30 Y 9585

Ala Lys GIn val Ile Lys Glu Leu Ser GIn Lys Lys Arg Asp Ala
9!90 4 9595 'si!oo e

ITe Asn Asn Asn Thr Asp Leu Thr Pro Ser GIn Lys Ala His Ala
9605 9610 15

Lev Ala Asp Ile Asp Lys Thr Glu Lys Asp Ala Leu GIn His Ile
9620 9625 9630

Glu Asn_ Ser Asn Ser Ile Asp Asp Ile Asn Asn Asn Lys Lys His a
9635 9640 9645

Ala phe Asn Thr Leu Ala His Ile Ile Ile Trp as Thr Asp Gin

p
9650 9655

Gin Pro  Leu val Phe Glu Leu Pro Glu Leu Ser Leu &In Asn Ala
9665 89670 9675

Leu val Thr Ser Glu val val val His Arg Asp Glu Thr Ile Ser
9680 9685 9690

Leu Glu Ser Ile Ile Gly Ala Met Thr Leu Thr Asp Glu Leu LyS
9695 y 9700 9785 y

val Asn Ile val Ser Leu Pro Asn Thr Asp Lys Val Ala Asp His
9710 9715 Ly 9720 P

Lev Thr Ala Lys val Lys val Ile Leu Ala Asp Gly Ser Tyr val
9725 ¥ y 9730 P 9735 B

Thr val Asn val Pro val Lys val val Glu Lys Glu Leu GIn Ile
9740 9745 9750

Ala Lys Lys Asp Ala Ile Lys Thr Ile Asp val Leu val Lys GIn
9¥55 9’;60 P 9765 Ly

Lys Ile Lys Asp Ile Asp Ser Asn Asn Glu Leu Thr Ser Thr GIn
Page 84



Arg

Ile

val

Arg

Asn

Gly

Glu

Leu

Lys

Ala

Ile

Leu

Arg

Gly

Ser

Phe

WO 207001423

9770

Glu A
9785% »

50 7

Lys

Arg
9815

Phe Thr
9830

Thr GlIn
9B45

Leu Thr
9860

Leu GIn
9875

val Glu
9890

His Ile
9905

Glu His
9920

Leu Asn
9935

9380 A

s

Ile Glu GIn Ile Leuy Lys Vval Asn val Ser
9980 9‘85

Ala

val

Thr

Leu

Ile

ser

Lys

Leu

Leu

Lys

AsSn

Ile

His Thr val GIn Asp val His Lys
9970

9775

Lys Ala Glu Ile Glu Arg Leu
y 9790 9

Asn His Ser Lys
9805

Asp Phe Glu Glu
9820

Asn Lys Ala Lys

YS 9835

GIn Asn G1§ fhe
9850

Asn Glu Lxs Thr
9865

Glu Phe Leu Glu
9880

Ash GIn Leu Gin
9895

Asn Gln Ala His
9910

Leu Gl r val
Y o¥as

GIn Ser Ala Ser
9940

Lys GIn Ile Gln
9955

ser

Ile

Lys

Lys

GIn

Lys

GIn

Leu

val

Tyr

Leu

AM101548_staph_Epi.ST25
9780

Lys Lys
] 9’95 y
Ile Lys Asgo Ile
98

Phe Asp

Asp GIn
9825

Asp Ile Ile Thr
9840

Glu Thr
9855

S

His Ala
9885

Glu Ile
Phe Aép
val Glu

Glu Phe Asn Asn
9900

Leu Gly Glu Lys

9915

Lys Thr
9930

5525 Gln

Met Asn
9960

val Asn
Phe Ile
Glu Thr
Ala Leu

9975

Ile Ile
9990

PCT/US2005/037746

Gln Ala

Glu Thr

Pro Lys

Asp val

ITe Lys

Leu Thr

His Asn

Arg Tyr

His Ile

GIn GlIn

Trp Ala

Ser Ile

Leu GlIn

Asn GIn

Phe Asn Asp Ser Leu His Asn Phe Asn Tyr Leu His Ser Lys
9995 10000 10005

AS Ala Arg Leu Arg Glu
10010 re 8 0015

Lys Asp val Ala Asn
- 10020

Page 85
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AM101548_St 1.sT25 -~ nni1ag
Gln Thr  Glu.Thr phe Lys Glu Vval Leu Lys Gly Thr Gly val Glu
10025 10030 10035

Pro Gl Lys Ile Asn Lys Giu Thr GIn GIln Pro Lys Leu His Lys
10040 ¥ 10045 1boso

ASn AS Ash Asp Ser Leu Phe Lys His Leu val As Asn Phe Gly
10055 10060 10065

Lys Thr val Gly val Ile Thr Leu Thr Gly Leu Leu Ser Ser Phe
10070 10075 10080

Trp Leu Vval Leu Ala Lys Ar A s Lys Glu Glu Glu Glu Lys
mmoss ¥ 10390 ro Lys Ly 10095 y

GIn Ser  Ile Lys Asn His His Lys Asp Ile Arg Leu Ser Asp Thr
10100 10105 10110

ASp L! ITe Asp Pro I1e Val Ile Thr Lys Arg Lys Ile Asp Lys
P 15?.15 P 10120 ys AT 15125 pLy

Glu Glu_ GIn Ila GIn Asn Asg ASp Lys His ser Ile Pro val Ala
10130 10135 10140

Lys His S Lys Ser Lys Glu Lys GIn Leu Ser Glu Glu Asp Ile
y 10145 Lys Ly y 10150 y 10155 P

His Ser Ile Pro val val Lys Arg Lys GIn AsSn 5er ASp Asn Lys
10160 1‘155 hlind 10170 P y

Asp Thr_ Lys GIn Lys Lys val Thr Ser Lys Lys Lys Lys Thr Pro
10175 10180 ys Ly '1%1!5 y

GIn Ser Thr Lys Lys val val Lys Thr Lys Lys A Ser Lys LyS
10190 nd 10195 ¥ ys Ly 15!00 ys Ly

<21> 33

<211> 1014

<212> DNA

«213> Staphylococcus epidermidis

<400> 33
ttgcpaaaag acgtgataga agtggttaat aaagttgaag attactactt taaaagttat 60

ccaattcaat acaatccaat aattgaatat tttaaccaaa ttaasaataa aanagtaatt 120
gtgtcattaa aaatatataa ggtttataaa aaaattgtpgg aaaatattca tgatactgaa 180
agtcaatgga tatattctcc tgaacatgca ttacacccaz tagastttat agaatcattt 240
tgtaaacata taaagggaaa gtatgctgga acaccaattg aattagaatt atggcaaaaa 300
gcaggaatag caactatttt tggtttcatt aataaaaaas ctaaagaaag azaatatcaa 360

gaaztctttt gggtggtggc tcogtaaaaat ggtugtcu“ctatatctag tpgaatageg 420
Page
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ttatatitgc
aaagatcaag
ttaaaactcg
ttaattcece
atggatgaag
tctgcacgtg
gtgtatgata
ggatataaaa
atagatgaaa
gctatcaaaa
<210>
> 7
<213>

<400> 34
gtgaaaaaaa

34
930

cacagtaacc
attctctatg
ccagtaggac
gatgctgacg
azagcacttg
aatgttaaac
gcatggttaa
catcatgata
ttagaagaac
gccatgatga
ggttatattt
attaaatrtg
aaagctatge
gactctatag

Caaaaatagt
atttcgtaac
ttggtcgaga
tgcatgcttg
ataatccttt
tadaatatga
atgaacgatt
gttgttggct
ctaaagtaaa

DNA
staphylococcus

ttctcgertt
atgaacatca
acatggttaa
aagatccaca
ttgtatttta
accaagcagg
caatatactt
gtttagagaa
aaaaagataa
ttaataaaga
Caagtgaagg
gggagataaa
ttaaagataa
aaagtrttatc
gtaaggcagg

PCT/US2005037746

AM101548_staph_Epi.sT25
tcggtgctga tggtgaaggt ggcccagaag tatacacagt ggctiaccaaa

atggaacgat
taaagtagct
tagtgatact
gaaaacaatg
aattctagca
agaatcagaa
trtacctttg
aaaagccaat
tagagctaag

epidermidis

agcaatagca
ctcacatgaa
acgtgtepgt
tgaatatgag
taatggttta
aaaatcaaca
adaatggtgag
tggaattaaa
gtctacatat
tagtaaaaat
tgcatttaaa
cacagaaaaa
tcatttazaa
agaagaaact
tactaaaggt

attgatacaa tacatggtag tatgaaataa

21> 35
<211>
<212>
<213>

<400> 35

1131
DNA
Staphylococcus epidermidis

pctaaaaaga tggtgaataa atcgcecgtta
gagatattaa caccttttaz tgatggacaa
acagatgggt taaatgtaca tggtgctatt
caaatgtacg atgtggtttt tgacggaata
ataactactg cgggaacaat aagaaactct
aatataatca atgggttatg ggaagatgaa
atatatgaat tagattcacg agaagaatgg
ccaggattag gttcaataaa gaaaatagat
aagaatgctt tatttagagc aacc

tttttaatta tccttgocge atgtgggaat
ggaaaattaa aagttgtaac tacaaactct
ggaaataagg tcgatgttca tagcatcgtt
gttaaaccta aagatattaa agcattaaca
aacctagaaa ctggaaatgg ttggtttgaa
Aaagataaaa atgtgatagc agcatcaaat
gaaggtaaca aaaacaaaca agatccacat
tacgtaaaaa caatacaaaa atcactagaa
gaaaaacaag ggaatgcata tatatcaaaa
aaatttgatg acatacccaa aaatcaacgt
tattttgctc aacaattcga tgttaaacca
Caaggtacac ctggtcaaat gaaataagcc
catttattag tcgaaacaag cgtagataaa
aagaaagata tttatggtpa agtatttacc
gactcatact ataaaatgat gaaatctaat
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ttggaggtag ataatatgaa
gtggggttat ccccaagtgg
gaaacaaatg ctggtctagg
aaaattgttg atgagcagtc
ccacttgaat cggaatacaa
cttgcgaatg aacagaaatt
tatgaaactg tacaattacc
gctggtagaa tgtctacaca
ggtatcttac taggtggcat
ggtcaagcag gtacaaatgc
ctagatgtta atcctaaacg
_ acaattatgt ctaatccatt
ggagcagtcc ttattccagg
gaaatgaaag atggatcagt
acaactgata agattactac
tatgctgtag ctaatatgec
gcaacattac cttatgcgea
aatcatccat tatctctagg
gctgatacat ttaattttga
<210> 36

<211> 1203

i%%ﬁ? g::phy1ocnccus

<400>» 36
atggaagcga tcgatacatg

astaaaaaaa cgcaaatgat
acaacaccta tttatcaaac
gggtacgaat attcacgtac
aatttagaac atggtaagca
gttatcatgt tattagataa
acatatggtp cattaactaa
acaactaaaa ttgaaaacat
gaaacacctt caaatccatt
aaasaatatg atttgatatc
cctttagact ttggtattga

PCT/US2005/037746

AM101548_staph_Epi.ST25
aattgggatt cctaaagaaa taaagaataa tgagaatcga

tgtacatgca cttgtagacc aaggacatga agttttagta
atcttacttt gaagatggtg attatCaaga agccggtgcc

aaaagcttgg gatgttgata
attctttaaa gaagagttaa

aactcaggca
agacggttct
agtgggagct
acctggagta
agctaagata
tttagaagaa
aaatatagaa
tgctaaaget
gattgtagat
tcatgataat
aggtgccgtt
attattggct
tctgaataca
atacacttca

epidermidis

cttgtggaca
ttaccgttat
gaatttttac
cctaaaggca
gctttaggat
ttagaggact
atgtatgtga
ccaaacttag
attgcpatag
ccgacttaca
ccacgtacat

aataaaggtt
tttaatggac

attpaagatg

tccaaacaaa tattcaacta

tggtcatcaa agttaaagaa
tcttatttac ttatttacac
acaaggttat atctattgec
taacaccaat gagtgaagtg
aaagatttaa tggaggtatg
aagtcactat cattggtggt
tgggagctga agtgacaata
tatttgatgg cagagtaaga
aagaaagcga tttagtgatt
tgactgaaga tatgataaaa
atcaaggtgg aatttttgaa
ctaaacatgg tgtcgtgcat
ctacaattgg attgaacaat
atcgtgaage atttaaagta
atgtgactaa taagaatgta
cattgaaata a

taaggagagt tttaataatg

acatggggga catacgacag acaactatac tggagcagtyg
aagtacttat ttacaagatg atattggtga tttaagacaa
tgcaaatcct acacgtgegt ctcttgaaag tgttattget
tggttttget tttggttcag gaatggcage aattagtgca
aggagatcac ttagttctta attctgatgt ttatpgtggc
agtatttact cgctttggta tagacgtaga ttttgttgat
tgaacaatat attaaacctp aaactaaaat gttatatgta
attgcgtgtg actgatatta aagcatcagc aaaaattgea
tgtagtcgat aatacattta tgacacctta ctaccaaaac
tatcgtattg cattcggceta ctaaatatat tggaggccat
Page 88
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agtgatgttg tagctggtct
tttatttcaa attctacagg
ggtattaaaa cgctaggtct
caaatgttac aaaagcaccc
atgaactata ctatccatca
gttaaagata cagaagcggc
gagagtttag gggcagttga
atcccatcag atgtaagagc
ggtattgaag acacagaaga
taa

<210> 37

<21l> 633

<212> DNA

<213> staphylococcus

<400> 37

ttggaactac
aaagttyaag
ttacctgcag
aaaattatgg
gttacaattt
aaacatggaa
aaagaactag
gctgaaggaa
aaggttgcag
ccagatttag
aaacaatgta
<210> 38
:%i%: 714
<213>
<400> 38

aattagccat
aatatgtaga
ttcaacattt
atgcagcaga
taggtgrtgc
aagcattgct
atgagatggg
aatctccatt
tagcaggtog
ttattgttog
gagcagctat

AM101548_Staph_Epi.ST25

tgttgctact
tggtgtactt
aagaatggag
taaagttcaa
aaatcaagca
taaacaagtg
aagtctaatt
caaggaaggt
cttagttaat

epidermidis

tgatttatta
tattgttgaa
aaatgaaaat
ttacgaagtg
tgaagatgct
tgttgatatg
tgcagactat
agacagcttg
tattaaacca
tggcggtatt
tgaaggtaaa

DNA )
Staphylococcus epiderwidis

gctgatgatg
ggacctcaag
caaataaacc
caagtattcc
actgggcata
attcacgcaa
tctgtaccgg
attacggatg
gatttagaac

aataaagaag
attggtacgc
attaataatg
agccaagcag
tcaattaaag
atagcagtgc
atcgcagttc
cgtacagtta
gatactatca
gegaatgetg
taa

atgacaaaat taaatpttaa agtgtttgcg gatggtgcag
gcatataaga atcaactcgt tgatggtttt acaacgaatc caagcttgat ggctaaagceg
ggtgtaactg attataaagc ttrtgcagag gaagtggtta gtgaaatace agacgettca
atttcttttg aggtgrttgc tgacgattta cctactatgg aaaaagaagc tgagatttta
aaacaatatg gtgataatgt atttgtaaaaz attcctattg ttacaacaac tggtgagtct

acactaccat taattaaacg tttatcatcg aaacaggtaa ggttgaatgt cacggctgtc
Page B89

atttagcaga
atagctattt
gaaacgttga
atcctagtat
caggggtagt
caaactactt
cacttatgac
gtctcattcg
aagccttaaa

aagcagcaaa
caattgtaat
ctaaagtatt
taaaatatgg
cagcagttga
aaaacttaga
atacaggtta
aatctgttat
aagatattgt
acgatccrgt

atattgaaga

PCT/US2005/017746
acgtctaggc 720
attaatcaga 780
aggrattgtg 840
taaggaacat 900
atctrttgaa 960
tacactggca 1020
gcatgcgtce 1080
tttatctart 1140
tactttgaga 1200

1203

attagctcaa 60
taatgaaggqg 120
agctgacttg 180
tgecagatatt 240
agaagcgcat 300
acaacgtgct 360
cgacttacaa 420
caaaaactct 480
tgctgaagat 540
agaagcagca 600
633

aatgaaatca 60
120

180

240

300

360

-
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ptgtcagtat trgcaggacg
gaatcagtta aggtaactca
gaagtatata atgtaatcca
gatgttgtaa aaaaggttaa
acagtcaaag gttttgccaa
S5 79

<212>

DNA
<213> Staphylococcus

<400> 139
gtgaatatat tgaaaatcca

aatatgcaaa atatcaaaac
gtgcttccag aaatgtggaa
aaaaatcrta Ragacagctc
atcattgcag gttcagtatc
attaataiaaa acaaagaatt
cgtgagccag actttttatg
caaacacttg tgacgcaaat
ccagcragaa aaggtﬁctaa
gatcattggt tatcattact
tgtaatagtt gtggtgatga
cctaatggtg aaattttagg
gatgtagact tagtagatca
catctrrata aatag

40
<211> 888
<212> DNA

Staphylococcus

<400> 40
atgtctaaaa tagtaggatc

ggtgtcatta tggacgtcgt

_ AN101548_staph_Epi .ST25
tatactatag agcaagtaaa agcaattact gacgctgtaa ctgaaggtgt gccaacatat

cattgcagat actggggttg atccacttec:

tagtaaagaa
agctgatgaa
taacaattita
agacattcaa

epidermidis

aatacttcaa
taagtttaat
taacggttat
tctctttata
aaatataaga
gattaatgaa
tggtggaaat
cattrgttat
aattgctttt
aaaagcgaga
tggtcacacc
ccatttagat
acaaagagaa

ggcgttcaat tattatgggc
attggagctg atatrtattac
ggccgggata taggagaact
agttccggtt tgtcaatttt

ttcaatgtag aacgtggaaa
caatacttag ataaagatac
pcattagaag aattagaaca
aaagacttag cacatacatt
paaaaccata tatataatac
tatgacaaag tacatctcgt
gtagtccctp aaccttrtta
gacttacgat ttccagagat
tatgtagcac agtggcctag
gcaatcgaaa atgatatttt
aattatgctg gaaattcaat
gataaagaag gtgtactaac
tatattccag ttttcagaaa

epidermidis

agatcgagtt
taatgcagaa

daaagaggaa tggctgaaat
caggctaaaa ttgctgaaga

PCT/US2005037746

tttgatgaaa
aagttgtcgt
ttgcccaget
ttcagtagat
ataa

tgttgataaa
cagtgtcgtc
aaaagctgat
taatgtagat
tgcttttgea
gccaatgtta
tttatctgat
attgcgetat
ctcaagacta
tattgtagct
tgtcattaat
aacacatatc
tctaaaacca

gcaaaaaggc
agccpgagcet

gttgccgtaa tggcattaga gegtgtacca tcagatattc gtgotgetgg cggtgttgea
cgtatggcga atcctaaaat agrtgaagaa gttatgaatg ccgtatcaat tccggttatg
gCtaaagcca gaattggtca tattacagaa gctagagttt tagaatcgat gggtgttgac
tatatagatg agtctgaagt attaacgcct gcagacgaag aatatcattt aagaaaagat
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caatttacag ttccttttgt
ggtgaaggtg cggcgatgtt
gctgtccgtc atatgagacg
gatgaaatta tgacatttgc
aaagataatg gacgtctrcc
gatgcagcac taatgatgga
aaatrctgaag atcctgaaaa
gattatgagt taatcggaaa
attaatcaaa tttcactaga
21
i%i%i g::phy1ucoccqs

<400> 41
atggaggatg ctgtggtgga

aacattgagt taacaaaata

41
1746

atatcaagtt ttattgcttt
actgatccag ctagtaattt
aaatatcaac ctatacctaa
gattataaag cacaatctat
gaaatgaaag

acaaatrtttt

aacagttaag

AM101548_Staph_Epi.SsT25
gtgtggctgt cgtaacttag gtgaagcagc

gcgtacgaaa ggtgaacctg gtactggtaa
tgttaattct gaagttagcc gcttaacagt
aaaagatttg ggtgcacctt atgaagtatt
tgtagttaat tttgcagctg grggtgttge
attaggtgca gatggtgtat ttgttggtic
atrtgctaaa gctatcgttc aagetacaac
attggctagt gagctaggta cggctatgaa
agaaagaatg caagagcgtg grtggtaa

epidermidis

gatggatgct grtaaatact tamataaatt
trrgtttttt actggtaaag gcggcgtagg
aaacttagca gagaatggaa agaaagtagc
acaagatgta tttcaaatgg aattatctaa
tctctctata gecaattttg acccgattgt
agaaccttat gagggtattc taccagaaga
tggttcatgt acagttgaag tagcagcatt

gctcccacag
aatacaacga
gttaaatata
gttgcgagac
caactgtcaa
ttaatttcga
ttaastaaca
agtttaacta
gatcatccgc

tatccgataa
gtcacacctt
gtaatgacgc
attcagcact
ctactcactc
tttctaaatt
gtcagatgaa
atcatrgctta
atctattaaa
aattcaataa

Fttlcaatgg gaaaaggtgg
tratctaata aaggatatcg
gttgaaacta caagtaattt

tataaaaaag aagtactagc

aactttagaa caagaatttg
gagaatgctt gaattacctt
ttcttgoetta ggtcaattat
tgaaaaacta cgtaaccaag
ttctatatat gaaarttcaaa
caaagtaatc attaacaact
atcagaacaa gataaaaaca
ttacgttcca tataaaaatc
tgatgataac ttaattgaaa
attaatcgat gaaartgana
cgttggtaaa acgacagtag
tgttctttta gcaactactg
aaatactgct tatattgatg
cacagtgaat gatgatacac

atttcattat
ctgcatggac
caggtttaaa
atgatacgac
gagcgcaaca
atatagaaga
ttaatcattt
agaaagaaga
atgatgactt
atagtaaagt
caacgcaatt
accctactaa
aagaacaagc

cacaagacga

Page 91

acgacgecatt
tattgttgaa
tatgaatgat
aaaacaaatt
tacgccrcag
aggtatattt

acattatcaa

aggtctagat

gaatttagat
taaaacgacg
tttagtaagt
taaattaact
tgctgeagac
tgtgctttct
taatgaattt
atttgataca
agattattta
tgaaaataga
catgatgtta
agaattacaa
aagtcacggt
tactgaatog
aggtatagaa
tattgttgaa
tcaatattta
agctacaacg
agaaattaat
attagaaaag
tattgattat

420

430
540

660
720
780
840
888

60
120
180
240
300
360
420
480
540

720
780
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attatggaag atttaaaatc
gacattatgg agaatcaaga

PCT/US2008037146

AM101548_sStaph_Ep1.5725
accttgtaca gaagaaatag catttttcaa agcctttagt

cgacatggat tacgtcattg tagatacagc tcctacaggc

cataccttgc tgttacttga ttctagtgaa aatcatcata gagaattaaa gaaaaaatca

actcaaacta ccagtaatgt
cagatgataa ttgtaacatt
gaagatttaa atagagctaa
acgctaaatc aacgtgatga
aacaagatta aaaatgaaag
tattga

42
<211> 1011
DNA
<213> Staphylococcus

<400> 42
atggcaatta aagtagcaat

attcaagatg tagaaggtct
ttagctcatt tattaaaata
atcgaaggtg gattcegtgt
ggtaaattac catggggcga
actgataaag aaaaagcaca
gctccageta aaggtgatgt
ggttcagaaa cagttgtttc
aaagttttaa grgacgaatt
actggtpacc aaaatacaca
gcagcagctg aaaatattat
attccagasa tcgatggtaa
tctttaactg aattaactgt
agtgctatga aacaagctte
tctgatatty ttggratgac
actgttggag atcgtcaatt
actgctcaat tagtacgtac

43
<211> 1305
DNA
<213» staphylococcus

<400> 43
atgccaatta ttacagatgt

tpaaacatta ttacccaaaa ttcaaaataa aaatttaaca
agcagaaaaa acaccttatt tagaatctaa acgtttagta
tataggccat aattggtggg ttgttaatca atcgttagtt
CCtttttagt aacaaaaaag aagatgaatc attttpgata
tcttgataat tactttgtca taccttatcg agtattagaa

epidermidis

taatggtttt ggtagaattg gtcgtttagc attcagaaga
tgaagtagtt gcagttaacg acttaacaga tgacgatatg
cgatactatg caaggtcgtt tcactggaga agttgaagtt
gaacggtaaa gaaattaaat cattcgatga accagatgct
tttagatatc gacgtagtat tagaatgtac tggtttctat
agctcacatc gatgcaggtg ctaaaaaagt attaatctca
aaaaacaatc gtattcaaca ctaaccatga tacattagat
aggrgcttct tgtactacta actcattagc accagttgca
cggtttagtt gaaggtttca tgactacaat tcacgcttac
agacgcacct cacagaaaag gtgacaaacyg tcgtgcacgt
ccctaactca acaggtgetg Ctaaagetat cggtaaagtt
attagacggt ggagcacaac grgttccagt tgctactggt
agtattagac aaacaagatg taactgttga ccaagttaac
tgacgaatca ttcggttaca ctgaagacga aatcgratct
ttacggttca ttatttgatg cgactcaaac tcgtgttatg
agttaaagtt gcagcttggt acgacaatga aatgtettac
attagctcac ttagctgaac tttctaaata a

epidermidis

ttacgctcgec gaagtcttag actcacgtgg taacccaaca
Page 92
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gttgaagttg
gettctactg
ggtaaaggtg
gaaggtgaat
ggtacacaca
gctegtgeag
ggtaaacaat
ccaattgctt
ttacgttggg
gaaactgcag
gtagaaacta
ttaggatttg
ttcgaaggty
ttaattggta
gottggaaac
ttcgtaacta
ttaatcaaag
caaaaagctg
attgctgata
actgaccgta
pctaaatttg

<40 44

aagtattaac
gtgaacatga
tgactaaagc
trrcagtttt
acaaaggtaa
ctgctgactt
tgccagtace
tccaagagte
gtgcagaaat
taggtgatga
ttattaaagc
actgtgettc
aacacggtgc
aatatccaat
aattaactga
acactgaaat
taaaccaaat
gatatactgc
tcgeagttge
ttgctaaata
aaggaattaa

44

1407

DNA
Staphylococcus

atggtagttg gagatttcce
ggatatgtcg cagccattcg
gotaatttag giggtgtatg
gcttctcate gerttgttga
gtttcgttaa actatcaaaa
gpcggtgttg aaggactttt
ttcgrtgata acaatagtrt
aaacatgcga ttatagctac
daacgtgtta tcgattcaac

AM101548_staph_gpi.s5T25

tgaaagcggt
agcagttgaa
ggtagaaaat
agatcaagta
attaggtgca
attaggtcaa
tatgatgaat
catgatttta
cttccataac
aggtggttic
tatcgaaaaa
ttctgaattc
taaacgtagt
catcactatt
tcgtatoggt
tttatctaaa
cggtacatta
ggttgtatct
tacaaatgca
caatcaatta
atctttctac

gettteggac gtgeattagt
ttacgtgatg gagataaatc
gttaacgaaa tgatcgcace
tctattgata aaatgatgat
aatgccattt taggtgttte
ccattatata aatatttagg
attgttaatg grggttctca
cctgtaggtyg ctgagtcatt
cttaaatcaa tcttaagtga
gctcctagat ttgaaggeac
gcaggataca aaccaggtga
tatgaaaatg gtgtttatga
.gcagcagagc aagttgacta
gaagatggta tggatgaaaa
gataaagttc aattagttgg
gotatcgaac aaggtattgg
actgaaacat tcgatgctat
caccgttctg gtgaaactga
ggccaaatta aaacaggttc
ttacgtattg aagatgaatt
aatttagata aataa

epidermidis

aattgaaaca
cgcpgetcaa
Cttaaacgtt
agcgcaaaat
agttcaagaa
aaaaggtaac
acgtgtcatg

gatactattg taataggagc
ttaggacaaa aggtaacaat
gottgtatac cttcaaaagc
tcagaaaact taggggtaat
ttcaagactt ctgragttaa
aaagtagaga ttgttagagg
gacgaasaga gtgctcaaac

PCT/US2003/037746

accttctggt
acgttattta
agaaatcgtt
tcaattagac
tattgcegta
tggatttaat
ctcagatgca
caaagaatca
acgtggttta
tgaagacgct
agatgtattc
ttacactaaa
cttagaagaa
cgattgggaa
tgatgattta
taactcaatc
tgaaatggct
agatactaca
attatctaga
atacgaaaca

aggtccaggt
cgttgagaaa
attactacat
tpctgaaage
taaattaact
tgaagcttat
ttacaatttc

aggttcaaga ccaattgaaa ttccaaattt tgaatttggt
aggagcttta aatctacaag aagtacctaa caaactagtt
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gtagttggtg gcggatatat
gaapttacta tccttgaagg
caacctgtta aaaaaggtat
aaatctgcag aagaaactga
camaactatcg aagctgatta
ttaggattag aagaacttgg

caaagtcgta
ttagctcaca
gcagaggtag
gttggttata
ccttatgcag
attacactta
gatattatct
ttaactgtac
attggttatc

cttctattga
aagctagtta
actatattgg
ctgaagctca
ctaatggacg
aagaagatga
ctgaattagg
atgcacacec
caattcatac

<21lD> 45
«<211> 840
<212> DNA

<213> Staphylococcus

<400> 45
atggacttag caactaaata

ggtttagagc ccatgcaatc
gatttatctt gtaatgtagt
catgattcgc gtttaccatt
tataatgcaa ttgttaggaa
aacatatctt tgatttttaa
atgtatttat tgattaataa
attgagcaat cgtattgccc
gggatttcge agcgacgagt
ggttctgget cagaacggge
gagactacta aatttcacta
cttttanata gagaaattaa
gatttagggg caaacttaaa

AMLO1548_Staph_Epi .ST25

cggttctgaa ttaggtacty
tgcaaaagat attttaggceg
gaaagaaaaz ggtatcgaaa
aaatggtgtc aaagtaactt
tgtattagtt acagttggcc
tctgaaattt gctgatcgty
aaatatcttt gcgattggag
tgaaggtaaa gttgctgcetg
tatgccagca gritgcttta
agcaaaagaa gaaggtttat
agctttatca ttagatgata
tacgcttatt ggapcacaag
tttagctatt gagtcaggta
aactttaggt gaaatgacaa
tatgtaa

epidermidis

ttttaatcaa atcaactggc
ttttgegttt gatgacactt
acgaacgtgg atacatcaac
tttaagtgat ggtattcgtt
ttctogtgge ttgggtgtep
aggacaaacct gaaacgacta
aatgtttgag gatgaagaty
aggaaaattt gatrttaagta
acgtggtggt atcgcagtge
attaatgatg caacagtttt
tccagacata gatccctcat
agtgcaagat gttatgtttt
tatggatcct attacagaag

ctrttgcaaa
gatrtgaaaa
tcgttactga
atgaggcaaa
gtcgecctaa
gattactaga
atattgtacc
aagcgataga
cagaaccaga
Caattaaagc
cazatggttt
ttgtaggtac
tgaatgctga
tggaagcrge

gtratgtcga
tttccgaaag
acaccgtgat
ttcttacaga
tattagatca
ttgatgaagc
ttagtatcga
ttaatgataa
aaatatacrt
atcaacgtgc
gtatggcatc
tattattata

acgagtggac

gggtattatg ataagatgtt agaacgcaat gcgaaaatga atgaaaaatt
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PCT/US2005N37746
ctrtggctct 600
gcaaatgaca 660
dgcaatggca 720
aggtgaggaa 780
tactgatgaa 840
agtggacaaa 900
tggattacca 960
tggtcaagcc 1020
attagcacaa 1080
ttctaaattc 1140
tgttaagtta 1200
tggcgeater 1260
agatatcgca 1320
tgaaaaagca 1380

1407
tcattcaagt 60
cgttggtaaa 120
tttgggcatt 180
tgaacaagga 240
aggaatttta 300
ctrtacagtg 360
tactaaagaa 420
gaaatttgcc 480
atgtattgaa 540
gctraaaggg 600
tttagaaacc 660
tgcactaaas 720
acgttacgaa 780
agattrttag 840

nnaong
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<210> 46
<211> 933
212>
<213>

<400> 46
atggcacaaa

ttaaghaacg
ccaggtggtt
gggaaaatta
ctagcatttg
agccaagagce
tctgaageta
tttgaaccac
ccagaattag
actggtogra
atagtapcta
aaattacaag
agcatcatca
gaaggtatat
aaagaattag
ttatcaacac

<2 47

<212> DNA
<40> 47

atgeattttg
atgtrccrc
gacttagctt
agagcttcaa
tatttectate
gaaaatggct
cttcatatgg
ttaaaccgtc
aaagaagcat
gattgtaaaa
ggtcaaaagg

DNA
Staphylococcus

aacctgtaga
ttgttgatga
cggtaaaaga
aacctggtga
tatgtgctge
gccgtaactt
tgaaaggtpc
aacaattcga
ttgaacaatt
cgttarctgg
ttgaacctga
gattgggage
aagtaggtaa
tagcaggtat
gtaaaggtaa
cattatattc

1428
Staphylococcus

aaacagtaat
catcaccege
atccaggtgt
tggcattaaa
cagataatcc
atattgatat
aagaagatgc
aaggracgce
atgcttatct
tggaagaggg
aatrtggtac

AM101548_staph_gpi.sT25

epidermidis

ttatgttaca caaattattg ggaatacacc

tgatgcagct gatatttatg ttaagttaga

tcgtatcgect ttagcgatga
tacaatcgtt gagcctacga
caaggggtac aaaycagttt
attaaaagct tatggtgctg
aataaaaaaa gctaaagaat
aaatccagca aatcctgaaa
tgaaggtcga caaattgatg
tgttggtaaa gtattgaaga
agcttctcca gtattaageg
aggtttcgta cctgatactt
tgatactgct atggatatgg
ttcatctggt gctgcaatat
aacagttgta acagtattac
atttgataat taa

epidermidis

cggacttgaa gticatgttg
acattttgga gctgaaccaa
attaccagta gttaatagac
tatggatatt gctacaaatt
aaaagcatat caaatttctc
tgaagttgat ggagaaacaa
aggtaaatca acacataaag
attaattgaa attgtatctg
agaaaaacta cgttcaatca
atccctacgt tgtgatgeta
asaaactgaa ttgaaaaacc

ttgaaaaagc
gtggtaacac
ttacaatgcc
aactagtatt
taaaagaaga
ttcatgaact
catttttage
aagaatatcc
gtggtgaacc
taaatacaga
cacgtcgtgt
atgctgctat
caagtaatgg

agttaaaaac
attcaaarac
gtgcagtaga
caaaatrtga
agtttgatca
aacgtatcgg
atggttatrc
aacccgatat
ttcaatatac
atatttcact
ttaactcatt

Page 95

PCT/US2003/037746
tgtagtcaaa 60
atatcaaaat 120
tgagcgtgaa 180
togtataggt 240
tgaaacaatg 300
aacaccagga 360
gcacggetat 420
tacaactgga 480
tggtgtagga 540
aaatgtggaa 600
aggccctcat 660
agtttatgac 720
tgctagagaa 780
tcaaaaagca 840
ggaacgttac 900

933
ggactcaaaa 60
aaatgttatc 120
ttgggcaatg 180
tcgtaaaaac 240
acctattgga 300
tattacacgt 360
tctagtagac 420
tcgtteacct 4180
aggtgtatct 540
tcgrccatat 600
taactacgtt 660

nnenpz
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aaaaaaggtt tagaatatga
attggtcaag aaacacgtcg
aaagaaggtt cagatgatta
gatgaagatt ggaaagcacg
gctaaatacg taaatgatct
aaagaaatgt ctgatttctt
Tccaactggt taatgggagp
gatacgcaac taacacttga
atgagtagta amatcgcraa
aaacaaatta tggaagataa
tttgtaacag atgcattaga
ggtaaagcta tgggattctt
ccacaaaaag ttaatagcct
«210> 48

i
Sstaphylococcus

<400> 48
atgttaaaac gtgcaaatga

gaagcctatc cggaattagc
aattacgctp atgccttace

tcaggagaaa taatrtcaaaa
gacttagcag gttcazataa
ccagaaggta aaaacgtatg

ggcatggeag cacatggrgg
tacctaaaac cagctrtacg

actcatgatt caattgctgt
gcaggtcttc gtgctattec
cgtgtagctt gggaagttge
cgtcaaaatt taccaacttt
ggtgcatata ttgtttttga
tcagaagtta atttagctgt
cgagttattt ctatgccaaa
tcaattttac cttctgatgt
tggcataaat atgrtggaat

PCT/US2005/037746
AM101548_staph_Ep1.5T25

agagaaacgt caagaagaag aattattaaa tggtggagag 720
atttgatgaa tctactggta aaacaatttt aatgcgtgtp 780
tagatatttc cctgeaccag atartgtacc attatatgta 840
tgtaagagaa acaattccag aattgccaga tgaacgtaaa %00
tggactacca gaatatgatg cgcatgtatt aacattaact 960
tgaaggcgca attgaccatg gtgcagatgt taaacttact 1020
tgttaacgag tatcttaata aaaatcaagt tgaattamaa 1080
aaatttagct ggtatgatta aattaataga agacggaaca 1140
aaaagttttt ccagaactag cagasaatgg tggagatgct 1200
aggtttagta casatttctg atgaagcaac actacttaas 1260
taataatcca caatcaatag aagattataa aaarggtaaa 1320
agtgggccaa attatgaaag cttctaaagg tcaagctaac 1380
attaaaacaa gaattagata accgitaa 1428
epidermidis

aaatgaagag gcttggaata atatgcttaa aaattatagt 60
tgaagaatit aaattagcaa tgagtggtaa gttaccaaat 120
agaaratgat ttaaatcaca gtggtgcttc tagagctgat 180
attaagcgag tttgtacctt cattctttgg tggatcageca 240
atctaacgtt aaagaagcta aagattataa taaagatact 300
gtttggtgta cgtgaatttg caatpggagc agcaataaac 360
acttcatcca tatgcagcaa cattctttgt attcagtgat 420
attatcatca atcatppgac tcaattcaac gttcatcttt 480
aggtgaagat ggccctacac acgaacctat tgaacaatta 540
taacatgaat gttattcgtc cagpctgatgg taatgaaaca 600
acttgaatca gaacaaacac caacatcatt agtgttaact 660
ggatgttgat aaacaaacag ttgaaaatgg tgtgagaaaa 720
aacagaacaa caacttgaat attrattart ggcatctgga 780
agaagccgca aaagadttag agcaacaagg taaaggtgta B840
ctpgtacgca tttgaacaac aatcttctga atataaagaa 900
tactaaacgt atagctatcy aaatggeatc accacttggt 960
tpaaggtaaa gtcattggta taaatagtttr tggcpctagt 1020

nnon3
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gctcctagag
gtcegtteat
<210> 49
<211>
<212>
<213>

<400> 49
gtggaatcag

gcaactgcag
ggagttgaaa
gttgttcrtg
atagcggatg
tacacttctg
gatttaatta
gctectacga
aaaacaattt
gataagaaaa
cctpcagtag
ttcctaagte
aagtatctta
gagcgtatgt
gaaaaagatc
gaccgtgact
cttgttgaat
b7
a8

<400> 50
atgagagata

gaaaaatrttg
ggtaaaacaa
gcacaatcat
aatactgcac
ggacacgctg
ttagttgtat
cgtaacgttg

atttagtagt
tataa

Staphylococcus

tgagaggttt
catgtggaaa
tcaagcacga
agrattcatt
ataacaaaaa
taggaacacg
ttgctgataa
ttgaactgaa
caaaagcttt
ttgaagaata
ctgctaaatc
aactaggttt
aaggacctta
tcataatgac
ctgtatggaa
tatgggcaag
tatctaagac

50

1236

DNA
Staphylococcus

aattrgaaat
atcgctcaaa
ctttaacagc
acgatatgat
atatcgaata
actatgttaa
ctgctgetga
gtgtaccagc

AM10154B_staph_Ep1i.SsT25
tgaaaagtat ggattcacta aagaaaatat

epidermidis

aamaatttta agtgtaattg gettattgtt

taatagttca
agaaggtact
tgttgatgcg
aaatcgtatt
taagccacct
taatagacac
aagtttcgat
aggtaaagaa
taaaaaagaa
aggtttgctt
taaagaagca
cttacaaatg
aaacaaagca
gaaattaaac
atcacgtggt
agatagtaaa

epidermidis

aacttttatt
agaacatgcc
tpctategea
tgacaacgct
ccaaactgac
aaacatgatc
cggtccaatg
attagttgta

agtaactcaa
acgaaagtac
ttagttgctt
attaaaccat
aacttagaag
aaaggtattt
ggagattata
gaagaaggta
ataactatgg
gctcatccaa
ttaagtgatg
aacactgaaa
agttctaacg
gctgtgaaaa
ttaatttctt
aaagataata

aagaatragga
aatattggta
actgtattag
€cagaagaaa
aaacgtcact
actggtgcag
ccacaaactc
Ttcttaaaca

gtaaagagtc
ctaaacaccc
tagatgttaa
taagagataa
aaatcagtaa
ataaagactt
atgaaaatat
aaaaacgctt
ataaaaarca
gcaactctta
atgrtactaa
ctttatctca
aaccttcact
atcaacgrgt
cagaagaaat
agtaa

gagattraat
ctatcggtca
ctaaaaatgg
aagaacgtgg
atgctcacgt
Cctcaaatgga
gtgaacacat
aagtrtgacat
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tttaamacaa 1080

1095
tgtttiaatt 60
atcaaaagat 120
taaacgtgrt 180
acctgttggg 240
aattggaaaa 300
acttaaacca 360
aaataaaatt 420
tgatgcrrtt 480
agaagaacac 540
aaaggtatrtg 600
tgttggtcaa 660
aggtrtaagt 720
agtgaatcct 780
aaaagaacta 840
tgatatttta 900
ggcaaaagaa 960

1005°
aatggcaaaa 60
cgttgaccat 120
tgacactgtt 180
tattacaatc 240
tgactgceca 300
cggcggtatc 360
Ccttattatca 420
ggtagacgac 480

- ﬂﬂOn4
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AM101548_staph_tpi .sT25
gaagaattat tagaattagt tgaaatggaa gttcgtgact tattaagcga
ccaggtgacg atgtacctgt aatcgctggt tctgcattaa aagcattaga
gaaticgaac aaaaaatCtt agacttaatg caagcagttg atgattacat
gaacgtgatt ctgacaaacc attcatgatg ccagttgagg acgtattctc
cgtggtacty ttgctacagy ccgtgttgaa cgtggtcaaa tcaaagtigg
gaaatcatcg gtatgcacga aacttctaaa acaactgtta ctpgtgtaga
aaattattag actacgctga agctggtgac aacatcggtg ctttattacg
cgtgaagacg tacaacgtgg tcaagtatta getgetcctg grtretattac
aaattcasag ctgaagtata cgtattatct aaagatgaag grggacgtca
ttcactaact atcgoccaca attctatttc cgtactactg acgtaactgg
ttaccagaag gtacagaaat ggttatgcct ggcgacaacg ttgaaatgac
atcgetccaa togetatcga agacggaact cotttctcaa ttcgtgaagp
gttgpatcag gcgttgtaac tgaaatcttt gaataa

‘210> 51
211> 1287

DNA
<213> Staqhﬂocuccus epidemidis

<400> 51
atgatgagtt ttgaaaaatc tattaaagca atggagcaag ctgagaaatt

ggtgttaaca gtcccgtaag agcatttaaa tcagtagaca caccagctat
catggtgaag gatctaaaat atatgatatt gatggaaatg aatacattga
agttggggcc cattaattct gggacataaa aatcaacaag ttatatccaa
gcagtagata aaggtacaag ctteggeget tcaacacttc aagaaaataa
cttgtgatty accgtgtacc ttcaattgaa asagtaagaa tggtttcctc
gctactitag acacacttcg tttagctagg ggttatacag gacgtaataa
tttgaagggt gttatcatgg acacagtgat tctttattga ttaaagcagg
gcaacactag gtttacctga ttcaccaggc gtccctgaag grattgctaa
acggtgecat ataatgattt agattcactt aaattagegt tcgazaaata
attpctgpty trattgtiga accggttget ggaaatatgg grgtagtgec
ggatttctac aaggtrtaag agatattact aatgaatatg gagcattact
gaagtgatga ctggtttccg tgtaggttat aattgtgcgc aaggatactt
cctgatttaa cttgcttagp aaaagtgata ggtggaggtt tacccgttgg
ggtaasaaag aaattatgga ttacattgct cctgttggga ctatttatca
ctttcaggta atcctttage aatgactagt ggttatgaaa cattgagtca

gaatcttatg agtattttaa ttctctagga gatatacttg aaaaaggatt
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atatgacttc
aggcgatgct
tccaactcea
aatcactggt
tgaagaagtt
aatgttccgt
tggtgttgca
accacacaca
cactccattc
tgttgtaaac
agttgaatta
tggacgtact

aatgcctgge
ttttatggat
ttatgtgcta
attacatgaa
acttgctgaa
aggaactgaa
aattataaaa
atcaggtgrt
aaacactatc
tggcgatgat
tccagtgaat
tatatttgat
togtgtaaca
agcrttggt
agctggcaca
acttactcct
aaaagaggta

540

720
780
840

960
1020
loso

1200
1236

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

800
960
1020

LENES
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tttgctaagt
ttaaatgagg
agtaatatgt
ggaacatttt
gataatgcat
<210> 52

<211> 861
<212>
<213>»

<400> 52
atgccttitag

ggtcaataca
gagaatgcgc
tatacagttg
gcaattcatt
ttcacatctp
tctaaagtag
gttggtggac
tgtcaagaat
catggaccat
tcaactggat
aaagctattc
gctaaagcag
ttaggaccag
acttctaatc
:%%2: 53

g%
<400> 53

ataatgttcc
pocctgtaac
atagagaaat
tatcaactgc
taagtcgtat

DNA
Staphylococcus

tttcaatgaa
atcttaataa
cagttatttt
Tgaaaatggt
tagaccacgg
taatgattga
ttgagtatgc
aagaagacga
tagtagaaaa
ataaaggtga
tacctttagt
cttatggtac
ttcgtgaagt
cacgtgaagc
gcgctaaata

1407
DNA
staphylococcus

atgacacaac aaattggagt
attgaatcac gtggttatag
atggttaaag aatcgcetgg
gaatctttag agaaacctcg
gccactatag atggtttatt
aatactaatt accaagatac

AM101548_staph_Epi .ST25
aatcacagta aatcgcgctg gttcaatgat
aaattttgag gaagcaaata aaagtgartt
ggctaaggaa ggtgtttaca taccaccttc
acatactaaa gatgatattg agaaaactat
tgtgtga

epidermidis

agaaatgtta atcgatgcga aagaaaacgg
cctcgaattt acacaagcta ttttagaage
aggtgtttct gaaggggcag ctcgttatat
agaaggttta atgcatgact taaacatcac
ttcaagcttt gaamaaatgta aagaagcaat
tgcatctcat agtccttttg aagaaaatgt
tcatgataga ggegtttctg tagaagctoa
cgtagttgct gatgocgtta tctatgcaga
aactggaatt gatactttag ctccagcatt
acctasatta ggatttaaag agatggaaga
attacacggt ggtacaggta ttccaactaa
tgctaaaatt aacgtgaata ctgaaaatca
attaaacaac gacaaagatg tgtatgatcc
aattaaagag acagttaaag gtaaaattag
a

epidermidis

agtgggttta gcagtaatgg ggaaaaacct

tgtttctgtt tataaccgat caagacaaaa

aagagaaatit tacccaacat actcattaga

taagattrta ttaatggtaa aagctggace

acctttatta gacgatgatg atatrttaat

gattcgtega aataaagctt tagctgaaag
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tggttacttc 1080
aaaattattt 1140
achatttgaa 1200
ccaagcattt 1260

1287
ttatgcgott 60
gtctcaagaa 120
gagtggtttt 130
aatcccagta 240
tgatgctgga 300
toaaatcact 360
attaggtaca 420
ccctaaagas 480
aggttctgta 540
aattggtger 600
agatartcaa 660
aattgcgtect 720
acgtaaatat 780
agaattcggt 840

861
agcttggaat 60
adactgatgaa 120
agaattrgta 180
tgcaacapat 240
tgatggtagt 300
tagtattaac 360

AT

nroag
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tttattggta
ccaggtggtc
aaggcacaag
gttaagatgg
gcaatgatga
tggaatgctg
ttagatgatg
acaggtaaat
gaatctgrat
tctttaaaag
cgtaaggcac
aaagccagtg
gaaggttgta
gaaaacttac
gatgcactac
tcagcaagta
Caagcacaac
ttccatacac

<210> 54
785

54
atgaaaagac

aattcatcta
ggtacggang
tatgatattg
gaaacgtcat
aatcaagtag
tattcaagtg
gtaaaaggta
aagggtgegg
aaacgtgtag
cctaatgcta

tgggagtttc
aaaaagatgc
atggtgettc
tacacaatgg
aagatttatt
gagaacttga
acaatgaagc
ggacttcaat
Ttgcgagatt
gacctaaage
tttatatgag
aagataatga
ttatrtegtge
aaaacttatt
gtgaagtagt
taaattatta
gtgattactt
aatgggtaga

AM101548_staph_Epi .5T25

tggtggagaa
ttataacsaa
atgtgtaact
tatcgaatat
aggcatgtca
dagttattta
acttgtagaa
taacgcacta
catctcatca
acattttgas
taaaatatgc
gtggaatttg
acaattccta
attagaccct
agctactage
tgatagttat
tggcgeacat
agaataa

atcggegeac
gtcagcgata
tacattggcc
gcagatatge
cataaagaaa
atagaaatta
aaaatattag
gaattaggtg
attaaagaag
ggcgataaaa
tcatatgcac
aaattaggcg
caaaaaatta
tacttcaaaa
gtgtacaatg
cgctcagagg
acttatgaac

DNA
Staphylococcus eplidermidis

ttttactttpg cattgttgca cttgtttttp

acaatasaga taatcaatca agcagtaaag
gtacatatgc gocctttact taccataata
atgtgattaa agcagttgca aaagaagaaa
gfpattcaat gttitgcappa ttagatgctg gtcgtittga
gtgtgaataa agatagagag aaasaatata aattctctga
Ctgtacttgt tgttcgtgaa aatgaaaaag atattacatc
aaaagttagc acaaacgttt acgtctaatt atggtcaatt
acattactaa ggtagatgga tttaatcaat caatggactt
atggtacatt taacgacagt ttatcttact tagattacag
asattazagc aatcasagga catgcagaac aaaataaatc
ttctctaaga aggttgatga aaaascgatt gagaaattta ataasggcct

tcacgggcce
tcttggacge
ctaatggtgc
aattaattgc
trtctcaaac
caggtgatat
atactgcagg
ttcctttaac
aacgtgttac
aaacattett
aaggtttcgc
aattagcaat
aagatgccta
acattgtrat
gcgtgeccaac
atttacctgc
gtaaagaccg

ttttagcage
acaaggatac
aaaaagatca
atctraaact
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ttctttaatg 420
aattgctgcet 480
aggacattat 540
tgaaagttat 600
ttttaaagaa 660
tttcaataaa 720
tcaaaaaggce 780
aatcattaca 840
tgcttctaaa 900
agaaaaaata 960
tcaaatgaga 1020
gatrtggegt 1080
cgataataat 1140
ggaatatcaa 1200
acctggtttt 1260
aaacttaatt 1320
tgaaggtatt 1380

1407
ctgtggcaac 60
gttaagagtt 120
attaacaggt 130
taagtttaat 240
togttattpca 300
accttacaca 360
attcaatgat 420
ggctaasagat 480
actattatct 540
aaaacaaaag 600
agcatttgea 660
agaaaaaatrt 720

U

nnonvg
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cctgaataa

<210> 55
<211> 933
<212>
<213>

<400> 55
gtgtatatga

gttataacaa
amacttaatg
gcattacaat
caatatcata
atgggaataa
gctactaaac
tcagtgeegt
tggtttccag
tcagctacag
agttcagatt
ggacatgcat
ggtatattaa
caatttgttc
ttcagtactt
ccaagaattc
<210>
> ive
<213>
<400> 56

AM101548_staph_Epf.5T25
agagataatg gtgaattagc taaaattggt aagaaatggt ttggtcaaga

Ctaaatatgt gttgaaacga
ttacattttt cttaatgaaa
cpcaacaaaa agaaatatta
atgttaatta tttgaaaaat
atatgccagt gtgggattta
cagctatggt tattggtgtt
aaaatacatg ggtagactat
catrtgtctt agcagtttra
Tigcaggatg ggaaggtitt
ttttagcaac tgttgcaaga
acatactttt agctcgagct
tacgaaatgc attaattcct
caggaacatt aacaattgaa
gttctataac tacaaatgat
Tatttattgt ttcgatctty
gtgtacaagg gggcaagaaa

56
1545

DNA
Staphylococcus epidermidis

DNA
Staphylococcus epidermidis

ttgtgttata tgtttgtgtc
Ttaatgccag gatctccgtt
aatgaaaagt acggtttgaa
gtagtaacag grgatitrgg
gttasaccac gattgatacc
gttttaggtt tagtattagg
acaacaacaa ttatctctgt
ttgcagtatg tatttgcagt
tctacagcta ttttaccttc
tatattagag ctgaaatgat
aaaggaaatt ctactttaaa
artattacaa tcattgtacc
aatatctttg gtgttccagg
trttcagtca tcatggcrac
attgtagaca ttttatatgg
taa

gtgaatgaag agcaaagaas ggctpgaacy ataaatattc tagcagaacg
gctgagaaag attatagtaa atactttgaa caagtgtatc agccacctag
gctaaaaaaa gaggaaaaca agaagttcaa tataacagag attttcatat
tacaaaggta tgggtaaagg tcgcactttt ttaattaaaa catatggatg
gcacatgaca Ctgaagttat ggcaggaata ttaaatgcat taggatatag
gatattaatp aagcggatgt gattttaatt aatacatgcg ccattagaga
_aataaagtct ttagtgaaat aggaaattta asacatttaa aaaaagaacg
ttaattgggg tgtgtggttg catgtctcaa gaagaatcag tcgtasataa
tcttatcaaa atgtagatat ggtttttggg acacacaaca ttcatcattt
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tgtttctaaa 780

789
gttarttatt 60
taatgacaca 120
tgatccagta 130
caactcattt 240
ttcaatggag 300
tgrtgetget 360
tatcgcagta 420
taagttagaa 480
tctagcacta 540
tgaagtactc 600
agtgctcttt 660
tatgttagca 720
attaggtgat 780
aacgatatta 840
tpttatcgat 900

933
tgatcgtaaa 60
Cttaaaagia 120
agatgaaaaa 180
tcaaatgaat 240
tgctacttcyg 300
aaatgctgaa 360
cccagatigt 420
datattaaaa 480
acctgagatt 540
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ttagaagagg catatttatc
atcatcgaaa atttacctaa
tatggttgcg ataagttttg
agtcgtcgte cagaggacat
gaaattacct tattaggtca
tatgaattag gtgacttatt
acaacaagtc atccttggga
aacatagtac cgcatatcca
atggggcgta aatatacaag
atccctaacg tagctctaac
caatttgaag aaacartatc
ttatattcac aaagagatgg
gtgaaaaaag aacgtttgca
atgagtcagt atgaaggtaa
gagaatgtrc tagcaggcta
gapagcattg gtaaactcgt
ggaacattta tacaagaaca
<210> 57

%%:5
Staphylococcus

<400> 57
atgtcacgca tagtattagc

tttaaggata tacctgccta
agtcaaatag atcctaatga
caaggacaaa atcctgctcg
tcttttactg taaataaagt
tctattgtag cgggagataa
tctccaatge ttcttaaaaa
gatagtatga tagctgatgg
gccgaaaate tagttgaaca
gattctcaac aaaaageatc
cctgtagagg taccacaacg
agacctcaaa cgacaattga
tcagtaactg ctggtaatgc

AM101548_staph_Epi.sT25
taaagcgatg gtagttgaag tatggtctaa agagggagac

PCT/US2005/037746

agtgcgtgac ggtcacatta
tacttattgt attgttccat

cattgatgag gttagagaat

aaatgtaaat
ggaagatatt
ctttacagat
tttaccggta
agagagttat
tactgatatc
attatatgat
aacaccagca
aaggcttaat
gattgttacg
tactgataaa
tgatgtcaaa
tcaacgttea

epidermidis

tcatatggta
tctaaaattg
cgaatgattg
caatcaggta
cttgatttag
atagtaggtt
gacgttcaat
gctaaaatga

aagcttgggt taatattatg
ttactagagg aaaagaacgt
tagcaagaga aggttatcaa
aagatatcga aggtctggat
atatacctcg tgttcgtrtt

aagttatagc
ataaccaagt
tttcaagaat
atcctaatga
ttgagcatge
aggataacgt

aagaaggttg gaatatattc
gtattatgtg aaggttctag
aataaacttg tgaattttaa
attpacgagg caaaacaata

atggtgacac

dataa

tgaagcatat cgaacaccta taggegtgtt
tgaactaggt gcaacagtta ttcgtcaaat
aatcaatgaa gttattctag gaaacgtatt
tattgctgcg attcatggtg gtgtgccaga
ttgcgpttct ggattaaaag cgattcaact
tgagattgtt atcgctggag geatggaaag
tagtcgtttc ggttttaaaa tgggaaatca
tttaactgat aagtttaatg attaccatat
gtatcagatt agtcgtaaag aacaagatca
acgtgcacaa caagctggtg tatttgatgc
taaaggcgac cccctaatta tttctcaaga tgaaggeatt
taagttagca caactccgtc cagcatttaa aaaagatgga
atccggtatc aatgacggtg ctgctgctat gotcgttatg

Page 10

taaaggtggg
attaaagata
aaaggaagct
aactgtagaa
atacacatat
acctttagaa
tcaacaagca
taaaaaagat
aggaccaaga
ttctttaaat

tggtggtgta
tttagaacat
acaggcaggt

agcggtacct
tgcctatcaa

tatgtctcaa
aactttagaa
gggtatcaca
atttgcattc
tgaaattgta

720
780
840

960
1020

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1545

120
180
240
300
360
420
480
540

720
780

AnIng
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acggaggaca aagcgaaagc
gcgagtggtg tggcgecttc
ttaaaacgtt ctaataaagt
gcagcgcaat caattgergt
aatggtggtg cgattgcact
tcattattac atcaattaag
ggcggtcaag gtatcgctac

An10154h_5taph_ﬁp1.5125

attgggctta caacctatag
aattatgggt attggtccag
gataaatgat gttgatattt
aaaccgtgag ttgcaattac
aggacatccg ataggggctt
tgatgctaag ccaacaggtg
ggttgtatct saatatgaag

210>
<1ll>
<212>
<213>»

<400> 58
atggcaattt

S8
879

gattgtaaaa
cgtgaaaaag
gtacacgttg
ttcgtagcac
gatagcaagg
gttgatgaaa
ttetctatca
cgtattggtg
gcaatgcaca
gaaatcaatc
aaaatcgttg
gtagatcaaa
ggtggtaaac
gaaaactttg
<210>

<211>
<212>

DNA
Staphylococcus

cagcaaaact
aagcgctaac
gtattgcaaa
aagtaaaaga
gtaacgaagg
tagaaacagt
gaatgaaaga
gaacaaaaac
tgttaactgt
ttgcggcaat
atgaaagaga
aasaaatggt
acttcgttaa
ttactgattt

ctgaagaagt

epidermidis

tgttaaagaa
tgaaactgat
agcagctaaa
taatgaagct
tttccaagaa
agacgctttg
agctatctca
tgataatgat
agtggaaggt
caaccctaag
agtattaaaa
tgaaggtcgt
aaatccagac
cgttcgttat
taaaggacaa

ttacgtgaaa
ggtgacatcg
aaagctgacc
gcaatcgttg
ttagttaaag
atggaatcta
acaattggtg
gcatttggtg
actactgatg
tatgtttett
caacaageat
ttacgtaaat
gaaactgttg
gaagttggag
atgaaataa

DNA
. <«213> staphylococcus

<400> 59
atgactgaag tagattttga

gcagtatatg catctegtge
gotcaaatgg caaacactga
cctgacttat ctactaaaat

epidermidis

tgtagcaata atcggtgcag
caatttaaaa actgtcatga
agaagtagag aattttccag
gtttgaacat gctaaaaaat

Ctgtattaga
ttoaagcgat
ttgaattaaa
cgcaagataa
cgggtgcgcy
tggcatcttt
tttaa

aaactggege
ataaagcgat
gtatcgcage
agattaattc
aaattgctaa
aatratctag
aaaaattaag
catatttaca
aagaagcrge
ctgaacaagt
taaacgaagg
atttacaaga
aagctttett

aaggtatgga

gtcctgcogg
trgaacgcgg
gatttgagat
ttggtgcgga
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tagttttggt 840
acataaagct 800
cgaagctttt 960
agtcaatgtt 1020
tactttagtt 1080
atgtatcggt 1140

185

aggaatgatg 60
tgactactta 120
agaaggacrtt 180
agaaacagac 240
ccatatttta 300
cggtaaaact 360
tatccgtegt 420
catgggtgga 480
taaagacgta 540
aagcgaagaa 600
taaaccagag 660
aatttgtgct 720
aaaagctaaa 780
aaaacgtgaa 840
879

tatgacagca 60
tatgccaggc 120
gatcacaggt 180
ataccaatat 240

119

nnasg.
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» AN213
] AM101548_staph_Ep1.5T25
ggcgatatta aatctgttga agataaaggc gactataiag ttatcaattt agggaataaa 300
gapataacag cacatgcagt tattatctca actggagcag agtataaaaa gattggcgtr 360
cctggtoaac aagaattagg aggacgtgpa gtaagttatt gtgcggtttg tgatggagca 420
ttctttaaaa ataaacgtct tttcgtaatt ggcpgeggag attcageggt agaagaaggt 480
actttcttaa ctaaatttgc agataaagta acgattgttc accgtagaga tgaattacgt 540
gcacasaaca tcttgcaagd acgtgccttc aasaatgata aagttgactt tatttggagt 600
catacactta asacaattaa tgaaaaagat ggtaaagttg grtcagttac acttgaatca 660
actaaagatg gtgctgaaca gacttatgat gccgacggtg tattcattta tattggaatg 720
aaaccactca cagcaccatt taaaaatctt ggtattacaa atgacgcggg atacattgtc 780
acacaaqatg acatgagtac taaagtacga ggtatttttg ctgcaggtga cgttcgrgat B840
aaagggttac gtcaaattgt tactgctaca ggagacggta gtattgcggc tcaaagtgca 900
gctgattata ttacagaatt aaaagataat taa 933
S5 e
:%%.23: g::phyhcoccus epiderwidis
<400> 60
atgactcaaa agtatagata tcctactttt ttagaatcta tttctactat tttagttatg 60
gttgtcgttg tagtaattgg ttttgtrtic tttaatgtcc cgatacaaat attattatta 120
atttcttcag cttatgcagc attgattgca catagagtgg gattaaastg gaaggattta 180
gaagaggpgga ttactcatcg attgagcacg gegatgecag ctatctttat tattttaget 240
gttggaatca trgtaggaag ttggatgtat tctggaacag ttccagcgtt aatttactat 300
ggacttaaat trttaaaccc aagttattta ttagtatctg catttataat cagtgcaatg 360
acttcaatcg ctacaggaac ggcttgggga tcggcatcta cagcaggeat tgcactcata 420
TCaattgceta atcaattagg tgtgccagca ggtatggetg ctggtgccat tattgcaggg 480
gcggtttttp gtpataaaat gtctccatta tctgatacta calarttggc agctctigta 540
actaaagtta atatrtttgc tcacattaaa tcgatgatgt ggacaacaat cectgecttet 600
adtaataggat tggctatatg gttrattgtt ggattacaat ataagggaga cgcaaataca 660
Caacaaatic aaaatctatt aasagaatta acaacCaattt ataacttgaa rtrrtgggta 720
tggatcccac ttattatcat agttttatgt ttaatattta gaatctctac agtaccgtca 780
atgcttatct ctagtatcag tgcrttagtt attggaacat tcgatcatca atttaatatg 840
apagatggtt ttaaagcttc ttrtgatgga trtaatcata caatgctaca ccagtctcat 900
atttcagata atgctaagac gttgattgag cagggtggta tgatgagtat gactcaaatc 960
attgtaacta tattttgtgg ttatgctttt getggtattg ttgaaaaggc aggttgttta 1020
gacgtaattt tagagacaat agctaaaggc gtaaagtcag ttggaacact aatattaata 1080
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actgtagttt gtagtattat
atggtaggcg tacttatgaa
tctcgtacac ttgaagattc
ggtatatatt atgcacacca
ccatgttact tatgtgcatt

AM101548_staph_Ep1.5T25

gctagtattt gcagctggag
agatatgttc gaaaagatga
aagtacaatg gtattgccac
acttaatgrtt tcagttgatc
cattgcaata atttatggcet

aaaataagta

<210>
<211>
<212»
<213>

<400> 61
atgaaaaaaa

61
708

ttatcaggac
gatttagcac
gatattcatt
tcatggapcr
gaagtaagtg

tctteagasa

tacagctete
tcatatgctg
atcattgcta
ttattccaaa
gcttataaag

gaaaataa

DNA
staphylococcus

cagttatcge
atgaagcaca
aacataatcc
tcgtagacaa
acgctgtage
caaatacaca
gtcgtageta
acagragttc
crgcrcaaat
gagaatcaaa
ctatgccagg
catataaagc

epidermidis

ttctacatta
cgcttcagaa
tgaagaatta
tggataccaa
tggttcagat
atctagtaac
cagcacatca
agtaagatta
ggctgcacgt
tggtcaatta
ttggggttca
acaaggttta

gcagtatctt
actacaaacg
aatgctaaac
tacaacttca
gctgattaca
acaaatgtac
actacttcat
tcaaatggta
actggtgtat
catgcacgta
actggttcag
tctgettggg

<210>
<211>
<212> DNA

<213> Staphylococcus

<400> 62
atgaataaag aacaattaga

caaagtggtg gragtacacc
agtaatgaag acgaaatgtt
cctrcatttt cacctgataa
gaagttgaag gtaaatacac
aaagtcgaca aaggtcttgc
gatttagatg aaactttaga
tctaacatce ttgaacttaa

62
891

ttcgctaaaa aaatcategce

epidermidis

aaaaatgact catggtaaag
taaagcactt aaagaatatg
ccaacttgtt cacgatatgc
aattttaggt gcgattttat
tggagactat ttagcggaca
tgaagagaaa aatggcgtac
tcgtgcaaat gaacgtcata
tgaacaagga atcaaagatg
taaaggttta gtacctatta

ttgcttcaat
atgtctcaaa
tcattccatg
agrtctttat
ttacaggtat

taggaattgc
ttgataaagc
cagttcaagc
cttcaaatgg
capaatcatc
aagctgtttc
actcagcacc
atactgctgg
ctgcttcaac
atgcttcagg
taaatgatca
gtatgtaa

gattcattgc
gtgtgaatga
gtacacgtgt
tcgaacaaac
aaggcgttgt
aattaatgaa
tcttoggtac
ttgttgaaca
tcgaaccaga
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agttattatt
gtcagtgtta
gggcacatct
atgggcaatc
aggaattaaa

aggttacggt
acacttagta
togrgertac
ttctgaatgg
atcaaaccaa
agctccaact
aagccataac
ttctgtaggt
atgggaacac
tgctgctgga
aatcaatgec

tgcattagac
agaccaatac
tgtaacttca
tatggatcgc
tcctttetta
acctattgat
taaaatgcgt
acaatttgaa
agttaatatt

1200
1260
1320
1380
1398

120
130
240
300
360
420
480
540

660
708

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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aptgCtaaag ataaatctga
gattcattaa acgatgatca
ttatataaag atttagctga
tacagccgag atgaagctaa
tcacgtgcat tagcaagtga
ttagpcgatg ctgtagartc

<210>» 63

<211> 792

<212> DNA

<213> Staphylococcus

<400> 63
ttgasagaga gatttattaa

gatattaagt taggtttcac
tttaatatpg cpagatatat
ttagcgaatc trattggtta
agtcgtatcg ttgaagttac
gatttacatg gcatagatgg
tatgcggatt gegtacctgt
catgcaggtt ggcgaggaac
tttgattatg aagacttaaa
aatgatgata taaaaaataa
accagaggta aaaatcaaca
gaagctggag ttccatcaaa
gatttattct tttcatatcg
ggacggaagt aa

64
30612

64

AN101548_staph_Epi .ST25

aattgagaaa gttttaaaag
attagttatg ttaaaattaa
ccaccctaat grtgtacgtg
Caaattgtta aaagataacg
Cttacgtget agccaatcac
aatctatgat gcgtcagtaa

epidermidis

gaaaactcat
tactcgagaa
cagtgacapgt
tccaagagat
aagtgaacat
aatgtatact
atattittat
atatggtcaa
gattgtaatt
gtttgaggaa
tggtattgat
aaacatatac
tgttgaaaaa

tatttagact
aatgggttaa
gcacatcata
gaatgggtee
AAAQgGAACAR
tttgattctc
agtgaaccac
atagtaaaag
ggtccagcaa
ttaaccattg
ttgaaaaacg
gttacggaat
ggacagacgg

DNA
staphylococcus epidermidis

atgaagagca aaccgaaatt aaacggtcgg aacatctget
atgagttatt cattgtcaaa attatcaaca ttaaaaacgt
aacuacaaag amaaaacatc aagaatagga gtggcaatag
ttacaaaaat ttagtattcg aaaatacgca attggaacat
cttgtgttca tgggtatcaa tacasaccat gcaagtgccy acgagttpaa
aagttaatta aacaattasa tcamacagat getgatgatt cgaatacgca
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ctgaaatcaa
ctattcctac
tagtagtatt
atgaattaat

aagaagaatt
ataaaaacta

atcaatttga

.gtccttatee

ttacacatca
ttectataca
atattgatga
acattcttct
atggatatat
acatgctaaa
cttcaaattc
attcaacttt
ctaacgeact
atgcaacttc
pacgtatgtt

ctrtrttatt
ataattttea
ctttgaataa
tttctactgt

PCT/US2008037746
.

aaaaggttta 600
tgaagctaac 660
atcaggtogt 720
tgcaagcttc 780
cgataaagca 840
a 891
tgagcctact 60
taatcatagt 120
tcaagatatc 180
aacacatgat 240
actaactgat 300
tactatgtgt 360
aggattagca 420
aaaagtggat 480
tratgaaatc 540
atatattgag 600
tcttctagaa 660
agaaaactta 720
agcatttatt 780

792
gagcaaatgt 60
aatcacatca 120
tcgtgataaa 180
gattgcaaca 240
tcassatcaa 300
tagtcaagaa 360

nnot3
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atcgaaaata
caaaatcaag
caattaccta
aataacgaac
gatagcgatg
gaaagccgag
cagcaagtac
cacaattaca
tctacttttg
cttgtttcgg
cgatctacta
tcaagaagcg
tctggtttce
ccaagatcta
aaacgactta
gaatatatgt
ttcactatta
ggtgcaccac
gattttaaac
gactttgcta
tattatggcg
ttagatacaa
actcaaggag
agacaagcaa
ptacagtcaa
ttcgatccta
agtattgatt
ggratttatc
aatgcctatc
ggtcgtccaa
actcttttac
cacgataatg
gttttccaaa

caacaagaga

acCaaacaaaa
caaatgcacyg
caaatgtttc
cattgaaagt
ggaatgctec
caagtaaaaa
atccaccatt
gaatgattga
actacgtcaa
catatcaaca
cagaaaaacg
attacttaga
ctcetggtac
ggaacatctt
aagatggata
actattggtt
tcaaccgtga
tacctcaatt
atggctcege
gagggggaga
atgaaaactt
tatatagttt
ctcecaactgc
cpaactataa
atgtccaagt
cattacagag
cggtatacga
catcttatct
aaattgaaga
ttcaatttct
cagtaaattt
adaaacaaaa
taatgagtgg
ttcgtatcaa

AM101548_staph_Ep1.5T25

ttctagtggg
actgtcggat
ggatgatagt
tgataatagt
tpaaaataaa
tgacaaagag
agataaaaat
tagagatcgt
tgacttacta
attagagaaa
tggtagaaga
tgctagaact
tticttccat
acgtgettct
tcaatgggat
tggacttcca
tggttcaagt
ttggagatca
tacaaattat
attatacttc
cgecattgeta
taaaggtagt
adagattgtat
ccaactctat
taaaaategt
aactactgat
cccattaagt
tccgtataat
acttttreca
tgtaggttet
atatgtaaaa
tagaaaggaa
aacgcttcat
acttactagt

cagactgaat
caattcaaag
atcaatcaat
actatgcaag
catcataaac
aaagagaatc
gcattacaag
gcggatgcaa
ggtaataatc
gcattagaac
agtacgagaa
gaatattatg
gcticaaata
gatgtacaag
attttattta
agtgatcaaa
acatctactg
gcaggtgcta
gcattttatg
gacagagaag
aatagtgaga
ggtpatgtaa
tatgctgetg
gtcgaacctt
acacttcatt
gttcctattt
tatgtaaaga
caggaaagat
caagaaaatc
gatgtrtgaag
cctgagttaa
ttttcagtat
aacactgtag
aatgaaccaa

cattacgttc
acactaatga
cgcatagtga
cacatagtaa
taacagaaaa
tacaagagaa
ctttttttga
cagaﬁtatca
aaaatattcc
ttgcacgtac
gtgttgttga
tttcaaaaga
gaagatggcc
gtaatgctta
atagtaatca
caccaactgg
gtggcgttgg
ttaattctag
atggtgttaa
gcgctacaca
aaccagatca
gttatcgtat
gcgegegtte
ataagaatta
taaaaagaac
tggatagtga
atgtgactgg
ggcagggagc
ttcaaaatge
atagccatca
aacatacaat
cgaaacgagc
gatcaggaat
ttaaagatag
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atcaactagt 420
aacatcgcaa 480
agcaaatatg R;:)
aatagtaagc {_;j
tgtacttgca 660
agataaatcg 720
cgcatcatat 780
aaaagtcaaa 840
ttcagaacag 9500
gttatcacaa 960
gaatcgttca 1020
cgatgatgat 1080
ttataattta 1140
tatcactaca 1200
taaagggcat 1260
tccagtaact 1320
atttggatca 1380
cgtagcgaat 1440
taatttttcer 1500
aactaataaa 1560
aataagagga 1620
ttcatttaaa 1680
tggtgaatat 1740
tcgaaatcga 1800
aatcagacaa 1860
cggttccgga 1920
tacagtccta 1980
taatgcaatg 2040
agcacgttca 2100
taaccctgaa 2160
tgagttatat 2220
gggccatggt 2280
attaccrrat 2340
tgaatggtct 2400
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attacaggat
actgaaaaaa
aagtttogtg
attacaactg
gatataccaa
catgatccag
taccatgata
aaagatctac
tcaaacttta
ccageaggac
actgataata
acaaaaacct
aatataccta
aattctggaa
gatgatttaa
tcattatcta
ataagatcat
ttttattata
cccgaaagaa
actattgcta
agtaarggtt
ccttcatcga
aaaaatgctrt
aatgcaccta
gaaatcaata
aacgatatca
atacgtaagg
cgttgggtta
agaaatacag
gatgcaacat
gctaaaaact

ggptctaatg

graatagcgt
tagttcataa
ctggcggttc
ttacaatcaa
graatgaagc
atacaacaaa
atccagtcgg
attccgaacg
atttattaca
gagatggttc
aatccatttt
gaggacaaaa
cggatttace
gtgaaattag
atcataagac
ctggtaataa
aaatcaaaca
ctgtttogaa
gcgatttgat
atataaggga
atggtggatt
taggtagaca
caaatttacp
ggtattctaa

PCT/US2005/037746
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atcctaacac gettacatta caaaacgetg tgggtagaac aaataatget 2460
acttagctct tgttggtcat attgatccag gaaattattt catcactgtt 2520
atamagtaga acaatttgaa attagatcaa aaccaactcc accaagaatc 2580
ctaatgaatt acgtggaaat cctaaccaca agcctgaaat aagagtaaca 2640
atgatactac tgctaaaatc aaacttgtga tgggcggaac cgatggtgat 2700
aaataaatcc atatactgtc cctgaaaact acacagtagt tgcagaagca 2760
atgatccaag taaaaatggg gtcttaacat tccgttcatc agactacctt 2820
cattaagcgg tgaattaaag gcaattgttt attacaatca atatgtacaa 2880
tccgtttagt agcgatacaa caccacctac aattaatgaa 2940
gtattacagg ggagatcatg tagaaattac tcttceagtc 3000
aggtttaaga gatgtaaacg tcaatttacc tcaaggttgg 3060

tcctaataat aatactgagg gtacgcttaa gttaattggt 3120

atataatacg acatatcatt tcaatattac tgcaaccgat 318D
tccagctaaa acctttattt taaatgtigg taagttgget 3240
attatctaga gatcaactac aattagtgac agacccrtct 3300
agaagaggta aaaagaaaaa taagtgaagc aaatgctaat 3360
aaataaccca atactcgetg gagtaaacgg cgatgttaca 3420
tgtagatgtt attgatgctg aaaatgtaat cacatatgag 3480
cagtgaaaat ggtaatacaa ataaaaaaga agcagtaatc 3540

ctataccatt ggtccaaact taagaaaata tttctcatta 3600

taatagagat ttcacctcta tatcagctat tgpgatcttta 3660
tcgactcaat gtiggaaatt ataactatag agttaatgct 3720
tcaacaagaa cttaatttaa aacttaaaat agtagaggtt 3780
tcgtgtatat agagttagta cttataattt aactaatgat 3840
agcatttaaa gcagctaatt ctggacttaa tttaaacgat 3900
taactttpgac catagaaatg ttagtagtgt gacagtaact 3960

aaaagagttt tcatcamatc tcaataatat gaatttctta 4020
tgattatacc atttcgtgga cttctagtaa gattcaaggt 4080
agaatggtca ccagatcata aatcacttat ttataaatat 4140
aataaatact aatgacgtgt taactttact tcaagcaaca 4200
ttcaaatatc aatagtaatg aaaaacagtt agcagaacga 4260

atctataatt agagatgatg gcgagaaatc ttatttactt 4320

gtagaaccag ataatggtta cggtggacgt 4380

aactcaaatc ctattcaagt attagactta

Page 108

nno15



WO 2007001423

caagtcagtc
gttccagaag
gcaaataatg
ccaaaaggtt
gtttattttg
catacaggtat
ttaaatacag
ttagtaggtc
acagataaza
gagaaatata
caaaacaatg
actaaaattt
gttgtaagta
tctgatggta
cctactacta
aatgatttct
aatcagggac
atattctttg
tctattccaa
gcatatccag
agatgggece
gttacggtag
Ccaaataaac
caaattttag
actgtrattc
caaggcactc
tacactaaac
tcagaaaaca
aaaataatta
ccageecatt
actacaacaa
attccaataa
Cgaaacttaa
cttggaggaa

attctaacgt
ctaatggggc
gtattatggg
acattgaaaa
tgcettctga
attctogtga
tagcttctac
aggctcctaa
gtggaaatga
gaataacaac
ctaacctitc
taggtacaag
aagtaaatag
caactaatac
gaacaacagt
ttagtttaag
ccgatataaa
atggtgaaac
agcaaatata
gaaattrrgt
aaggatcagg
tttatcaaaa
ctgttattga
ttcpaaatgt
ctaatacaaa
taccaaccgg
aaaatagtag
gtgatcaagt
aaggtacaaa
ctactcttac
aaactgttac
caatctatcc

ccaatggtac

AM101548_staph_Epi.sT25

tatatateat
atccgetttt
tpttatctat
attaggccaa
taaagtaaat
aacatttaaa
aagtgatagt
tgtractaat
aagrattgrt
ttcatcaagt
aattgaagat
aaattatgtc
aagtgggaac
aataaccgtt
aagaggacaa
aacgggaggt
tagtaatcaa
aacaccaatt
tgaaacaact
tcaagcagta
cacaccaagt
cggccaaact
tagtaatagt
tccacaaaat

gaaaaaaatt
aatattgata
aaggcacaat
aatttaagca
cctagtataa
aatactatca
pcaattacta
agcacaaata
tcttrcacag
aatcaaacac
Caaaatagag
aatgagtcaa
aatgctacag
ccagttaaac
caatttccaa
ccagttgatg
attggtagag
agazaagata
atcaatggtc
aatcaatatt
tctcgtaatg
gaaaacgtta
gtgatttcaa

gcacaagtca

cttctatcgt
aagttgttaa
tatacttagc
ataccaataa
ctgtaggtaa
atgtaaatga
tgaccagaaa
aaattgtasa
taaatataaa
cagtgagaat
taaaatcttc
ataatgacgt
ttaatgttac
atgrgrratt
ccggcaaagg
cpagaatagt
atttaacatt
cgacttacaa
gatttaattc
ggccagaaca
caggttcatt
atgtactatt
aaggacaatt
Cictatatca

tacaactata gattctaatg gtatagctac

aaatattact gctaaaacct caatgacaaa

tggaattgct tcaaatacaa ctgaagatat

aaatgttacc gctggcatgc aagctaaaaa

ctataatttt aatgacttca atagtttcat
atggaacgag gagcctaata gttggaaaaa
agttactcta cctaatcatc aaggtacgag
aacagttaca gctaagaatc cagtaagaga
tgacgtttat aattatatta tttttgazaa

Cagcttcttg gaaagacaat cgtcaacctg ataasaacat
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W
aaatggtcaa 4440
agctaatgcg 4500
accatacagt 4560
cgtgattaat 4620
ttacgaccat 4680
taattatgga 4740
caacaacgag 4800
agttaaagcc 4860
dccattaaac 4920
tagtaatatt 4980
actcagcatg 5040
tcgtagtcaa 5100
aactacattt 5160
agaagttgta 5220
aacttcccca 5280
ttgggottaat 5340
acacgctgaa 5400
acttagtcaa 5460
atcaggtgat 5520
tatggacttc 5580
tactaaaaca 5640
caaagtcaaa 5700
aaatggtcaa 5760
atcaaatgga 5820
tgtaacaatt 5880
taatgtaacg 5940
aagtgttttt 6000
tgatggtatt 6060
aagtaatata 6120
cazcatcggt 6180
aactgtagat 6240
tcaaaaagga 6300
taataaccgt 6360
agccggtgta 6420

10
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caaaatt'.taa ttgcacttgt taattatcct ggcatatcta caccattaga agttcctgtt 6480
aaagtgtggg tatataattt tgatttcact caacctatct acaaaattca agtaggagat 6540
acattcccta aaggaacatg ggcaggcetat tacaaacatc ttgaaaatgg agagggatta 6600
ccaatagatg gttggaaatt ttattggaac cagCaaagta caggaactac tagtgatcaa 6660
tggcaatcat tagcatatac tagaactcct tttgttaaaa ctggtactta tgatgtcgtt 6720
aatccragca actggggtgt ttggcaaaca tcacaatcag ctaaatttat agttacaaat 6780
gctaaaccta atcaaccaac cataactcag tctaaaactg gtgatgtaac agtaacacct 6840
ggtgctgtge gtaatatact aataagtggg acaaatgatt atatccaagc atctgcagat 6900
aagattgtta ttaataaaaa tggaaataaa ttaactacat ttgttaagaa taatgatggt 6960
cgttggactg ttgaaactgg gtcacctgac ataaatggta tcggaccaac aaavaacgga 7020
actgctatat ctttaagtcg attagcagtt agacctgggg attcaataga agcaatageg 7080
actgaaggtt ccggagaaac tataagtact tcagcaacta gtgaaattta tattgtcaaa 7140
gctccacaaC ctgaacaagt agcaactcat acttatgata atggaacatt cgatatatta 7200
cctgacaatt cacgtaattc tttaaatcca actgaacgtg tcgaaattaa ttacactgaa 7260
aaattaaatg gcaatgdaac acaaaaatca ttcactatta ctaaaaataa caacggcasa 7320
tggacgataa ataataaacc aaattatgtc gagttcaatc aggataatgg taaagttgta 7380
ttttcggeca atacaattaa acctaattct caaattacaa taactcctaa agcagptcag 7440
gotaacactg aaaacacaaa tcctactgta attcaagcac ctgcgcaaca tactttaaca 7500
atcaatgaaa tigttaaaga acagggtcaa aatgtgacta atgatgatat taataatgeg 7560
gttcaagtgc caaataaaaa tagagttgcg attaaacaag gaaacgctct tccaacaaat 7620
ttagctggtg gragtacatc acatattcca gtagttattt attacagtga tggaagttct 7680
gaagaagcta ctgagactgt tagaactaaa gttaataaaa ccgaattaat caatgetcgt 7740
cgtcpactag atgaagaaat tagtaaagag aacaaaacac catcaagtat cagaaacttt 7800
gatcaagcta tgaatcgtgce tcutcaca; attaatacag ctaaaagtga tgctgaccaa 7860
gttataggca cagaatttgc aacacctcaa caagtaaatt cagctttatc taaagttcaa 7920
gcggCacaaa ataaaataaa tgaagctaaa gcattattac aaaacaaggc tgataatagt 7980
caacttgtga gagcaaaaga acaattacaa caatcgattc aaccagccgc ttcaactgat 8040
ggtatgactc aagatagcac aaggaactac aaaaatasac gccaagcage tgaacaagca 8100
atacaacatg caaatagcgt tataaataat ggagatgcaa catcccaaca aattaatgat 8160
gctaanaaca cagttgaaca ggcacagaga gattatgttg aagctaaaag caacttacgt 8220
gctgataagt cacagttaca aagcgcttat gatacgttaa atagagatgt tttaacaaat 8280
gataaaaagc capcatctgt aagacgctat aatgaagcca trtcaaatat tagaaaagaa 8340
ttagatacag ctaaagcgga tgcaagtagt actttgcgaa acaccaatcc ttccgttgaa 8400
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_caagttagag
getttacttc
gacgctgraa
aatgacaaac
ggggatgcta
gctttaacta
aacaaattaa
éaaacagcca
attttaggta
gctattcaac
gaattagtca
ggtatgactc
atacaaaaag
gaaaaatcta
gctgataaaa
ggtaaaaaac
tataataccg
gcagtagaag
aatatactic
caagcgatta
acaacaaaac
goggatgeat
gcacttaacg
cggaaattaa
aacaatacta
atcatcaata
caattgaacc
agcttaaaag
ggtatgactc
tctagtattg
gaaatagaaa
gttaataaag
cctagcactg
gccaaagata

acgctttaaa
aaccaaaaga
atgacatacc
aacgtgaagc
caactcaaga
atgctaaaag
ttgagaacgt
aagccagaat
atgataatcc
caaaattaac
atgctaaaaa
aagaaacaat
cgaacatgat
aagtagagca
gagaattaca
catctagtat
Ctaaaaatga
atgctttacg
aagataaaga
atagtcaacc
gtagagaagc
Ctattgazca
aagcaaaaca
gtaggagagy
ttcattcget
agcctatteg
aacgcttaac
aagctcgtaa
aacaatctgt
cacaaactct
aattaaatca
aacctttaga
atggtatgac
aaataaactc
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taaaataaat
aaataattca
tcaaacacaa
tgaaagagca
aattacttct
taatctgaga
atctaccaat
acaaaatcaa
acaagtatca
agaagctatc
cagacttgaa
taataattac
tattaataat
agtattacaa
gactgcatac
tcaaaactat
agcacataat
taagataaat
agataatagc
atcactaaat
acaaaatata
aataacagaa
acatttaacg
cgacacaaac
acaatctgaa
ttctgttgaa
agatacaatt
tcgacttgaa
tgagaattat
tattaataat
aaagctgtcr
aactpccaaa
gcaacaatct
aattaataat

actgttcaac
gaacttgtac
ggtatgacac
cttacatctg
gaaaaatcta
gctgataaga
ggtaaaaaac
attaatgatg
caagtaactc
aacatgcttc
aatgcagtaa
aacgctaaaa
ggagatgcta
gcattacaaa
aataaactta
aagtctgcaa
gttcttgaaa
gcaattcaac
gaacttgtta
ggtatgactc
gcaagttctg
aataaaattc
gcagatacaa
aacaaaaagc
attacacaga
gaagtaaata
aacttattac
agtaaaatta
aagcaagcta
ggtgatgcat
gaattaacaa
aatcagttac
gtacaaagct
gtcttagcta

ctaaagtgaa
aagctaaaaa
aacaaacaat
cacaaagagt
aagtagagca
atgagttaca
cggcgagtat
ctaaaaatga
aagcattgaa
aaaacaaaga
atgatacaga
agcgagaagc

ctgctcaaga,

atgctaagaa
tacaaaatgt
gacgaaatat
atacaaaccc
cagaggttac
gagcaaaaga
aagaatctat
ctgacactat
pgagttgaaga
cttctttaaa
ctagcagtgt
ctgaaaatag
atgcattgca
aacctttapc
atgaaaccgt
aaataaaagc
ctgatcaaga
attcaatcaa
aagcaaatat
atgaacgtaa
acaatccaga
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tcaagcaatt
acgtttacaa
taataattat
gattgataat
agcaatgcaa
gactgcatat
acgtcaatac
agcggagega
caaaatcaaa
aaataataca
tccaacacac
tcaaaatgaa
tatttcrtct
tgacttaaga
taataccaat
cgaaaaccaa
tactgtaaat
aaaagctatt
aaaattagat
taataattac
tattaataat
ggcaactaat

aactgaagta

tagtgcttat
agcaaatact
tgaagtaaac
gaataaagaa
tcaaacagac
tcaaaatgaa
agtttctaca
tcacttaaca
tgaccaaaaa
actacaagaa
tgttaatgct
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atcapaacaa
ggtcttactg
gataatcaac
cgtcaaaaag
agtgtacaac
aacgccaaat
attcaaccaa
tatcaacaat
gagcaaaatc
caaaaattaa
cgagccaaag
caacaaacta
gcacaacaag
aatgrtgaac
gaggaacttc
cctgcaagta
gctaaaaatg
gctgegttaa
aaaaataaag
aatgaagtag
saacgtgaag
actgagcaac
aaagccaaaa
atacaaaatg
cgacaagcta
aatagtaacc
Cttaaagtta
acagctaaaa
caagattcta
gcagaagctg
aaagrtgaac
actgaattac
ccasgaagta
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acaaagttga gacggaacaa
ttgataaac; accartgatt
caagtactac tggtatgact
cagagcaagt tatacazaat
aagtgtctga tgagaaatct
cagcgcttag agctgataaa
cpgatttaaa taataagaaa
ttagtaacga attgaacagc
caagtgtagc tgatgtcaac
acgaagccag agcactttta
aacaacttca acaggcagtt
aapatgatta caattcaaaa
ttatcgataa tggcgatgeg
gcgetttaga agcattaaat
asaatgcata taatcaatrta
tcaggaaata caatgaagct
aagcaaacag tattttaaca
acaaaataaa agctgttcaa
agaataataa tgcattggtt
atccaacaca aggcatgaca
ctgaagatga aatacaaaaa
aaattactaa cgaaacaaat
acgatttacg tgctgataag
ttgatacaaa tggtaaaasa
ttgagacgca atacaataac
cttcagttaa tgaagtagca
atgacgcgat tcatatactt
atcaacttca gcaatcagtt

atcaataatg
aatgcaaaaa
gaagcaacaa
pcaaataaaa
aaggtagagc
caagaattac
ccagcttcta
actaaaacaa
aatgcactaa
caaaataaag
gaccaagtce
caacangctg
actacacaac
aatgcaaaaa
actcaaaata
aagtcacgta
aatgacaatc
cctgaattag
caagcgaaac
acagatactg
gctcaacaaa
agagtaaatc
tetcaattog
cctgctagta
gctaaatcag

aattaacaca ggcgaaacaa
crgcttigca acaaagtcta
ttcaaaatta taacgctaaa
ttattgaaaa cgctcaacct
aagcactcag tgaattgaac
agCaagcata taatcagttg
tcactgcgta caatcaaaga
atacagatcg cattttaaaa
ataaagtaag agaagtacaa
aagataatag tgcactagtt
cttcaacaga aggtatgacg
ctcaacaaga aatatcaaaa

aaatttctaa
ctggtttaag
ttgatacgag
ttcaaactca
ctcaagtatc
ataaagcgat
aacaacttca
ctaataacta
tcattaacaa
aagcgattaa
aasatgctta
ttcaacaata
aagcacatca

cgccaaaaca
agcagataaa
cggtaaaacg
aattgattca
acaagtgact
agcaatgctt
acaaattgtt
taaatcaaaa
tggcgatgec
tgcaataaac
taaccaatta
ccaagetget
aattcttgaa

caagcattac aaasagttga agctgtacaa
Caaaataaag ataataatag tgcacttgtc
aatgatcaac cattaacaac aggtatgact
ttaataacta tgaagctaag agaaatgagg Ctcaaagtgc tatcagaaat
tcatcaacaa tggcgatgca actgcaaaac aaatttcaga cgagaaatct
aagcactagc acatttgaat gatgctaaac agcaattaac tgcagatact
azacagcagt tcaacaatta aacagaagag gcgatacaaa taataaaaag
tcaatgcata taataaagca attcaatcat tagasacaca aattacttct
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gctaaagata
aatgcattac
caaccgctat
aatcaaactg
aaacgcgtag
gatgaacaac
caagcaatta
Ccaaaataaca
tataatcaaa
aacaatccag
gatttaacac
agacaacttc
gtggataatt
ttacttaaac
gtcatacaag
gaagctaaaa
caagattcgc
atatctaaag
gcaaatgcac
ccatatatca
aaagctcaag
gatactttaa
aaacaacaag
gtcaatgcgy
attgatcaaa
ttagaagttg
gctcagegac
caagctaaag
gctaactatg
gatgcttata
caagcacaac
aatgatctaa
gatggtttaa
gctrctacaa

atgccaacgc
aacaagtaaa
caaataatga
tacaaactga
cccaaaatga
aaattacaac
acgggttaac
tcgaccaggt
aactacaaat
atgttaatgc
aagctaagaa
aagatgaaat
acaatgatag
gtaatccgac
atttacaaaa
atagattaga
ttaacaatta
ttttaggtog
ataaacaagc
atcatattaa
ttaactcagc
atcaatctat
daaattatrt
Ctaaaggtat
aagctgaaga
ctaaacaaca
aaactttaac
aaaaagctaa
acgatgaatt
ataacgctgt
ttgatccagc
atggtaatga
cttatctaaa
aaacaaatat

AM101548_staph_Epi .ST25

tgtgatacaa
tecagttgaat
tgcattaaaa
tggtatgaca
atctaacact
tgaaacagac
agttaataaa
acctagtaca
agctaaaaac
aatcaaaacg
taacttacaa
tgatcaaggt
cttaagtgca
agtagaacaa
tgcrcgaact
aaacagtatt
taatgataaa
tcaacctact
attagacact
taatgaaagt
acctaatcat
gacagcatta
agatgcatct
tttaaaccaa
tgttaaacgt
agcacttaat
tgatactata
tactgttaac
gcatgacgge
taacaatgct
tgasattaat
caaattpget
tgaagctcaa
tacgagtcag

aaacctatac
caacaattaa
gctgcaaaat
caacaatcta
gctttageat
cgagtcaatc
gaaccattag
gatggtatga
gaaattaaca
aataaagcag
gttgatactc
actaacacag
gcaatrtatag
gttaaagapa
tcacttgttc
aaccaacaaa
ttagcaaaag
gtagctgaaa
gcacgttctc
catttaaata
aatactttag
agtgaaagta
aacaataaac
actcaaagtc
acgaaaactg
catttaaata
aatcactctc
acagcaatga
aattacatta
aaacaactga
asagttacac
gaagctaaaa
cgtaacaaag
ttacaagart

gtactgttca
ctgaagcaat
taaatttaga
tagaggctta
taattaataa
agcaaactac
aaaccgctaa
ctcagcaatc
caattaataa
aagcggaacg
aacctttaga
atggaatgac
aaaaaggcaa
gcgrrgcraa
cagacaaaac
cagatactga
ctagacaaaa
ttagacaaaa
aacttacatt
acgcgcaaaa
aaacgattaa
ttgcagatta
gtcaagacta
cgacaatgag
cgttagatgg
ccttaaatga
caancatcaa
ctcaactgaa
atgcagataa
ttaatcaarc
aaagagtcaa
gagatgctaa
ctaaagaaaa
acaatcaatt

Page 113

PCT/US200503 1746

agaggtaaat
taatcaactt
aaataaaatt
tcaazacget
cggcgatgec
aaacttaact
aacagcgtta
tgttgcaaat
cgttttageg
aatcagtaac
aaaaataaaa
tcaagattca
agtaaataaa
tgcacaacaa
tcaacttcaa
cggcatgact
ccttgaaaaa
tacagatgaa
asatagagag
agataatttt
aaataaggct
cgaaaatcaa
tgacaatgca
tgctgatgtg
aaatcaaaga
tttaaacgat
ttcagtgaat
acaaactatt
agacaaaaaa
tgatgctaat
tacgactaaa
tacaaccatt

tgtaggcaaa
gaatattgct
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atgcaagcat
ataaatgaapg
ttgataaarg
gcagraaata
agtgctaata
aaggaactgg
aagtcactag
caaaaaacaa
attacaatgg
gttgataacg
ttaacaactg
cctcagaaag
gcagagcaaa
tctgacaacp
catgecttta
cttgatgcca
gatggtgaag
aatcaattga
agaacagaag
ctgaatcacc
gatgcgaace
aaatcacaaa
tctgcaatta
gcttcaataa
gttaatpgeg
gatcaatcaa
agtaarratt
ggctcgacat
acgattagec
gataagggaa
tctggtoagy
aatgaagcta
actaatgtca

tacgtaacag
ataatggtcc
cacaatctaa
ctgcecatca
cagaaatcgg
taaatagtaa
atagttctat
gtgtttatat
gacaaactat
caatcagtaa
ctaaaacgga
aggcrattaa
gtaaggctaa
aatcagtaac
ctgaggctet
attcaattaa
aacaattacg
ctgatgegea
ttgcttctea
ttatcaatgg
aacaacaagc
accctgaatt
acCaatctaaa
acaacctaag
ctcaaactag
tgcaaacatt
ttaacgagga
atataactgg

AM101548_staph_£pi.ST25

tgtgaacgac gttaacaatg
aaaagaagct tacaatcaag
ccctgaaatg agccgtgacg

gaatttacat
taacttacca
acaaactcgt
gggcacgtta
taacgaagat
aattaataaa
catttcaact
agcaattaat
aRcagctatt

ggacaacaaa
aacttaacta
acggaagtac
aaatcattag
caacctgage
acagctgatc
aaagagaatg
gcacttaata
aacactgctc

tcaaataaat agtgcaatpe
aaacgaasgt aattatatta
aaataatgct aaagaaatag
ccaaaaagca caagcgattc
tcgtgctaaa gaaaatgecg
aagaaatagt gaaaaaggtt
attagcaaaa gctaaagaac
taaaaaccaa atgataaata
atattcaaat gcgattgcaa
agataaagta acaattgaac
cggtgaagct aaactgacta
cggattaaca aacgagcaaa
agaccaagtt gctaataaat
acgtgactta gttaacaatc
ttcaactcaa aagaatactt
tcaacacaat ccagaattaa

ttaaagcaaa
ccgttactca
tagtaaatca
agttagaaca
atactcaaaa
aagaacaact
ttgctaaaca
aatctgccta
cagtacttga
cactgcatgg
cattagctga
atacaagaac
acacgttgag
acgctgaacc
ttaatgaaca
ttactactaa
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tagcaattat
tgctcaaaca
aaaaacacaa
agcacaaagt
agctaaagaa
taaccaagct
acctacagta
caatgattcc
taaaacttta
tgaacaaaaa
tttaaacaca
tgatgtaact
acaaaacatt
cgaaaaacaa
acaagccact
aaatgcttta

atcaagaaat caatacgtta
tagtcaacag ttctcaaact
taaataaggt gatggaacaa
gcagtaaatt tatcaatgaa
gtgcageagc gcttaaaaac
dagcaattaa taatattaat
aagctaaaga agatgetgtt
aaacaasaga aaatcaagcc
tacgtgatgc tgaagcatta
aaaatgcaat acattcaaca
atpataatgc aattgataat
atasatctac tattgatcaa

gaattaacac agctaaaaat gatttacatg gtgtagaama grtacaaaga
ctgctaatca agaaattgga caattaggtt atttaaatpa ccctcaaaaa
aatccttagt caacggttca aatacacgtt ctgaagtaga agag;atctt
aatcattaaa taatgcaatg aaacaattaa gagataaagt agctgaasag
aacasagtag cgattacatt aatgattcia ctgaacatca acgrgggtat
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gatcaagcac
aaatcggaaa
tcacatctat
ttaaatgatg
gcagttaatc
gataaagtag
caaccaaaac
caagatccaa
caaacagcgt
atagaaggtt
caagctaaaa
gctatgagta
tatatcaacg
aatatcatca
tcacgegttc
caacaagcta
ttaaatctat
gcaactgaat
gtasaacaaa
gcrgtcaatg
gctatagaac
aaactgacac
paacctcaga
agaaatattc
attaaagata
caacaagctt
acgttaagct
cttcatgpag
ttacagaatt
acacgtacge
gccttaaaag
gcggaaccat
aatggaacga
Aaaaatacta

ttcaagaagc
ttgaacaaaa
tagaagaagc
cacaacgtca
aacaattaac
gccaacaaaa
ataactatga
tcatgaacaa
taagtggaga
tatctagttt
Caagaacaga
atttaagaga
cagatccgac
atgccacacc
aacaagcaca
cacaaactgt
taattaattc
tgaaccatgc
gtagcaatta
aagctcaagc
gtttaactca
aagaccaaca
aaaatgcrga
gtcaagaage
aaaacgatac
atgacaatgc

cagatacaat

atactaaact
tgaattcage
aagtccaaca
aaagtattaa
ctaagaaaca
atcaaccaac
aagatgectt

AM101548_staph_Epi.S5T25

agaaaatatt
gttacaacaa
taaaaataat
aaaagcaatt
tttggataga
taacgttcac
taattctgta
aaatgaaatt
aaataaatta
gaacacagct
tgttgctcaa
tggcattcaa
taaagttaca
aaacgtagag
acaagatctt
caatgggtta
agctaatacc
gatggaagct
tgtcaatgaa
tacaatcaac
aactgttaac
agctgctgaa
agtagctaaa
aacaacarta
taaaaatagt
tgtaaataat
caatcaattg
acaacacgat
tcaaaaacat
cpatttaaca
agattatact
agcatatgat
aattaataaa
agacggtgat

attaatgaaa
ttgactgacyq
gcgattactg
gaaaatgtrc
gaaataaata
caacaaagta
caagccggtc
gagcaggcta
cacactgacc
caaatcaacg
aagttagctg
aataaagagg
gcttacgatc
cttaataaag
gatggtgttc
aatagcttaa
cgtacaaaag
ttaagaaaca
gatcaacctg
aacaatgctc
actacaaaag
actggaatac
gtaactgcag
gatactgcaa
agtaaatata
gctcaacaag
gcaaatgccg
aaagatagtg
atggaagatt
gaagctcaag
aatattgret
gcagctgtac
ggtaatrgtca
catagattag

tcggtaatcee
ctcaaaatgc
gaatcaataa
aagcacagca
ctgcaatgca
attatttcaa
aaactattat
ttaatcaaat
aagaaagcac
ccgaaaaaga
cagctaaaga
acatcaaacg
aagcactaca
ctacaattga
aacaattagc
atgacggtca
tacaagaaga
gtgttcaaaa
aacagcacaa
aacctgttct
atgcattaca
gtggtttaac
caacaacacg
tgcrggttt
ttaatgagga
ttatcgatga
taactcaagc
ctaaacaaac
cttraattga
ctttagatgg
caaacggtaa
aaaatgctca
ctacagcaac
aggaagctaa
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aacattaaat
gttacaaggt
acttacagca
gacaatccca
agctttacga
tgaagatgaa
tgataaactt
caatacgact
aaatagacaa
tttagtcaat
aataaattct
tagcagtgca
gaacgcagaa
acaagcgcta
taatgctaaa
aaagcgtgaa
attaaacaaa
cgttgatcaa
ttatgataat
agacaaatta
tggtgctcaa
gagtctcaat
tgatgaagtg
acgtaaaagc
tcatgaccaa
aactcaagca
taaatctaat
gattgctcaa
taatgaatct
tttaatgggt
ttacatcaat
aaatataata
acaaaccgtg
aaataatgcc
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aatcaaacaa
Ctagttaata
ttagataatg
gatagtaaat
cgtgttgaaa
caagcaactc
caagacaaac
cgtgaaaaac
attgagcaag
aaagatggrg
tataataatg
aatgceacaag
ggagctcaaa
catcttaatc
gaccaagttg
gaagatcaag
tcagacaaac
acatctaatc
gcagtgaata
caattasatc
aataatgctg
ggtgatatga
aattacatta
gaggatttaa
aacaagatag
gacaatgctt
gtianggata
gcaaaagagc
attcgtaaaa
gcagtagata
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tcagaaatct atctaatttg
pcgcatcaac attagaacaa
ctatgggtga gttacgacaa
atcraaatga agatcctcaa
ctattattaa cgaaactcaa
aatccgttca aaatgcagaa
aaacgtcttc gacagaacta
tcagagaaca aattaacact
Caaaagcact aaatgacgca
ttcatgctaa cagtgattat
cacttaaaca agcggaagac
acattactaa tgctttaaat

aattacagca
aacctcaaaa
cagaaaaact
tgaatcaaga
aaaaaactta
caaccttaga
atttacatgg
atrttagatga
atactcgaga
gtacactrca
atgctgataa
ttcataatca
accaagcgea
taaacgacat
acatcaacca
ttaatgatgc
atagcaatta
aaataaataa

atcasacaag caactcaaga
Ccttcaagatg caaagacaga
CCACAAAAaC aagcattpga

agacaaaaat
agatgcgcett
taaagaggcc
tgatcaaatt
taatgataaa
taaacaaaaa
tgatcaaaaa
cttaaccgaa
tgaggtaaat
taaagtcata
tgataaaaaa
tccagataca
taacgaatta
agatagctta
tgtgacaact
tatgaaagca
tactaatgaa
cattattggt
tataaataca
tgctarsacaa
aaacatcatt

aacaatgccec
gttcaacaaa
agtattgcta
attaagcaaa
aaccctgaat
caagctttac
gatggattaa
tctaatagta
atgaaaaaac
acaaatgaag
attattaata
ddtartiaaac
acaactaarc
atacaagcta
gaagcgctty
tcaaatagca
atccaagctg
attgctgata
tTtagctcaat
gaacaaaaaa

aaaaagatgc
acttacaaac
aaaaagatca
actatgatga
tacttaaagc
atggtgctga
cagatttaac
gagatgatat
ttaaagaaca
attctgcaca
acagctcaaa
angcacaaga
aagccattgg
ttaatggage
atgaagctat
gccecattcat
caaaagaaat
cacttcaaaa
ctaaacaaga
accattttaa

aaacaactag agattgctaa
aatgataaag atcaaattca
caanattatg ataatgctat
ttagatcata aagcattaca
aatggagaat ccagatttaa
aacagtctca atgttccaca
Ctagaaagtt tapgctcaaga
atgagagata. gcattatgaa
gacttagctc aacaaaatgc
gaagacaatg cgacgatgga
gctataaatg gattaaatgg
caaattacta actttactgg
aaccaacaad caagcagage
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agagaaaaat
cgctcaacaa
agtgaaagca
tgcagttcaa
aaacattgac
aaaattaaat
agatgcacaa
taagcaaaaa
agttgcgcaa
asaagatgcg
tcctaactta
taaccrtcat
taacttaaat
tacatctagg
gaaacaactt
aaatgaagac
aattaatcaa
tattaaagat
tgctaataat
accgttaatt
acaattaaat
acatttaagc
taaagaagct
agatttatta
acapgcttta
acgccaaact
attgcagaaa
tcaagagcaa
ctataatcat
tcctcaaata
agatcaaaaa
tttaactgaa
aaatgttget
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aaacagttaa
gccaaagegt
gaagcatatg
acaataagtra
cttcatggtg
ctagacggat
actaaacctg
caacttaaac
gaagattctg
aatcaactta
attcaagcaa
aatttaataa
ttaattaatc
ttaaataacg
caaagtaaat
aaaggtcgag
gatgccattc
aaagcacaac
agacaaagcg
ttaaatcatg
gazaacagtg
tatagtaatg
gataaagcta
ggtgagcaaa
gcattaaatc
ccagaagttc
alaactgaaa
agtggtcttc
acccaaccac
gctgaaaata
agcatcgaac
aatcaagcte
aactctatga
gatttcatta

gtcatgctaa
cattagtaag
aacaagctat
gtactgatat
ataataaatt
taaattcagc
cagtaactca
aaagtatagc
agaaaaagtt
acgacccaac
aagattcatt
taaatcaatc
atgctcaaac
aaatgggcac
atattaatga
daatattaaa
aasacattca
aagatgcaac
agcatgatga
ctaaagcact
ttaaaaaatt
Cacttcaaaa
caattgaapa
aacttcaaga
ctggacaggt
aagaagcctt
taaataaaas
aagcaaatta

.cagagcttaa

atttaaatgg
atrtgcaagg
daactaaaca
atcaactaca
atgaagattc

AM101548_staph_Ep1.5T25

attcttaaat
acaaaatagt
cgcaaaaggt
caatcgtacc
dagacaagca
tcaaataaca
gaaactagaa
cpataaggat
agcgracgat
tatggatata
gcacggrgcg
aacaaattrta
taaacagcaa
actasaaaca
agatccgcaa
cggcactaca
tttaactaaa
caatgaatta
gattaactct
taatgaagcet
aagcgactet
agctaaagac
tgctttatta
ggctaaaaat
tcttgectgaa
acaaaaagca
agaacaaatc
caattctgcg
taaagatgta
gcaatctraaa
attaacacaa
acaggtagat
acaaattgtt
cagccaacag

ggaaaaatgg
aactatatta
caggaaataa
attcaagaaa
caggaaattg
aaattaatcc
gaagcaaaag
gctactctaa
aatgctgtaa
agtaatattc
aataaacttg
aatgataaac
gtogcagaaa
ctcgtagaag
pttcaaaata
gatgatgttt
aacgatttac
aactatttaa
gctcecttcaa
atgcgtcaac
dtcaatgaag
attatcaacg
gaattgcaaa
caagctgtrg
aaaacattag
aaagaactta
aaggctgata
ttaaattatg
ataaatagag
ttagcagagg
tcacaaaaag
gatatcgtaa
aacaatgaca
gatgcttata

aagaattaaa
atgaagatgt
ttaattcaga
ttaatgatgc
caaagaatga
aagatatagg
caataaacca
attctagtaa
gccaagctga
aagctattac
cacaaaatca
aaaagcaagc
taattgcaca
aacagtcaaa
tttataatga
taaacaacaa
atggtgatca
caaatctaaa
gaactgaagt
ttgagaatga
atgaagcgge
gcgttccaag
atgctagaga
ctgaaattga
ttaaccaagc
atgaagctat
gtagatatgt
gttctcaaat
caactcasac
ctaagtcaga
ataaacaaca
ataactctaa
atacagtaaa
atcatgcaat
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agttgcagta
ctctgaaaaa
aaataatcca
tgaacaaaat
aatacaaaat
cagaacaaca
agctatgcaa
ctatctcaat
acaactcata
tcaaaaggtc
agcagattca
attaaatgac
agctaataag
cgttcatcaa
ctccattcaa
taaaatagca
aaaattacaa
caattctcaa
ttctaatgat
agttgctctt
acaaaatgaa
tagcacttita
aagtttacat
taatttacaa
atcaaccaaa
gaaagcactyp
aaatgctgac
tattgcaact
gattaaaact
cggaaatcaa
tgatttaatt
acaattagat
acaaaatagt
tcaagcages
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daagatttga taactgctca
gaaaaratca aacaagcact
aaagaagctt cagaacaact
atttrtaaatc atattttcag
gctaaacaat taaataatac
attttacaaa gtagtaagta
gccgtaaata aagctaaaaa
gagattcaaa gtgtcctaaa
aaacttgcta acgacaagac
Caagcgcaaa gaggtaatct
Caaaaagtag ttcaattagc
ttaactggta atgacgcaat
cCaagttaact trgatgagta
ccaaatatgt ctccaactaa
gatttacatg gcgtacaaaa
caaatgactg gtctaaacca
caaacccgtt ctgaagtaca

aatactttac gtcaaagtat
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tcctactatc atggataaaa
taatgattta cacggtagta
acaaaacctt aatagcttga
tgcaccaaca agaagccaag
aatgaaagca cttagagatt
cttcaatgaa gattctgaac
tataattaat gatcaaccaa
tgaagttaaa caaactaaag
agatgcccaa gcaacattaa
tgaaactaaa gttcaaaact

aaatcaactt
aaaacaaacg
tacagataga
tattaacact
actagaacaa
agctcaaaaa
tcaagtaatt
cactgatgag

aatgatgcga
agtaattata
ggtaaaaaca
attgctgata
gctcaacaac
gaacaattaa
aaaaaagcac
aatgaagtta

aatgaaactg
atcaatcaaa
gtaasaactt
aaaacttttg
catgaaattg
gctttaaata
CAATCAAACA
aatcatgcac
gagaatgcaa
caacaagcaa
caaagagatg
caacttcaaa
aatcaatcat
caatataatc
gataaagaaa

ttggtaatca
catctaatcc
ctaaagatgc
cagtcaatca
aacaagcaac
atgatatgaa
attatataaa
aatcaatcat
tcaataacat
aagaaaatgc
ccataaatag
gtoctcaagc
ccgtaagaca
acgcagttag
taattaagca

aactgcatat aacaatgecg
aactatgaat cctttagagg
acttcatggt gaacgtgaat
cttagataac ctcaatcaag
tatagtttca camgtazata
amaacttasa gatatcgttg
cgaggatagt acacctcaaa
tgatcaagta gcaaacccta
aaagcatgcec atcaatgcac
aaacttattg attaatagtt
attggttaat gaagctcaaa
tctaaatgat gctatgaage
agagagcaaa tatattaatg
agaagtcgaa aatattatca
actaacggat gctgtaaatc

atcaaataga
ataaactarc
cgaacgggca
taggagaaaa
ctattgctga
aacaaaatgc
caccagtaat
ataatrttaca
atgcgttaaa
ctaattctag
tgaaaaaatt
ttaatgaaga
tagttgctga
aaattactga
agtccatcaa
atcaagaaat
aagctttaaa
aacaaacaag
ttgatcgtgt

tggaacgtge:

tgaatgacaa
Ctcaaaaaga
atatctataa
ctcaacaaga
atatgtacaa
cgatgtctca
tcgatggaga
taaacgattt
caagagaaaa
atttaagaaa
caagtgatgc
atgaacaaca
aagcgaataa
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tcaagctatt
agaagataaa
amaagatacg
aattgcaagt
taataatgaa
ttataatcaa
ggcaaatgat
tggtgatcaa
ttacttaaat
accagaagta
agatgatger
tacttctcaa
acaaacaaat
agctaaaaat
tactattaat
tcaacaaact
tgattcaatg
taactacatc
aaaacaaata
aacatcaaat
taaaaattca
agcattaact

caaagcgaaa
taatgtgaga
cpatacaatt
tpacgaaata
acataaatta
aaatgcacca
agtagctgaa
cagcattcaa
taaaaaagag
tccaacattg
tgacttaaat
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ggcgttgaat
cacttaaatc
gctgaagttg
gaagaaagta
cctgatgttc
acagtaaatc
gcgaaaaaac
gaattaagta
tatactgcta
catgcaatga
cgattcatta
gattcaatca
actcatgaac
caacaagatg
gtaatgataa
aatgctcaag

aatatattga-

cgagttgtty
tataaaatcg
gaasaactat
aataatgcac
gttaaacaac
aaaactcaag
adaaaggaaa
ggctcaaatg
gaaaacctcg
gaccaattaa
gcaacaaaac
atgggtaaat
agacaagccg
atacaaaaar
gcagaaacat
tatattaaat
acgcaatcge

tattagatge
aagcacaaca
cggetattat
tcaaagataa
aagaaacata
caactttarc
aactcagagg
aattggatga
aaacgagaac
aagcacttaa
acgaagatca
ttcatagaca
tcgaaacagc
ccgctaatgt
atgcgaatac
ctctrgataa
acgatagtaa
ctgacgcega
atattgttaa
catatgacaa
azaagcaatc
ttctgcaaca
tagtgattac
aagtagacca
taagtttaga
atggtgatca
cacatcttaa
tagaagaaat
tagaacaatt
acgacgacaa
ctaatgcaac
cyttaaatgyg
cactagaaaa
atgatttatt
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tgataagcaa
aaacgcatta
tggccaageca
agagcaagtc
caataacgcc
tattgaagat
taaacaaaaa
tttaacatca
agaagttgec
caaagtatat
acccgaaaaa
aacasatcct
tcaaaataac
aattaatggt
aaatgctaca
agctatggaa
atatttaaat
acaactactt
ggataatgtc
atcaaatgca
tataaaagat
agctaaaacc
agatactact
aactgtatca
tcaagtacga
gcgagttgaa
ttcattacaa

aacgcacatc
aatgaaaaaa
aaaatactcg
aaacagtcaa
gttgatcatg
atagagcatg
ctttatcaaa
caacaaagca
caagcaattg
aaaaatacag
gaggcgtatc
gaaatggatc
ttacatggtp
ctaattcatc
acacgcgaaa
acactacaac
gaagattcaa
aatcagacaa
ctagctaacg
aatpatgaaa
atgatttctc
cttgatgaag
ttgtctaatt
catgctcaag
caagcactag
gaagctaaag
caacaaactg

aatcgatacc
ttaataacgc
atcatgctat
gtaactatat
tgacagaaat
ctatcaacga
ctatcgattt
gttcaatatc
aaaaagcaaa
ataaagtgtt
aacaagctat
caacagtaat
atcagaaact
ttaatgttge
aagttgcana
aagtagttgc
aatatcaaca
caaatccaac
aaaaaatact
ttaaacatat
acgcagceatt
ctatgaaatc
acactgaagc
caatcattga
aacaattaac

ttcatgctaa
cgaaagaaag

cgctactget agtaacgatg ctctggeatt
cattaatcat gctgattctg ttgaaaatag
aattatcgct tatgatgatg cactagaaca
Ccaaaatgaa gcaasacaag cgttacaaca
tttcgaaaga ttaaatcatg ctagaccacg
aataaacaat gctcaaaagt ctgotrtaga

agaattagaa catcttgtca acgagggcac
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tacattgatg
apttaccaga
gpagaattta
taatgaagac
acttaatcaa
agttaatcaa
agctgataaa
taatcaaata
atcattaaat
agatagtagt
aaatcacgtt
caatagcata
tgctcatgea
tcaacgegag
gaacttagat
tcataaaaat
acaatacgat
attagaacct
atttggcgca
gaattatctt
aagaactgaa
acttgaagat
ttcagaggat
taaaataaat
tcaagcatca
tcaaacaatt
tgttaaaaac
aaacaaagta
tgataattat
tggacaagat
attaataaat
agctttagaa
ggataaagta
aaacctcaat

24540
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24780
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gacattatgg
atasartata
gcacgtgatg
tttaaagatg
gcaaaatcaa
acacatgcaa
aatcaagcat
gcttttectg
tttgaccatg
gatgaaatac
ggtatccaac
tatatcaatg
tcatctttag
cpagatactc
pataagaatt
amaacttcag
gatacaaaaa
aaattaataa

gtasattcag

gtgaattagc
ttaacgccpa
cactcaacaa
atatattcaa
aagcagaaaa
atgatgaaat
ttgatttaaa
tccaagcaag
ctttaagtaa
aaattgaggg
gtttatcaaa
atgcacageg
caaatacatt
tagaaagtaa
ttcaaattga
aaaatccagc
atgcattgaa
aaggattaaa
caaatacttt
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taacgcaatc
taacctacgc
aactcaaggt
aactaaagat
actaattgat
tatgaatact
tgatgcaatg
Ctcaaattat
tgctcgaaaa
actcaaacaa
agctaaagct
tcatattget
atctaaagct
ttcaacttct

gttaataact
daagataact
cagaacttag
gcacttaacy
agtttaaaat
aattctattg
aaatctttaa
ataaattcag
gracttgcaa
gtgattgagg
aaagcaattc
gaaaataata
agtgatttag
grtccaaata

atgctccaac
ttactcaagc
atttcaatgc
gtattgaacg
ttattaataa
cacaattgtc
gagatgaact
atgaagattt
aagaaaatgg
atactaaaga
aatacgtaca
‘ttcacaactc
ataatgcaat
gtgtgaatta

atttgatgag gcgctacaac aagcaagtge
aacgattgaa gaagtattag gtcttagtca
tggtgaacaa cgacttgcaa ctgagaagag
agatttaaat aaagcacaaC ttgaagatgt
aacagagtta tctcagctca ctcaatcaac

aacgatasaa tgaaattatt gagagataag cttaaaacCt tagtaaatce
agtttaaatt atagamacgc tgattataat ttaaaacgtc aatttaacaa
gaagctadag gcatattaaa taaaaatagc ggtccaaatg tcaatatcaa
catcttttaa caciaataga taatgctasa gaccaattaa atggtgaacg
gaacatcaac aaamatctga agtatttatt attaaagaat tagatatract
cadaaagetg caataattaa tcagattaga gegtctaaag acattaasat
atcgttgata atgcaataga attaaatgat gctatgcaag gtttaaaaga
caattaacag caactacaaa agacaacatt gaatatttaa atgctgatga
ttacaatatg attacgctat caacttagcg aataatgttc ttgacaamaga
aataaagacg ctaatatcat aattggaatg attcaaaaca tggatgatgc
Ctaaatggaa ttgaaagact tRmagatgct caaacaaaag cacataatga
acgctcaaac gtcaacttga tgaaattgaa cacgctaatg caacatcaaa
Caigcaaaac amatggtaan tgaggaagct agaasagogt trtctaatat
acatcaaatg atttagttaa tcaagcaaaa gatgaagggc aatctgcaat
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casagcaagt
tatcaacaat
aattgataca
tttaacagct
agctcaattc
tagaatcgtg
taataataaa
aaaacaacaa
taaasattta
tgctttaaat
atctttatct
tgatgattta
gaaagactta
tattaatgct
aacaagttct
agccattrtac
caaagatcta
cacaaacaag
gttasaatta
tgttaaagca
agctttaaaa
tgacattcaa
acgtctaaaa
taataatgct
aattaatcaa
acatgtaget
agaccttaaa
aascggtaca
tagagcactt
cattaaagat
ttctaagget
taatcacgea
tgaac;cata

26580
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26700
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27000
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catgcagatg
gaagatataa
Cctaatatctc
aacaaacaac
aaattaatta
cgagatgcaa
gatattgata
gatatcaata
actgatcagc
acaagtgagg
atgactttaa
gctgatcacc
aatgttccag
acaattgatg
tctactcaac
aaagtgaatc
gaaatagatc
actgatgtta
acttctaatg
gaaaaagtcg
aatagatata
cataaattag
tcttacttta
aattcaattc
gagcaaatct
aactttaatt
catatcgtac
aaaatcaaca
aaacatttag
tctagtttet
ataaaaaatc
ataactaagc
ccagttgcta
atcccegteg

aattacctaa
atcacttaat
adattaataa
aaatagaaaa
tcgccaaagce
taaataacaa
aaacagaaaa
acaataaaaa
aaccattagt
tggttgttca
ctgatgaact
taaccgctaa
tcaaagttgt
ttctggtaaa
gtgaagatgc
attcaaaatc
agtttgatcc
atactcaaat
aaaaaactca
agcatgetca
aacatatttt
gatatgttgt
taaaacaatg
gtggtocgea
tgasagtaaa
atcttcattc
aaactgaaac
aagaaacaca
ttgataattt
ggttagtttt
atcacaaaga
gtaaaataga
aacataagaa
ttaagcgtaa
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agcpaaacta gatgctaatc aaatgattga

tagtcaaaat
gttagtaaat
tgctacaaca
tgaagctaaa
cactgattta
agatgcactt
gcatgcattt
ttttgaacta
cagagatgaa
taaagtcaat
agttaaggtt
agaaaaagaa
acaaaaaatc
aaaagctgaa
gattaaagat
taaacgcttt
ccaaaatggt
gtttgataaa
taatttagta
aaaccaagca
agtaaacaaa
ggcacttgat
taccgtacaa
tgtaagtatt
aaaatttgat
attcaaagaa
gcaaccaaaa
cggcaaaact
ggctaaaaga
tattcgtctt
taaagaagaa
atctaaagaa

ccaaacttat
ggaattaagg
aaactagatg
caagtgataa
acaccttctc
caacatatcg
aatactttag
cctgaattga
actatttcat
attgtttcat
attttagctp
ttacaaatag
aaagatatag
attgaaagat
attgaaacag
acgctaaata
ttcaaagaaa
caattaactg
gaattaaatc
catttactag
actcagcaaa
agaattaaac
gatgtacaca
ataaatrcaat
gctagattaa
gtictaaaag
cttcataaga
gtaggtgtta
cgtaaaaaag
tcagatactg
caaattcaaa
aagcaattga

cacatgatga
atgaaattca
aagtcatiga
aagagttatc
aaaaggcaca
daaatictaa
ctcatatcat
gccttcaaaa
tagaatctat
taccgaacac
atggctcata
ctaaaaapgga
attctaataa
tganaaagca
taaaacgaac
aagctaaaaa
ttgaaacaat
aactacaaaa
aattacaaca
gtgaaaaaca
tactaaataa
aaattcaact
aagcattatt
ctttcaacga
gagaaaagga
gaacgggtgt
atgataatga
ttacattaac
aagaagaaga
ataaaataga
acgatgacaa
gtgaagagga

dctaaaacagt gataacaaag atacaaaaca
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ccaaaaagtt
aaaaaataaa
acaagctata
aactactaaa
acaaaagaaa
tgctttagca
ttcaattgat
tatttpgggat
tgctttagta
aattggagct
tgataaagta
tgtcactgta
tgctataaaa
cgaattaacg
agccatcgat
tgattttgaa
ggatatcatt
aaaaggttta
agaattttta
agagtttaat
tatagcagaa
tcaatctget
agaaacgaty
acaaggtata
ttcctrgcat
tgttgcaaac
tgaaccaggt
tagcctatte
tggtttactt
aaaacaatcg
tccaattgta
acattcaatt
tattcattca
gaagaaagtt

28560
28620
28680
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28800
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28980
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COMPOSICIONES INMUNOGENICAS DE ANTIGENOS DE POLIPEPTIDO

STAPEYLOCOCCUS EPIDERMIDIS &

La presente invencién se relacicna con composiciones
inmunogénicas, que comprenden polipéptidos aislados de
Staphylococcus epidermidis. La invencién también se relaciona con
polinucleétidos que codifican polipéptidos Staphylococcus
epidermidis y su uso en composiciones inmunogénicas. En adicién,
la invencién se relaciona con métodos para inducir una respuesta
inmune en mamiferos contra Staphylococcus epidermidis vy
Staphylococcus aureus utilizando composiciones inmunogénicas de
los polipéptidos y polinucleébébtidos Staphylococcus epidermidis. La
invencién también se relaciona con métodos para detectar

Staphylococcus epidermidis en una muestra biolégica.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Staphylococcus epidermidis es un componente mayor de la
flora microbiana normal en humanos en la piel y la membrana
mucosa y se considera una vez s0lo un contaminante cuando se
cultiva de un paciente infectado. Ver Heilmann, C. and G. Peters,
Biology and pathogenicity of Staphylococcus epidermidis, in Gram-~
positive pathogens, V.A. Fischetti, Editor. 2000, American
Society for Microbiology: Washington, D.C. p. 442-449; von Eiff,
C., et al., Lancet Infect Dis, 2(1l1l): p. 677-85 (2002). Ahora
este es ampliamente aceptado por ser un patégeno oportunistico de
gran importancia y la causa principal de infecciones del torrente

sanguineo en hosgspitales. Ver Am J Infect Control, 27: p. 520-32
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(1999); Diekema, D.J., et al., Int J Antimicrob Agents, 20(6): p.
412-8 (2002); Edmond, M.B., et al., Clin Infect Dis, 29(2): p.
239-44 (1999). Estas infecciones se asocian principalmente con la
presencia de un cuerpo de polimero externo continuo tal como un
catéter permanente, articulacién protésica o valvula cardiaca
protésica. Ver Heilmann, C. and G. Peters, Biology and
pathogenicity of Staphylococcus epidermidis, *in Gram-positive
pathogens, V.A. Fischetti, Editor. 2000, American Society for
Microbiology: Washington, D.C. p. 442-449; von Eiff, C., et al.,
Lancet Infect Dis, 2(11): p. 677-85 (2002). Se piensa que la
infeccibédn resulta de la introduccién de Staphylcoccus epidermidis
en la piel del paciente luego de la insercién del dispositivo
protésico. La colonizacidén y posterior formacién de biopelicula
puede conducir a bacteremia con el potencial para dispersién
hematégena a otros sitios en el cuerpo. Estas infecciones son a
menudo dificiles de tratar, surgen de la muerte reducida de
bacterias dentro de una biopelicula por antibiéticos y también un
incremento en resistencla antibiética entre aislados clinicos.
Ver Diekema, D.J., et al., Int J Antimicrob Agents, 20(6): p.
412-8 (2002); Edmond, M.B., et al., Clin Infect Dis, 29(2): p.
239-44 (1999); Lewis, K., Antimicrob Agents Chemother, 45(4): p.
999-1007 (2001): Raad, I. et al., Clin Infect Dis, 26(5): p.
1182-7 (1998). Se ha reportadc que el Staphylcoccus epidermidis
con susceptibilidad reducida vancomicina. Ver Sanyal, D. and D.
Greenwood, J Med Microbiol,. 39(3): p. 204-10 (1993): Sanyal, D.,
et al., Lancet, 337(8732): p. 54 (1991). El tratamiento dificil
de estas infecciones necesita el uso de inmunizacién como un

medio para prevenir infeccién.
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La formacién de biopelicula es un determinante principal de
virulencia para infecciones de Staphylcoccus epidermidis. Por
consiguiente, 1la investigacién en proteinas de superficie de
Staphylcoccus epidermidis se ha enfocado en aquellas proteinas
envueltas en formacién de biopelicula. Estas proteinas han sido
subdivididas en grupos basados en su implicacién en las dos
etapas principales de formacién de biopelicula: 1) acoplamiento
primario, proteina-l1 de superficie estafilocébcica, autolisina
(AtlE), Fbe (SdrG) y GehD y 2) acumulacién de célula bacterial,
proteina (Bhp) homéloga Bap, acumulacién de proteina asociada
(AAP} y autolisina (AtlE). Ver von Eiff, C., et al., Lancet
Infect Dis, 2002. 2(11): p. 677-85; Vuong, C., et al., J Infect
Dis, 188(5): p. 706-18 (2003); Veenstra, G.J., et al., J
Bacteriol., 178(2): p. 537-41 (1996); Rupp, M.E., et al., J
Infect Dis, 183(7): p. 1038-42 (2001); Hussain, M., et al.,
Infect Immun, 65(2): p. 519-24 (1997); Nilsson, M., et al.,
Infect Immun, 66(6): p. 2666-73 (1998); Davis, S.L., et al., J
Biol Chem, 276(30): p. 27799-805 (2001); and Bowden, M.G., et
al., J Biol Chen, 277(45): p. 43017-43023 (2002) .
Comparativamente se ha ejercido menos esfuerzo hacia la
identificacién de proteinas de superficie expresadas en 1la
exposicién a los factores ambientales dentro del huésped o

aquellas involucradas en las interacciones pardsito-huésped.

El Staphylcoccus epidermidis debe experimentar una
transicién de comensal a patégeno y se debe adaptar a su

microambiente dentro del huésped. Para un comensal en 1la
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transicién a patégeno debe ganar acceso al tejido del huésped,
mutar sus sentidos a su ambiente, alterar la expresién del gen de
modo que es capaz de evadir las defensas del huésped, unirse y
adherirse a los factores del huésped, crecer y dividirse en 1la
presencia de nutrientes diferentes y defensas del huésped. Las
proteinas en la superficie bacterial hacen un contacto inicial
con el nuevo ambiente dentro del huésped. Las muchas funciones de
estas proteinas incluyen percepcién del ambiente, recoger vy
transportar nutrientes, defenderse contra el sistema inmune del
huésped y unir proteinas del huésped. Las proteinas expuestas a
la superficie pueden también servir como punto de contacto o
reconocimiento por el sistema inmune del huésped y puede ser
objetivo para una respuesta inmune humoral contra la bacteria.
Josefsson, E., et al., J Infect Dis, 184(12): p. 1572-80 (2001);
Swiatlo, E., et al., Infect Immun, 71(12): p. 7149-53 (2003);
Grifantini, R., et al., Nat Biotechnol, 20(9): p. 914-21 (2002).
Asi, hay una necesidad inmediata para identificar candidatos
prometedores entre las proteinas de Staphylococcus epidermidis
para uso en composiciones inmunogénicas que inducen respuesta
inmune a enfermedades originadas por serotipos de Staphylococcus

epidermidis.
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién suministra una composicién
inmunogénica gue comprende un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacido gue se escoge de una o mas de la SEQ ID NO: 1 a la

SEQ ID NO: 32, un equivalente biolégico de esta, o un fragmento
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de esta. En una modalidad particular, el polipéptido es
inmunoreactivo con anticuerpos en el suero de conejos infectados
con Staphylococcus epidermidis. En otra modalidad, el polipéptido

se une a una o mas proteinas de suero de conejo.

En ciertas modalidades, la composicién inmunogénica
adiciconalmente comprende un portador farmacéuticamente aceptable.
En otras modalidades, las composiciones inmunogénicas de la
invencién también comprenden uno ¢ més adyuvantes. En todavia
otra modalidad, la composicién inmunogénica comprende
adicionalmente un antigeno de polisacdrido de Staphylococcus
epidermidis. En todavia otra modalidad, la composicién
inmunogénica adicionalmente comprende un antigeno de polipéptido

o polisacArido de Staphylococcus aureus.

La presente invencién suministra composiciones
inmunogénicas, gque comprenden un polipéptido aislado de

Staphylococcus qpidézmidis.

La presente invencién suministra una composicién
inmunogénica que comprende un polipéptido de Staphylococcus
epidermidis en donde el polipéptido comprende adicionalmente
aminodcidos heterdlogos. En una modalidad particular, el
polipéptido es un polipéptido de fusién. En otra modalidad, el
polipéptido es un polipéptido recombinante. En todavia otra
modalidad, la invencién suministra una composicién inmunogénica
que comprende un polipéptido de Staphylococcus epidermidis en

donde el polipéptido comprende un epitopo de neutralizaciédn de
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Staphylococcus epidermidis. En una cierta modalidad, el

polipéptido es una lipoproteina.

La presente invencién adicionalmente suministra
composiciones inmunogénicas, que comprenden un polipéptide de
Staphylococcus epidermidis, en donde el polipéptido es codificado
por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtido
que tiene al menos aproximadamente 95% de identidad con una
secuencia de nuclebétido que se escoge a partir de la SEQ ID NO:
33 a la SEQ ID NO: 64 o una variante degenerada de esta, o un
fragmento de esta. En una modalidad particular, la secuencia de
polinucleétido de Staphylococcus epidermidis se selecciona del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO:
43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51,
SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, y SEQ
ID NO: 62, o una variante degenerada de esta, o un fragmento de

esta.

La presente invencién suministra una composicién
inmunogénica, en donde el polinucleédtido se deriva a partir de
Staphylococcus epidermidis. En una modalidad particular, el
polinucleétido adicionalmente comprende nucleétidos heterdlogos.
En otra modalidad, el polinuclebtido estd en un vector de
expresién. En todavia otra modalidad, el vector de expresién es
un plésmido de ADN. En una cierta modalidad, el polinucledtido es
un polinucleétido recombinante. En otra modalidad, el
polinucled6tido estAd operativamente ligado a uno o mias elementos

reguladores de expresién de gen. En todavia otra modalidad, el

nneggs
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polinucleétido dirige la expresién de un epitopo de

neutralizacién de Staphylococcus epidermidis.

La invencién también suministra una composicidén inmunogénica
que comprende un polipéptido de Staphylococcus epidermides
codificado por un polinucleétido, en donde 1la composicién
inmunogénica adicionalmente comprende un agente que facilita 1la
transfeccién. En una modalidad particular, dicho agente que

facilita la transfeccién es bupivicaina.

La presente invencién también suministra un método para
inducir una respuesta inmune contra el Staphylococcus epidermidis
que comprende administrar a un mamifero una cantidad inmunogénica
de una composicién que comprende: un polipéptido que tiene una
secuencia de aminoAdcido que se escoge de una o mas de la SEQ ID
NO: 1 a la SEQ ID NO: 32 o un equivalente biolégico de esta, o un

fragmento de esta, y un portador farmacéuticamente aceptable.

En adicién, la presente invencién suministra un método para
inducir una respuesta inmune contra el Staphylococcus epidermidis
que comprende administrar a un mamifero una cantidad inmunogénica
de una composicién que comprende: un polinucleétido que tiene una
secuencia de nucleétido que se escoge de una o miAs de la SEQ ID
NO: 33 a la SEQ ID NO: 64, una variante degenerada de esta, o un

fragmento de esta y un portador farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la invencién suministra una composicién

inmunogénica que comprende un polinucledétido que tiene una

nﬂ-‘.'l.g.&
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secuencia de nucleétido gque se escoge a partir de la SEQ ID NO:
33 a la SEQ ID NO: 64, una variante degenerada de esta, o un
fragmento de esta y estd comprendida en un vector de expresién.
En otra modalidad, el polinucleétideo se deriva a partir de
Staphylococcus epidermidis. En todavia otra modalidad el

polinucleétido comprende nucledétidos heterélogos.

En una cierta modalidad, la invencién suministra un método
para la deteccién y/o la identificacién del Staphylococcus
epidermidis en una muestra biolégica que comprende: (a) poner en
contacto la muestra con una sonda de oligonuclebdtido de un
polinucledétido que comprende la secuencia de nucledétido que se
escoge a partir de la SEQ ID NO:33 a la SEQ ID NO: 64, o una
variante degenerada de esta, o un fragmento de esta, bajo
condiciones que permiten hibridizacién; y (b) detectar 1la
presencia de complejos de hibridizacién en la muestra, en donde
los complejos de  hibridizacién indican la presencia de

Staphylococcus epidermidis en la muestra.

En otras modalidades, la invencién suministra un método para
la deteccién vy/o 1la identificacién de anticuerpos con
Staphylococcus epidermidis en una muestra bioldgica que
comprende: (a) poner en contacto la muestra con un polipéptido
que comprende una secuencia de aminodcido que se escoge a partir
de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32 o un equivalente biolégico
de esta, o un fragmento de esta, bajo condiciones que permiten

formacién de complejo inmune; y detectar la presencia de complejo

15



AM101548 9

inmune en la muestra, en donde complejo inmune indica 1la

presencia de Streptococcus pneumoniae en la muestra.

En una modalidad particular, la composicién inmunogénica
comprende una secuencia de polipéptido de Staphylococcus
epidermidis que se selecciona del grupo que consiste de la SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 30, un equivalente
bioldégico de esta, o un fragmento de esta. En otra modalidad, la
composicién inmunogénica comprende una secuencia de
polinucleétido de Staphylococcus epidermidis que se selecciona
del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID
NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59,
SEQ ID NO: 62, o una variante degenerada de esta, o un fragmento

de esta.

En aGn otra modalidad, la invenciétn suministra un método
para inducir una respuesta inmune contra Staphylococcus aureus
que comprende administrar a un mamifero una cantidad inmunogénica
de una composicién que comprende: una secuencia de polipéptido de
Staphylococcus epidermidis que se selecciona del grupo que
consiste de SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 30,

un equivalente biolbégico de esta, o un fragmento de esta.

IHTQQS
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En una modalidad particular, la invencién suministra un
método para inducir una respuesta inmune contra Staphylococcus
aureus que comprende administrar a un mamifero una cantidad
inmunogénica de una composicién que comprende: una secuencia de
polinuclebétido de Staphylococcus epidermidis que se selecciona
del grupo que consiste de SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID

NO

43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59,
SEQ ID NO: 62, o una variante degenerada de esta, o un fragmento

de esta.
BREVE DESCRIPCION DE ILOS DIBUJOS

La figura 1 describe perfiles de expresién de proteina de
fracciones de pared celular de S§. epidermidis 0-47 que crecen en
TSB (1A y 1C) o 70% de suero de conejo (1B y 1D), que se comparan
por electroféresis de gel 2D. Se separan las proteinas en tiras
IPG de pH 4-7 en la primera dimensidén sequido por SDS-PAGE en la
segunda dimensién, se transfieren a nitrocelulosa y se detectan
por cepa fluorescente (1A y 1C). Las proteinas inmunoreactivas se
visualizan con suero inmune (1B y 1D) de conejos infectados con
S. epidermidis 0-47. Se etiquetan marcadores de peso melecular a

la izquierda.

La figura 2 describe tefiido fluorescente blot (2A) e
immunoblot (2B) de una fraccién de superficie celular de S.
epidermidis 0-47 que crece en 70% de suero de conejo separado en

tiras IPG de pH 4-7 en la primer dimensién y SDS-PAGE en 1la



AM101548 11

- ﬂl’l‘)_g__g_ 5

segunda dimensién. Las proteinas en las manchas sge identifican “4(5

por analisis de espectrometria de masa.

La figura 3 describe proteinas, que se eluyen de 1la
superficie de S. epidermidis 0-47 que crece en TSB o 70% de suero
de conejo con concentraciones incrementadas de NaCl o 4.0 M de
urea. Los asteriscos indican proteinas enriquecidas eluidas de la
superficie de S. Epl que crecen en la presencia de suero. Las
bacterias se lavan 3X con TBS luego secuencialmente con 0.5 M y
1.0 M de NaCl y 4.0 M de urea. Las concentraciones de proteina se
determinan para cada una de las muestras y 0.75 pug se corre en 4-
20% de gel gradiente. No se detecta proteina mediante el ensayo
de proteina en las muestras eluidas a partir de la superficie de
bacterias que crecen en TSB (lineas 2-5), de tal forma que 25 nl
se cargan en el gel. La linea 1, suero de conejo; Lineas 2 y 6 -
0.15 M de NaCl eluado; Lineas 3 y 7 - 0.5 M de NaCl, Lineas 4 y 8

- 1.0 M de NaCl; la linea S5y 9 - 4.0 M urea.

La figura 4 describe unas proteinas de superficie celular de
transferencia 2D de S. epidermidis, que se tifie fluorescentemente
para proteina (4A) y se sondea con proteinas de suero biotinilado
(4B) eluidas de S. epidermidis que crecen en 70% de suero de
conejo. Las manchas se visualizan con un conjugado de fosfatasa
de estreptavidin-alcalina. Las proteinas en 1las manchas se

identifican por espectroscopia de masa.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION :

Luego de la exposicién del torrente sanguineo del huésped,
las bacterias gque invaden encuentran un ambiente indicader
especifico para el nuevo ambiente. Estos indicadores son
detectados por las bacterias y los cambios adaptativos de seiial
en la expresiétn de proteina que pueden ser detectables en
proteinas purificadas de pared celular. A menudo, las proteinas y
carbohidratos en las paredes celulares bacteriales son candidatos
para la inclusién de composicliones inmunogénicas para tratar o
prevenir infecciones bacterianas. Si una proteina regulada
positivamente interactda con el huésped o juega un papel en la
adquisicién de nutriente, es importante para la bacteria y juega
por lo tanto un papel en la supervivencia de la bacteria y la
patogénesis. El crecimiento de la bacteria en fluidos corporales
(es decir suero, fluidos de dialisato peritoneal, y orina), se ha
utilizado como un sistema de modelo para imitar algunas de las
seflales de bacteria encontradas dentro del huésped. Ver
Wiltshire, M.D. and S.J. Foster, Infect Immun, 69(8): p. 5198-202
(2001); Shepard, B.D. and M.S. Gilmore, Infect Immun, 70(8): p.
4344-52 (2002); Smith, D.G., et al., Infect Immun, 59(2): p. 617-
24 (1991); McDermid, K.P., et al., Infect Immun, 61(5): p. 1743-9
(1993). Una o mas de estas condiciones de cultivo se encuentra
que alteran la expresién del gen en Enterococcus faecalis, S.
aureus y Staphylcoccus epidermidis y aquellas proteinas
identificadas por ser incrementadas en la expresién en las
condiciones de cultivo alterado se encuentra que pertenece a

diferentes clases de proteinas que tienen una variedad de
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funciones. Ver Wiltshire, M.D. and S.J. Foster, Infect Immun,
69(8): p. 5198-202 (2001); Shepard, B.D. and M.S. Gilmore, Infect

Immun, 70(8): p. 4344-52 (2002).

El factor de predisposicién mas comin para una infeccién por
Staphylcoccus epidermidis es la implantacién de un dispositivo
protésico. Un dispositivo protésico implantado 1llega a ser
recubierto con plasma y las proteinas de matriz incluyen
fibrinégeno, vitronectina, factor von Willebrand y fibronectina.
Ver von Eiff, C., et al.,. Eur J Clin Microbiol Infect Dis,
18(12): p. 843-6 (1999). Estas proteinas a menudo actlan como
ligandos para proteinas de superficie de Staphylococcal
epidermidis, permitiendo asi a la bacteria unirse y colonizar el
dispositive protésico. El1 Staphylcoccus epidermidis es conocido
por expresar proteinas que se unen al fibrindégeno, vitronectina y
fibronectina. Ver Nilsson, M., et al., A fibrinogen-binding
protein of Staphylococcus epidermidis. Infect Immun, 66(6), p.
2666-73 (1998); Davis, S.L., et al., J Biol Chem, 276(30), p.
27799-805 (2001); williams, R.J., et al., Infect Immun,. 70(12),
p. 6805-10 (2002); Heilmann, C., et al., Mol Microbiol, 24(5), p.
1013-24 (1997). Es razonable esperar que el Staphylcoccus
epidermidis se una adicionalmente a proteinas de suvero en la

elaboracién de transicién de comensal a patdgeno.

La invencién descrita aqui estd dirigida a la necesidad de
composiciones inmunogénicas para Staphylococcus epidermidis que
eviten efectivamente o traten en su mayoria o toda la enfermedad

originada por serotipos de Staphylococcus epidermidis. La

Ay
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invencién se dirige adicionalmente a la necesidad para métodos de
diagnéstico de infeccién por infeccibdbn por Staphylococcus
epidermidis. La presente invencién ha identificado cuadros de
lectura abiertos para Staphylococcus epidermidis aqui en adelante
ORF, que codifican polipéptidos antigénicos. Mas particularmente,
los polipéptidos que codifican el ORF Staphylococcus epidermidis
sirven como polipéptidos antigénicos potenciales en composiciones
inmunogénicas. En ciertas modalidades, la invencién comprende ORF
polinucleétido  Staphylococcus epidermidis que codifica 1la
superficie localizada, expuesta, secretada o membrana asociada

con antigenos de polipéptido.

En otras modalidades, la invencién comprende vectores que
comprenden secuencias ORF y c¢élulas huésped o¢ animales
transformadas, transfectadas o infectadas con estos vectores. La
invencién también comprende productos de gen transcripcional de
ORF Staphylococcus epidermidis, tal como, por ejemplo, mARN, ARN
antisentido, oligonuclebétidos antisentido y moléculas de
ribosima, que se pueden utilizar para inhibir o controlar el
crecimiento de los microorganismos. La invencién también se
relaciona con métodos para detectar estos acidos nucleicos o
polipéptidos Y kits para diagnosticar infeccidn por
Staphylococcus epidermidis. La invencién también se relaciona con
composiciones inmunogénicas para la prevencién y/o tratamiento de
infeccién bacteriana, en particular infeccién originada por o
exacerbada por Staphylococcus epidermidis. En modalidades
particulares la composicidén inmunogénica se utiliza para el

tratamiento o prevencién de enfermedades sistémicas, que se

Nio4g
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inducen o© exacerban por Staphylococcus epidermidis. En otras
modalidades, las composiciones inmunogénicas se utllizan para el
tratamiento o prevencién de enfermedades no sistémicas, que se

inducen o exacerban por Staphylococcus epidermidis.

A. Polipéptidos y polinucledtidos ORF da Staphylococcus

epidexrmidis

Polinucleétidos ORF de Staphylococcus epidermidis
purificados y aislados se identifican los cuales se utilizan en
la produccién de polipéptidos de Staphylococcus epidermidis para
la inclusién en composiciones inmunogénicas. Més especificamente,
en clertas modalidades, el ORF codifica la superficie del
Staphylococcus epidermidis localizada, expuesta, la membrana
asociada o polipéptidos secretados, particularmente polipéptidos
antigénicos. Asi, en un aspecto, la presente invencién identifica
polinucleétidos purificados y aislados (ORF) que codifican 1la
superficie del Staphylococcus epidermidis localizada, expuesta,
la membrana asociada o polipéptidos secretados para inclusién en
composiciones inmunogénicas. En modalidades particulares, un
polinucleétido de la presente invencién es una molécula de ADN,
en donde el ADN puede ser ADN genémico, ADN cromosomal, ADN
plésmido o cADN. En otra modalidad, un polinucleétido es un
polinucleétido recombinante, que codifica un polipéptido de
Staphylococcus epidermidis que comprende una secuencia de
aminodcido que tiene al menos 95% de identidad con una secuencia
de aminocdcido de una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32 o un

fragmento de esta. En otra modalidad, un polinucleétido ORF

A
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ailslado y purificado comprende una secuencia de nucleétido que
tiene al menos 95% de identidad con una de las secuencias de
nucleétido ORF de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64, una
variante degenerada de esta, o un complementoc de esta. En una
modalidad, un polinucleétido ORF de una de la SEQ ID NO: 33 a la
SEQ ID NO: 64 estiad comprendido en un vector de plasmido y

expresado en una célula huésped procariética.

Como se utiliza aqui, el términc “polinuclebdtido” significa
una secuencia de nucledétidos conectada por enlaces de
fosfodiéster. Los polinucleétidos se presentan aqui en adelante
en la direccién de 5’ a 3’. Un polinucleédtido de la presente
invencién puede comprender de aproximadamente 10 a
aproximadamente varios cientos de moles de pares base. En una
modalidad, un polinucleétido comprende de aproximadamente 10 a
aproximadamente 3,000 pares base. Longitudes de ejemplo de

polinucleétidos particulares se establecen aqui adelante.

Un polinucledtido como se describe agqui puede ser una
molécula de Acido desoxirribonucleico (ADN), una molécula de
acido ribonucleico (ARN), o anAlogos de ADN o ARN generados
utilizando andlogos de nuclebétido. La molécula de Acido nucleico
puede ser de hélice sencilla o doble hélice, pero preferiblemente
es ADN de doble hélice. Cuando un polinucleétido es una molécula
de ADN, esta molécula puede ser un gen, una molécula de cADN o
una molécula de ADN genémico. Las bases de nuclebétido se indican
de aqui en adelante mediante una letra cédigo lnica: adenina (A),

guanina (G), timina (T), citosina (C), inosina (I) y uracilo (U).

AP
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“Aislado” significa alterado “alterado por la mano del
hombre” del estado natural. Si una composicién o sustancia ocurre
en la naturaleza, con el fin de ser considerada “aislada” esta
deberia haber sido cambiada o removida de su ambiente original, o
ambos. Por ejemplo, un polinucleétide o un polipéptido
naturalmente presente en un animal viviente no es “aislado,” pero
el mismo polinucleétido o polipéptido separado de los materiales
coexistentes de su estado natural es “aislado,” como se emplea el

término de aqui en adelante.

Como se utiliza aqui, un polinucleétido “aislado” esta libre
de secuencias que flanquean naturalmente el dcido nucleico (es
decir secuencias ubicadas en los extremos 5’ y 3’ de A&cido
nucleico) en el ADN genémico de un organismo para el que el Acido
nucleico se deriva. Por ejemplo, en varias modalidades, 1la
molécula de acido nucleico de Staphylococcus epidermidis aislada
puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1
kb, 0.5 kb o 0.1 kb de secuencias de nucledtido que flanquean
naturalmente la molécula de acido nucleico en el ADN genbémico de
la célula de la que el acido nucleico se deriva. Sin embargo, la
molécula de A4cido nucleico del Staphylococcus epidermidis se
puede fusionar a otra proteina que codifica o secuencias

requladoras y atn ser considerada aislada.

Los polinucleétidos ORF y los polipéptidos asi descritos
aqui se pueden obtener utilizando técnicas de seleccién vy

clonacién esténdar de una libreria de cADN derivada de mARN. Los

A4
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polinuclebétidos de 1la invencién también se pueden obtener a
partir de fuentes naturales tales como librerias de ADN gendmico
(por ejemplo, una libreria de Staphylococcus epidermidis) o se
puede sintetizar utilizando técnicas comercialmente disponibles y

bien conocidas.

También se abarcan aqui moléculas de &cido nucleico que
difieren de la secuencia de nuclebétidos mostrada en la SEQ ID NO:
33 a la SEQ ID NO: 64 (y fragmentos de estas) debido a la
degeneracién del cédigo genético y asi la codificacidén del mismo
polipéptido Staphylococcus epidermidis como aquel codificado por
la secuencia de nucleétido mostrada en la SEQ ID NO: 33 a la SEQ

ID NO: 64.

Variantes alélicas y ortélogas de los polinucledtidos
Staphylococcus epidermidis se pueden identificar féacilmente
utilizando métodos bien conocidos en la técnica. Las variantes
alélicas y ortélogas de 1los polinucleédtidos comprenderidn una
secuencia de nucleétido que es tipicamente al menos
aproximadamente 70-75%, mds tipicamente al menos aproximadamente
80-85%, y mids tipicamente al menos aproximadamente 90-95% o mas
homélogas a la secuencia de nucleétido mostrada en la SEQ ID NO:
33 a la SEQ ID NO: 64, o un fragmento de estas secuencias de
nucledétido. Tales moléculas de A&cido nucleico se pueden
identificar fAcilmente por ser capaces de hibridizar bajo
condiciones estrictas, a la secuencia de nucledétido mostrada en
la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64, o un fragmento de estas

secuenclas de nucleétido.

AW
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Mids aGn, los polinucleétidos pueden comprender solo un
fragmento de la regién de codificacién de un polinucleébtido
Staphylococcus epidermidis o gen, tal como un fragmento de una de
la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64. En ciertas modalidades,

tales fragmentos codifican fragmentos inmuncgénicos.

Cuando estos polinucleétidos ORF de Staphylococcus
epidermidis de 1la invencién se utilizan para 1la produccién
recombinante de polipéptidos Staphylococcus epidermidis para
inclusién en composiciones inmunogénicas, el polinucleédtido puede
incluir la secuencia de codificacién para el polipéptido maduro,
por si mismo, o la secuencia de codificacién para el polipéptido
maduro en el cuadro de lectura con otras secuencias de
codificacién, tales como aquellas que codifican un 1lider o
secuencia secretora, una secuencia pre-, o0 pro- o0 prepro-
proteina, u otras porciones de péptido de fusién. Por ejemplo,
una secuencia de marcador que facilita 1la purificacidén del
polipéptido fusionado que se puede ligar a la secuencia de
codificacién (ver Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
86:821-824, 1989, incorporada com¢ referencia aqui en su
totalidad). Asi, se contempla aqui la preparacién de polipéptidos
de fusidén de codificacién de polinucleédtidos que permiten la
purificacién His-tag de productos de expresién. El polinucleétido
también puede contener secuencias de no codificaciébn 5’ y 37, tal
como secuencias trascritas, no traducidas, geflales de

poliadenilacién y empalme.
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Asi, un polinucleétido que codifica un polipéptido para la
inclusién en composiciones inmunogénicas de la presente
invencién, que incluye homélogos y ortdlogos de las especies
diferentes a Staphylococcus epidermidis, tal como Staphylococcus
aureus se puede obtener mediante un procesoc que comprende las
etapas de seleccionar una libreria apropiada bajo condiciones de
hibridizacién estrictas con una sonda etiquetada que tiene 1la
secuencia de una de la SEQ ID NO0:33 a la SEQ ID NO:64, un
fragmento de estos; y aislar clones gendémicos y cADN de longitud
completa que contiene 1la secuencia de polinuclebétido. Tales
técnicas de hibridizacidén son bien conocidas por el experto en la
técnica. El experto en la técnica apreciara que, en muchos casos,
una secuencia de cADN aislada serid incompleta, en la regién de
codificacién para el polipéptido que es corta en el extremo 5’
del cADN. Esta es una consecuencia de la transcriptasa, inversa,
una enzima inherentemente de baja “procesabilidad” {(una medida de
la capacidad de la enzima para permanecer unidad a la plantilla
durante la reaccién de la polimerizacién), que falla en completar
una copia de ADN de la plantilla de mARN durante la primera

sintesis de hélice de cADN.

Asi, en ciertas modalidades, la informacién de secuencia de
pelinucledtido suministrada aqui permite la preparacidén de de
secuencia de oligonucleétido de ADN relativamente corto (o ARN)
que tienen la capacidad de hibridizar especificamente a las
secuencias de gen de los polinuclebtidos seleccionados descritos
aqui adelante. El1 término “oligonucleétido” como se utiliza aqui

se define como una molécula que comprende dos © mas

AW
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desoxiribonucleétidos o ribonucleétidos, usualmente mis de tres
(3), y tipicamente mds de diez (10) y hasta cilen (100) o mas
(aunque preferiblemente entre veinte y treinta). El tamafio exacto
dependerid de muchos factores, que en cambio dependen de la Ultima
funcién o uso del oligonucleédtido. Asi, en modalidades
particulares, la sonda de &cido nucleico de unas longitud
apropiada se prepara basado en una consideracién de una secuencia
de nucle6tidos seleccionada, por ejemplo, una secuencia tal como
aquella mostrada en la SEQ ID NO:33 a la SEQ ID NO:64. La
capacidad de tal sonda de &cido nucleico para hibridizar
especificamente a un polinucleétido que codifica un polipéptido
Staphylococcus epidermidis les presta particular utilidad en una
variedad de modalidades. MAas importantemente, las sondas se
pueden utilizar en una variedad de ensayos para detectar la

presencia de secuencias complementarias en una muestra dada.

En ciertas modalidades, es ventajoso utilizar iniciadores de
oligonuclebébtido. Estos iniciadores se pueden generar en cualquier
forma, que incluyen sintesis quimica, replicacién de ADN,
transcripcién inversa, o una combinacién de estos. La secuencia
de tales 1niciadores se designa utilizando un polinucleétido
descrito aqui para uso en la deteccién, amplificacién o mutacién
de un segmento definido de un polinucleétido ORF que codifica un
polipéptido de Staphylococcus epidermidis de células
procariéticas utilizando tecnologia de reaccién de cadena de

polimerasa (PCR).

AN
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En clertas modalidades, es ventajoso emplear un
polinucleétido descritoc aqui en combinacién con una etiqueta
apropiada para detectar la formacién hibrida. Una amplia variedad
de etiquetas apropladas se conocen en la técnica, que incluyen
ligandos radiactivos, enzimaticos u otros, tal como

avidina/biotina, que son capaces de dar una seflal detectable.

Pelinucleétidos que son idénticos o suficientemente
idénticos a una secuencia de nucleétido contenida en una de la
SEQ ID NO:33 a la SEQ ID NO:64, o un fragmento de este, se pueden
utilizar como sondas de hibridizacién para ¢cADN y ADN genémico o
como iniciadores para una reaccién de amplificacién de &cido
nucleico (PCR), para aislar clones genémicos y de CcADN de
longitud completa que codifican polipéptidos descritos aqui y
para aislar el cADN los clones genémicos de otros genes (que
incluyen genes que codifican homélogos y ortédlogos de especies
diferentes de Staphylococcus epidermidis) que tienen una alta
similitud de secuencia a 1las secuencias de polinuclebdtido
establecidas en la SEQ ID NO:33 a la SEQ ID NO:64, o un fragmento
de estos. Tipicamente estas secuencias de nucleb6tidos son de al
menos aproximadamente 70% idénticos a al menos aproximadamente
95% idénticos a aquel de 1la secuencia de polinucledtido de
referencia. Las sondas o iniciadores generalmente comprenderan al
menos 15 nuclebétidos, preferiblemente, al menos 30 nucleétidos y
pueden tener al menos 50 nuclebétidos. Sondas particularmente

preferidas tendran entre 30 y 50 nucleétidos.

nncu;}
N
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Existen varios métodos disponibles y bien conocidos por
aquellos expertos en las técnica para obtener cADN de longitud
completa, o cADN extendidoc corto, por ejemplo aquellos basados en
el método de Amplificacién Rapida de extremos de cADN (RACE). Ver
Frohman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 8998-9002, 1988.
Modificaciones recientes de la técnica, ejemplificada por 1la
tecnologia Marathon™ (Clontech Laboratories Inc.) por ejemplo,
han simplificado significativamente 1la bilsgueda para cADN
mayores. En la tecnologia Marathon™, el cADN se ha preparado a
partir de mARN extraido de un tejido escogido y una secuencia
“adaptadora” ligada en cada extremo. La amplificacidédn de Aacido
nucleico (PCR) luego se lleva a cabo para amplificar el extremo
5’ “desaparecido” del cADN wutilizando una combinacién de
iniciadores de oligonucleétido de adaptador especifico y de gen
especifico. Las reacciones PCR 1luego se repiten utili?ando
iniciadores “anidados”, que es, iniciadores designados para
endurecimiento dentro del producto amplificado (tipicamente un
iniciador adaptador especifico que endurece adicionalmente 3’ en
la secuencia adaptadora y un iniciador especifico de gen que
endurece adicionalmente 5’ en la secuencia de gen conocida). Los
productos de esta reaccidn luego se pueden analizar por
secuenciamiento de ADN y cADN de longitud completa construido al
unir el producto directamente al cADN existente para dar una
secuencia completa, o llevar a cabo un PCR de longitud completa
separado utlilizando la nueva informacién de secuencla para el

disefio del iniciador 5'.

NN s
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Para suministrar ciertas de las ventajas de acuerdo con la
presente invencién, una secuencia de &cido nucleico preferido
empleada para estudios de hibridizacién o ensayos incluyen
moléculas de sonda que son complementarias a al menos unos 10 a
aproximadamente 70 nucledtidos de tramo largo de un
polinucleétidoc que codifica un polipéptido Staphylococcus
epidermidis, tal como aquel que se muestra en una de la SEQ ID
NO:33 a la SEQ 1ID NO:64. Un tamafio de al menos 10 nucleétidos de
longitud ayuda a asequrar que el fragmento serd de suficiente
longitud para formar una molécula diplex que es estable y
selectiva. Moléculas que tienen secuencias complementarias sobre
tramos mayores de 10 bases de longitud se prefieren generalmente
aunque, con el fin de incrementar la estabilidad y selectividad
del hibrido, y por lo tanto mejorar la calidad y el grado de
moléculas hibridas especificas obtenidas. Uno  preferira
generalmente disefiar moléculas de acido nucleico que tienen tramo
complementario de gen de 25 a 40 nucleétidos, 55 a 70
nucledétidos, © un mayor donde se desee. Tales fragmentos se
pueden preparar facilmente, por ejemplo, al sintetizar
directamente el fragmento por medios quimicos, por aplicacidén de
tecnologia de reproduccién de 4cido nucleico, tal como tecnologia
PCR de (Patente Estadounidense 4,683,202, incorporada aqui como
referencia} o al escindir fragmentos de ADN seleccicnados de
plasmidos recombinantes que contienen insertos apropiados vy

gitios de restriccién de enzima adecuados.

En otra modalidad, se contempla que un polinucledtido

aislado y purificado comprende una secuencia de nucledtido que es

Anaggy
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idéntica o complementaria a un segmento de al menos 10 bases
continuas de la SEQ ID NO:33 a la SEQ ID NO:64, en donde el
polinucledétido hibridiza a un polinucleétido que codifica un
polipéptido Staphylococcus epidermidis. Preferiblemente, el
polinucleétido purificado y aislado comprende una secuencia base
que es idéntica o complementaria con un segmento de al menos 25 a
aproximadamente 70 bases continuas de la SEQ ID NO:33 a la SEQ 1ID
NO:64. Por ejemplo, el polinucleétido puede comprender unos
segmentos de bases idénticas o complementarias a 40 o 55 bases

continuas de las secuencias de nucleétidos descritas.

De acuerdo con esto, una molécula de sonda de polinucleédtido
se puede utilizar por su capacidad para formar selectivamente
moléculas diplex con tramo complementario del gen. Dependiendo de
la solicitud propuesta, uno desearia emplear condiciones
variantes de hibridizacién para lograr un grado de variacién de
selectividad de la sonda hacia la secuencia objetivo {ver Tabla 1
adelante). Para aplicaciones dque requieren alto grado de
selectividad, uno desearia tipicamente emplear condiciones
relativamente estrictas para formar los hibridos. Para algunas
aplicaciones, por ejemplo, cuando uno desea preparar mutantes que
emplean una hélice iniciadora mutante hibridizada para una
plantilla destacada o en donde uno busca aislar una secuencia de
codificacién de polipéptido homologa de Staphylococcus
epidermidis de otras células, equivalente funcionales, o
simlilares, mencs condiciones de hibridizacién estrictas son
tipicamente necesarias para permitir la formacién del

heterodiplex (ver Tabla 1). Las especles de hibridizacién cruzada
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pueden por lo tanto ser fécilmente identificadas como seflales de
hibridizacién positivamente con respecto a hibridizaciones de
control. Asi, las condiciones de hibridizacién son faAcilmente
manipuladas, y asi sera&n generalmente un métode de eleccidn

dependiendo de los resultados deseados.

Para algunas aplicaciones, por ejemplo, cuando uno desea
preparar mutantes que emplean una hélice de iniciador mutante
hibridizada para una plantilla destacada © cuando uno busca
aislar una secuencia de codificacién de polipéptido homologa de
otras células, equivalentes funcionales, o similares, menos
condiciones de hibridizacidén estrictas son tipicamente necesarias
para permitir la formacién del heterodiplex. Las especies de
hibridizacién cruzadas son por 1lo tanto facilmente de
identificadas como seflales de hibridizacién positivas con
respecto a hibridizaciones de control. En cualquier caso, se
aprecia generalmente que las condiciones se pueden presentar mis
estrictas por 1la adicién de cantidades incrementadas de
formamida, que sirven para desestabilizar el diplex hibrido en la
misma forma comc se Iincrementa la temperatura. Asi, las
condiciones de hibridizacién se manipulan facilmente, y asi seran
generalmente un método de eleccién dependiendo de los resultados

deseados.

También se describen aqui polinucleétidos capaces de
hibridizar bajo condiciones estrictas reducidas, mas

preferiblemente condiciones estrictas, y mids preferiblemente

nnfu;s
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condiciones altamente estrictas,

aqui en adelante.

.= NN25H

para polinucleétidos descritos

Ejemplos de condiciones estrictas se muestran en la Tabla 1

adelante: condiciones altamente estrictas son aquellas gque son al

menos

condiciones estrictas

ejemplo,

tan

estrictas

condiciones G-L;

como,

son al menos

por

ejemplo,

condiciones

tan estrictas

A-F;

como, por

y condiciones estrictas reducidas son

al menos tan estrictas como, por ejemplo, condiciones M-R.

Tabla 1

Condiciones Estrictas

Condicién | Hibrido de | Longitud | Temperatura de | Temperatura
Estricta | Polinucleétido | del Hibridizacién de Lavade y
Hibrido |y Amortiguador® | Amortiguador®
(bp)?
A ADN:ADN > 50 65°C; 1xSSC - | 65°C;
o- 42°C; | 0.3x8sC
1xSsC, 50%
formamida
B ADN:ADN < 50 Ts; lXssc Tp; 1xSSC
ADN:ARN > 50 67°C; 1xSSC -]67°C;
o- 45°C; | 0.3xSSC
1xSSC, 50%
formamida
ADN:ARN < 50 Tp; 1xSSC Tp; 1xSSC
ARN:ARN > 50 70°C; 1xSSC - | 70°C;
o- 50°C; | 0.3xSSC
1xSSC, 50%
formamida
F ARN:ARN < 50 Tr; 1xSSC Tg; 1xSSC

A5
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G ADN:ADN

28

50

65°C;
o~
4xSSC,
formamida

4xS5C -
42°C;
50%

65°C; 1xSSC

H ADN:ADN

50

Ty; 4xSSC

Tu; 4XSSC

ADN:ARN

50

67°C; 4xSSC -
o- 45°C;
4xSSC, 50%

formamida

67°C; 1xSsC

J ADN:ARN

50

Tas: 4xSSC

Ts3; 4xSSC

ARN:ARN

50

70°C: 4xS8s8C -
o- 50°C;
4xSSC, 50%

formamida

67°C; 1xSSC

L ARN:ARN

< 50

Tn; 2xSSC

Tu; 2xSSC

M ADN:ADN

> 50

50°C; 4x88C -
o- 40°C;
6xSSC, 50%

formamida

50°C; 2xSsC

N ADN:ADN

< 50

Tws 6xSSC

Tws 6xSSC

ADN:ARN

50

55°C; 4xSSC -
o- 42°C;
6xSSC, 50%

formamida

55°C; 2xSSC

P ADN:ARN

< 50

Tps; 6%xSSC

Tp; 6XSSC

Q ARN:ARN

50

60°C; 4x8sC -
o- 45°C;
6xSSC, 50%

formamida

60°C; 2xSSC

R ARN:ARN

< 50

Tg; 4xSSC

Ta; 4xSSC

(bp) *:

la longitud hibrida es aquella anticipada por las

regiones hibridizadas de los polinuclebétidos de hibridizacién.

Cuando se hibridiza un polinucleétido con un polinucleédétido
objetivo de una secuencia desconocida, la longitud del hibrido se
asume por ser aquella del polinucleétido de hibridizacién. Cuando
los polinucleétidos de las secuencias conocidas se hibridizan, la
longitud del hibrido se puede determinar al alinear las
secuencias de 1los polinuclebébtides e identificar la regién o
regiones de complementariedad de secuencia optima.
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Amortiguador®: SSPE (1xSSPE es 0.15M de WNaCl, 10mM de
NaH;PO4, y 1.25mM EDTA, pH 7.4) se pueden sustituir para SSC
(1xSSC es 0.15M de NaCl y 15mM de citrato de sodio) en la
hibridizacién y amortiguadores de lavado; 1los lavados se
desarrollan durante 15 minutos después de que se completa 1la
hibridizacién.

Ts a Tr: la temperatura de hibridizacién para hibridos
anticipados por ser menor de 50 pares base de longitud debe ser
5-10°C menos que la temperatura de fusidn (Tp) del hibrido, en
donde T, se determina de acuerdo con las siguientes ecuaciones.
Para hibridos menos de 18 pares base de longitud, Ty(°C) = 2(# de
A + T bases) + 4(# de G + C bases). Para los hibridos entre 18 y
49 pares base de longitud, Ta(°C) = B81.5 + 16.6(logip[Na*]) +
0.41(%G+C) - (600/N), en donde N es el nimero de bases en el
hibrido, y [Na'] es la concentracién de iones de sodio en el
amortiquador de hibridizacién ([Na’] para 1xSSC = 0.165 M).

Ejemplos adicionales de condiciones estrictas para
hibridizacién de polinuclebétidos se suministra en Sambrook et
al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, capitulos 9 y
11, y Ausubel et al., 1995, Current Protocols in Molecular
Biology, eds., John Wiley & Sons, Inc., secciones 2.10 y 6.3-6.4,

incorporadas aqui como referencia.

B. Polipéptidos da Staphylococcus epidermidis

En modalidades particulares, la presente invencidn
suministra polipéptidos Staphylococcus epidermidis asilados vy
purificadcs para el uso en composiciones inmunogénicas.
Preferiblemente, un polipéptido Staphylococcus epidermidis
utilizado en una composicién inmunogénica de la invencidén es un
polipéptido recombinante. En ciertas modalidades, un polipéptido
Staphylococcus epidermidis comprende la secuencia de aminoédcido

que tiene al menos 95% de identidad a la secuencia de aminoécido

155
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de una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32, un equivalente

biolégico de este, o un fragmento de este.

Un polipéptido de Staphylococcus epidermidis utilizado en
una composicién inmunogénica de la presente invencién abarca un
polipéptido que comprende: 1) la secuencia de aminodcido mostrada
en una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32; 2) variantes de
ocurrencia natural funcional y no funcional o equivalente
biolégicos de polipéptidos Staphylococcus epidermidis de la SEQ
ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32; 3) variantes producidas
recombinantemente o equivalentes biolégicos de polipéptidos
Staphylococcus epidermidis de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32;
y 4) polipéptidos aislados de organismos diferentes de
Staphylococcus epidermidis (ortélogos de polipéptidos de

Staphylococcus epidermidis).

Un equivalente bioldgico o variante de tal un polipéptido de
Staphylococcus epidermidis abarca 1) un polipéptido aislado de
Staphylococcus epidermidis; y 2) un polipéptido que contiene
sustancialmente homologia para un polipéptido de Staphylococcus

epidermidis.

Equivalentes biolégicos o variantes de Staphylococcus
epidermidis incluyen polipéptidos funcionales y no funcionales de
Staphylococcus epidermidis. Equivalentes bioldégicos funcionales o
variantes son variantes de aminodcido de ocurrencia natural de un
polipéptido Staphylococcus epidermidis que mantiene la capacidad

para elicitar wuna respuesta inmunoldédgica o antigénica en un
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sujeto. Variantes funcionales contendran tipicamente solo ’\{5
sustituciones conservadoras de uno o mi&s aminodcidos de la SEQ ID
NC: 1 a la SEQ ID NO: 32, o sustitucidn, eliminacién o insercidn
de residuos no criticos en regiones no criticas del polipéptido
(por ejemplo, no en regiones que contienen determinantes

antigénicos o epitopos protectores).

La presente invenciédn suministra adicionalmente ortédlogos no
Staphylococcus epidermidis de polipéptidos Staphylococcus
epidermidis. Ortdlogos de polipéptidos Staphylococcus epidermidis
son polipéptidos que se aislan de organismos no Staphylococcus
epidermidis y poseen capacidad antigénica del polipéptido
Staphylococcus epidermidis. Ortélogos de un polipéptido de
Staphylococcus epidermidis puede ser facilmente identificado ya
que comprende una secuencia de aminodcido que es sustancialmente

homologa a una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32.

Se pueden hacer cambios y modificaciones en la estructura de
un polipéptido de la presente invencién y obtener todavia una
molécula que tiene antigenicidad para Staphylococcus epidermidis.
Por ejemplo, clertos aminodcidos se pueden sustituir por otros
aminodcidos en una secuencia sin pérdida apreciable de
antigenicidad. Debido a la capacidad y naturaleza interactiva de
un polipéptido que define que la actividad funcional biolégica
del polipéptido, ciertas distribuciones de secuencia de
aminodcidos se pueden hacer en una secuencia de polipéptido (o,
por supuesto, su secuencia de codificaciédn de ADN destacada) y no

obstante obtener un polipéptido con propiedades similares.
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En la elaboraciétn de tales cambios, el indice hidropatico de
los aminodcidos se puede considerar. La importancia del indice de
aminodcido hidropatico en conferir wuna funcidén biclégica
interactiva en un polipéptido se entiende generalmente en la
técnica (Kyte and Doolittle, J Mol Biol, 157: p. 105-132, 1982).
Se conoce que ciertos aminoidcidos se pueden sustituir por otros
aminocdcidos que tienen un 4indice hidropdtico similar o
clasificacién y alin resultar en un polipéptido con similar
actividad biolégica. A cada aminodcido se le ha asignado un
indice hidropatico sobre la base de su hidrofobicidad vy
caracteristicas de carga. Aquellos indices son: isoleucina
(+4.5); wvalina (+4.2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2.8);
cisteina/cistina (+2.5); metionina (+1.9); alanina (+1.8);
glicina (-0.4); treonina (-0.7); serina (-0.8); triptofan (-0.9);
tirosina ({(-1.3); prolina (-1.6); histidina (-3.2); glutamato (-
3.5); glutamina (-3.5); aspartato (-3.5); asparagina (-3.5);

lisina (-3.9); y arginina (-4.5).

Se cree que el caracter hidropAtico relativo del residuo de
amincdcido determina la estructura secundaria y terciaria del
polipéptido resultante, que en cambio define la interaccidédn del
polipéptido con otras moléculas, tal como enzimas, sustratos,
receptores, anticuerpos, antigenos, y similares. Se conoce en la
técnica que un aminodcido se puede sustituir por otro aminodcido
que tiene un indice hidropatico similar y obtiene todavia un
polipéptido funcionalmente equivalente. En tales cambios, 1la

sustitucién de aminocdcidos cuyos indices hidropaticos estén

5P
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dentro de +/-2 se prefiere, aquellos que estidn dentro de +/—1'soﬁ'n9'e'2

particularmente preferidos, y aquellos dentro de +/-0.5 son aln

més particularmente preferidos.

También se pueden hacer sustituciones similares de
aminodcidos sobre la base de la hidrofilicidad, particularmente
cuando el ©polipéptido equivalente funcional Dbiolégico o
polipéptido asi creado esta destinado para uso en modalidades
inmunolégicas. La Patente Estadounidense 4,554,101, incorporada
aqui como referencia, establece que la hidrofilicidad promedio
mayor de un polipéptide, regido por la hidrofilicidad de sus
aminodcidos adyacentes, se correlaciona con su inmunogenicidad y
antigenicidad, es decir con wuna propiedad biolégica del

polipéptido.

Como se detalla en la Patente Estadounidense 4,554,101, los
siguientes valores de hidrofilicidad se han asignado a residuos
de aminoadcidos: arginina (+3.0); lisina (4+3.0); aspartato (+3.0

t1); glutamato (+3.0 l1); serina (+0.3); asparagina (+0.2);

glutamina (+0.2): glicina (0); prolina (-0.5 t1); treonina (-
0.4); alanina {(-0.5); histidina (-0.5); cisteina (-1.0);
metionina (-1.3); wvalina (-1.5); leucina (-1.8); isoleucina (-
1.8); tirosina (-2.3); fenilalanina (-2.5); triptofan (-3.4). Se
entiende que un aminoidcido se puede sustitulr por otro que tiene
un valor similar de hidrofilicidad y obtener tedavia un

equivalente bioldgico, y en particular, un polipéptido

'inmunolbgicamente equivalente. En tales cambios, la sustitucién

de aminodcidos cuyos valores de hidrofilicidad estén dentro de 2

AF
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se prefieren, agquellos que estdn dentro de 1 son particularmente

preferidos, y aquellos dentro de $0.5 son adin mas particularmente

preferidos.

Como se destaco anteriormente, las sustituciones de
aminocdcidos se basan por lo tanto generalmente en la similitud
relativa de los sustituyentes de amincdcidos cadena lateral, por
ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio, vy
similares. Sustituciones de ejemplo que toman varias de las
anteriores caracteristicas en consideracién don bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica e incluyen: arginina vy
lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina; glutamina y
asparagina; y valina, leucina e isoleucina (Ver Tabla 2,
adelante). La presente invencién contempla asi composiciones
inmunogénicas que comprenden equivalente biolégicos o funcionales
de un polipéptido Staphylococcus epidermidis como se establece
adelante.

Tabhla 2

Suatituciones da Aminodcido

Residuo Sustitucién de

Original Residuo de
Ejemplo

Ala Gly:; Ser

Arg Lys

Asn Gln; His

Asp Glu

Cys Ser

Gln Asn

Glu Asp

nllﬂqu
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Gly Ala
His Asn; Gln
Ile Leu; Val
Leu Ile; Val
Lys Arg
Met Leu; Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp:; Phe
val Ile; Leu

Equivalentes biolégicos o funcionales de un polipéptido
también se pueden preparar utilizando mutagénesis especifica del
sitio. La mutagénesis especifica del sitio es una técnica 3dtil en
la preparacién de polipéptidos de segunda generacién, o péptidos

o polipéptidos biolégicamente funcionales equivalentes, derivados

~de las secuencias de estos, a través de mutagénesis especifica

ADN codificante. Como se anoto anteriormente, tales cambios
pueden ser deseables en donde se desean sustituciones de
aminodcidos. La técnica suministra adicionalmente una capacidad
lista para preparar y ensayar variantes de secuencia, por
ejemplo, incorporando una o mas de las anteriores
consideraciones, al introduclr uno o mds cambios de secuenclas de
nucleétidos en el ADN. La mutagénesis especifica de sitio permite
la produccién de mutantes a través del usc de secuencias de
oligonucledétido especifico que codifican la secuencia de ADN de
la mutacidén deseada, asi como también un numero suficiente de
nucledtidos adyacentes, para suministrar una secuencia iniciadora
de tamafic suficiente y complejidad de secuencia para formar un

diplex estable en ambos lados de la unién de eliminacién que es

AN
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transversa. Tipicamente, un iniciador de aproximadamente 17 a 25 116
nucledtidos de longitud se prefiere, con aproximadamente 5 a 10
residuos en ambos lados de la unién de la secuencia que se

altera.

En general, la técnica de mutagénesis especifica de sitio es
bien conocida en el arte. Como se apreciara, la técnica emplea
tipicamente un vector fago que puede existir en una forma de
hélice sencilla y doble hélice. Tipicamente, la mutagénesis
dirigida al sitio de acuerdo con esto se desarrolla al obtener
primero un vector de doble hélice que incluye dentro de sus
secuencia una secuencia de ADN que codifica todo o una porcién de
la secuencia de polipéptido de Staphylococcus epidermidis
seleccionada. Un iniciador de oligonucledétido que 1lleva 1la
secuencia mutada deseada se prepara (por ejemplo,
sintéticamente). Este iniciador luego se endurece con el vector
de hélice sencilla, y se extiende mediante el uso de enzimas tal
como fragmento Klenow I de polimerasa E. coli, con el fin de
completar la sintesis de la hélice que lleva la mutacién. Asi, se
forma un heterodiplex en donde una hebra codifica la secuencia no
mutada original y la segunda hélice lleva la mutacién deseada.
Este vector heterodiplex se utiliza luego para transformar
células apropiadas tal como células E. coli y los clones se
seleccionan que incluyen vectores recombinantes que llevan 1la
mutacién. Kits disponibles comercialmente vienen con todos 1los

reactivos necesarios, excepto los iniciadores de oligonucleétido.
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Un antigeno de polipéptido o polipéptido Staphylococcus
epidermidis utilizado en una composicién inmunogénica de la
presente invencién se entiende que es cualquier polipéptido de
Staphylococcus epidermidis que comprende similitud sustancial de
secuencia, similitud estructural y/o similitud funcional para un
polipéptido Staphylococcus epidermidis que comprende la secuencia
de aminodcido de una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32.
Adicionalmente, tal un polipéptido de Staphylococcus epidermidis
o antigeno de polipéptido no se limita a una fuente particular.
Asi, la invencidén suministra la deteccidén general y aislamiento

de los polipéptidos de una variedad de fuentes.

Se contempla en la presente invencién, que un polipéptido de
Staphylococcus epidermidis puede ventajosamente ser clivado en
fragmentos para uso en andlisis funcional o estructural

adicional, o en la generaciétn de reactivos tal como polipéptidos

' relacionados con Staphylococcus epidermidis y anticuerpos

especificos para Staphylococcus epidermidis. Esto se puede lograr
al tratar polipéptidos de Staphylococcus epidermidis purificados
o no purificados con un peptidasa tal como endoproteinasa glu-C
(Boehringer, Indianapolis, IN). El tratamiento con CNBr es otro
método mediante el cual los fragmentos de péptidos se pueden
producir de polipéptidos Staphylococcus epidermidis naturales.
Técnicas recombinantes también se pueden utilizar para producir
fragmentos especificos de un polipéptido Staphylococcus

epidermidis.
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Fragmentos de los polipéptidos Staphylococcus epidermidis
también se incluyen en las composiciones inmunogénicas de la
invencién. Un fragmento es un polipéptido que tiene una secuencia
de aminodcido que es completamente la misma como parte, pero no
todo, de 1la secuencia de aminodcido. El1 fragmento puede
comprender, por ejemplo, al menos 7 o mas aminodcidos contigquos
(por ejemplo, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, o més) de una secuencia
de aminodcido de una de la SEQ ID NO; 1l a la SEQ ID NO: 32. ILos
fragmentos se pueden “independientes” o comprendidos dentro de un
polipéptido mayor del cual ellos forman una parte o regién, mas
preferiblemente como una regién dnica, continua. En una
modalidad, los fragmentos incluyen al menos un epitopo de la

secuencia de polipéptido madura.

“Proteina de fusién” se refiere a una proteina o polipéptido
codificado por dos, a menudo no relacicnados, genes fusionados o
fragmentos de estos. Por ejemplo, se han descrito las proteinas
de fusién o polipéptidos que comprenden varias porciones de
moléculas de inmunoglobulina de regién constante junto con otra
proteina humana o parte de esta. En muchos casos, emplear una
regién Fc de inmunoglobulina como una parte de una proteina de
fusién o polipéptido es ventajoso para el uso en terapia y
diagnostico que resulta en, por ejemplo, propiedades
farmacocinéticas mejoradas (ver por ejemplo, Solicitud
Internacional EP-A 0232 2621).de otra parte, para algunos usos es
deseable ser capaz de eliminar la parte Fc después de que el
polipéptido o proteina de fusién se ha expresado, detectado y

purificado.
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Se contempla que los polipéptidos de Staphylococcus
epidermidis se pueden aislar de Staphylococcus epidermidis o

preparar recombinantemente como se desacribié aqui.

C. VARIANTE DE POLIPEPTIDO Y POLINUCLEOTIDO DE STAPHYLOCOCCUS

EPIDERMIDIS

“Wariante” como se utiliza el término aqui en adelante, es

un polipéptido o polinucleédtido que difiere de un polipéptido o

'polinucleétido de referencia respectivamente, pero retiene

propiedades esenciales. Una variante tipica de un polinucleétido
difiere de una secuencia de nucledétido a otra, referencia de
polinucleétido. Los cambios en la secuencia de nucleétido de la
variante pueden o no alterar la secuencia de aminodcido de un

polipéptido codificado por polinucledétido de referencia. Los

cambios de nucleétido pueden resultar en sustituciones de

aminoacidos, adiciones, eliminaciones, fusiones y truncaciones en
el polipéptido codificado por la secuencia de referencia, como se
discute adelante. Una variante tipica de un polipéptido difiere
en una secuencia de aminodcido de otro, polipéptido de
referencia. De forma general, se limita las diferencias de tal
forma que 1las secuencias del polipéptido de referencia y la
variante son cercanamente similares y, en muchas regiones,
ldénticas. Un polipéptido de referencia y variante pueden diferir
en la secuencia de aminodcidos por una o més sustituciones,
adiciones, eliminaciones en cualquier combinacién. Un residuo de

aminodcido insertado o sustituido puede o no ser codificado por

4%
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el cbdigo genético. Una variante de un polinucleétido o

polipéptido puede ser de ocurrencia natural tal como una variante
alélica, o esta puede ser una variante gque es conocida por ser de
ocurrencia natural. Variantes de ocurrencia no natural de
polinucleétidos y polipéptidos se pueden hacer por técnicas de

mutagénesis o por sintesis directa.

“Identidad”, como se conoce en la técnica, es una relacién
entre dos o mAs secuencias de polipéptido o dos o mas
polinucledétidos, como se determina al comparar las secuencias. En

la técnica, “identidad” también significa el grado de relacién de

' secuencia entre las secuencias de polinucleétido o polipéptido,

segin pueda ser el caso, segun se determina por el case entre las
hélices de tales secuencias. “Identidad" y “similitud” se pueden
calcular facilmente por métodos conocidos, que incluyen pero no
se limitan a aquellos descritos en {Computational Molecular

Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, New York,

" 1988; Biocomputing: Informatics y Genome Projects, Smith, D. W.,

ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of
Sequence Data, Part I, Griffin, A, M., y Griffin, H. G., eds.,
Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular
Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; and Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton
Press, New York, 1991; y Carilleo, H., and Lipman, D., SIAM J.
Applied Math., 48: 1073 (1988). Métodos para determinar 1la
identidad se diseflan para dar el case mads grande entre las
secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad y

la similitud se codifican en programas de computador Gnicamente
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disponibles. Los métodos de programa de computador para
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias
incluyen, pero no se limitan a, el paquete de programa GCG
(Devereux et al., Nucleic Acids Research 12(1):387, 1984),
BLASTP, BLASTN, TBLASTN y FASTA (Altschul et al., J. Molec. Biol.
215:403-410, 19%0). E1 ©programa BLASTX estd publicamente
disponible de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S.,
et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul et al., J.
Molec. Biol. 215:403-410, 1990.). El algoritmo de Smith-Waterman
bien conocido también se puede utilizar para determinar 1la

identidad.

Por via de ejemplo, un secuencia de polinucleétido descrita
aqui puede ser idéntica a la secuencla de referencia de una de la
SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64, que es 100% idéntica, o esta
puede incluir hasta un cierto niGmero entero de alteraciones de
nuclebétidos segiin se compara con la secuencia de referencia.
.Tales alteraciones se seleccionan del grupo que consiste de al
menos una eliminacién de nucleétido, substitucién, que incluye
transicién y transversién, o insercién, y en donde dichas
alteraciones pueden ocurrir en las posiciones de terminal 5' o 3’
de la secuencia de nucledtido de referencia o en cualquier parte
entre aquellas posiciones de terminal, entremezclado ya sea
individualmente entre 1los nucleétidos en 1la secuencia de
referencia o en uno o mids grupos contiquos dentro de la secuencia
de referencia. El1 nGmero de alteraciones de nuclebdtido se
determina al multiplicar el nimero total de nucledtidos en una de

la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64 por el porcentaje numérico
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del porcentaje de identidad respectivo (dividido por 100) vy
restar ese producto de dicho nimerc total de nucledétidos en una

de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64.

Por ejemplo, un polinucleétido de Staphylococcus epidermidis
aislado que comprende una secuencia de nucleétido.que tiene al
menos 70% de identidad con la secuencia de acido nucleico de una
de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64; una variante degenerada
.de esta o un fragmento de esta, en donde 1la secuencia de
polinucleétido puede incluir hasta n, alteraclones de acido
nucleico sobre la regién de polinucledétido completa de la
secuencia de &cido nucleico de una de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ
+ ID NO: €4, en donde n, es el nimero maximo de alteraciones y se

calcula por la férmula:
Ny £ Xp{Xp*Y),

en la que x, es el nilmero total de Aacido nucleico de una de la
SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64 y tiene un valor de 0.70, en
donde cualquier productoc enteroc de X, vy y se redondea al entero
més cercano antes de restar tal producto de x,. Por supuesto, y
también puede tener un valor de 0.80 para el 80%, 0.85 para el
85%, 0.90 para el 90% 0.95 para 95%, etec. Alteraciones de una
secuencia de polinucleétido que codifica uno de los polipéptidos
de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32 pueden crear desplazamiento
de cuadro de lectura, mutacién sin sentido invertida o mutacién

sin sentido en esta secuencia de codificacién y por lo tanto
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alterar el polipéptido codificado por el polinucleétido luego de

tales alteraciones.

De forma similar, una secuencia de polipéptido descrita aqui
puede ser idéntica a la secuencia de referencia de la SEQ ID NO:
1 a la SEQ ID NO: 32, que es 100% idéntica, o esta puede incluir
hasta un cierto nimero entero de alteraciones de amino&cido segin
se compara con la secuencia de referencia tal que el % de
identidad es menor del 100%. Tales alteraciones se seleccionan
del grupo que consiste de al menos una eliminacién de aminodcido,
gustitucién, que incluye sustitucién conservadora y no
conservadora, o insercidén, y en donde dichas alteraciones pueden
ocurrir en las posiciones amino- o© carboxi-terminal de 1la
" secuencia de polipéptido de referencia o en cualquier parte entre
aguellas posiciones terminales, entremezclado ya sea
individualmente entre los aminodcidos en la secuencia de
referencia o en uno o mds grupos contiguos dentro de la secuencia
de referencia. El nimero de alteraciones de aminocécido para un
porcentaje de identidad se determina al multiplicar el nGmero
total de aminocAcidos en una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32
por el porcentaje numérico del porcentaje de identidad respectivo
(dividido por 100) y luego restar ese producto de dicho ntmero
total de amino&cidos en una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO:

32, o:

n, S xX,—(%2°Y),
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en donde n, es el nimero de alteraciones de aminoacido, x, es el

- nimero total de aminodcidos en una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID

NO: 32, y y es, por ejemplo 0.70 para el 70%, 0.80 para el 80%,
0.85 para el 85% etc., y en donde cualquier producto no entero de

Xa ¥ Y 8e redondea al entero mis cercano antes de restarlo de x,.

D. Vectoraes, Células Huéspaed y Polipéptidos Staphylococcus

epidermidis Recombinante

En una modalidad, la presente invencién suministra vectores
de expresién que comprenden polinuclebétidos ORF que codifican
polipéptidos de Staphylococcus epidermidis para uso en

composiciones inmunogénicas. Los vectores de expresién de

* Staphylococcus epidermidis comprenden polinucleétidos ORF que

codifican polipéptidos de  Staphylococcus epidermidis que
comprenden la secuencia de residuo de aminodcido de una de la SEQ
ID NO: 1 a 1la SEQ ID NO: 32. Alternativamente, los vectores de
expresioén comprenden un polinuclebttido gue comprende la secuencia

base de nucledtido de una de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64.

"En otras modalidades, los vectores de expresién de la invencién

comprenden un polinucleétido ligado operativamente a un promotor-
mejorador. En todavia otras modalidades, los vectores de
expresién comprenden un polinucleétido ligado operativamente a un
promotor procariético. Alternativamente, los vectores - de
expresién comprenden un polinucleétido ligado operativamente a un
promotor mejorador que es un promotor eucaridtico. Los vectores
de expresidn comprenden adicionalmente una sefal de

poliadenilacién que se posiciona en 3’ del aminodcido terminal
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carboxi y dentro de una unidad transcripcional del polipéptido

codificado.

La expresién de proteinas en procariotes se lleva a cabo mas
a menudo en E. coli con vectores gque contienen promotores
inducibles o constitutivos gue dirigen la expresién de proteinas

de fusién o no fusién. Los vectores de fusién agregan un ntmero

de aminodcidos a una proteina codificada alli, usualmente al

terminar amino de la proteina recombinante. Tales vectores de
fusién sirven tipicamente para tres propdsitos: 1) incrementar la
expresién de la proteina recombinante; 2) incrementar la
solubilidad de 1la proteina recombinante; y 3) ayudar en la

purificacién de la proteina recombinante al actuar como un

. ligando en la purificacién de afinidad. A menudo, en los vectores

-

de expresién de fusién, un sitio de clivaje proteolitico se
introduce en la unién de la porcién de fusién y la proteina
recombinate para permitir la separacién de la proteina
recombinante de la porcién de fusién posterior para purificacién
de la proteina de fusién. Tales enzimas, y sus secuenclas de
reconocimiento de cognato, incluyen factor Xa, trombina vy

enteroquinasa.

Vectores de expresién de fusién tipicos incluyen pGEX
(Pharmacia Biotech Inc; Smith and Johnson, Gene 67:31-40, 1988),
pMAL (New England Biolabs, Beverly; MA) y PpRITS5 (Pharmacha,
Piscataway, NJ) que fusiona la glutationa S-transferasa (GST),
proteina de unién de maltosa E o proteina A, respectivamente,

para la proteina recombinante objetivo.

HIIOqﬁf
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En una modalidad, 1la secuencia de codificacién del
'polinucleétido Staphylococcus epidermidis se clona en un vector
de expresién pGEX para crear un vector que codifica una proteina
de fusién que comprende, del N-terminal al C-terminal, clivaje de
GST-trombina de polipéptido de sitio-Staphylococcus epidermidis.
La proteina de fusidén se puede purificar mediante cromatografia
de afinidad utilizando resina de glutationa-agarosa. Polipéptido
recombinante Staphylococcus epidermidis no fusionado a GST que
puede ser recuperado por clivaje de la proteina de fusién con

trombina.

Ejemplos de vectores de expresién E. coli de no fusién
inducibles adecuades incluyen pTrc (Amann et al., Gene 69:301-
| 315, 1988), pET IId (Studier et al. “Gene Expression Technology”
Methods in Enzymology 185, 60-89, 1990), pBAD y PpCRT7. La
expresién del gen objetivo del vector pTrc descansa en la
transcripcién de polimerasa de ARN huésped de un promotor de
fusién trp-lac hibrido. La expresién de gen objetivo del el
vector pET IId descansa en la transcripciédn de un promotor de
fusién 0-lac gnl T7 mediado por una polimerasa de ARN viral
coexpresada gnl J7. Esta polimerasa viral es suministrada por
cepas huésped BL21 (DE3) o HMS I 74(DE3) de un profago residente
que hospeda un gen gnl T7 bajo el control transcripcional del

promotor lacUV 5.

Una estrategia para maximizar la expresién de proteina

recombinante en E. coli es expresar la proteina en una bacteria
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huésped con una capacidad daflada para clivar proteoliticamente la /‘Q(\
proteina recombinante. Otra estrategia es alterar la secuencia de
dcido nucleico del acido nucleico'a ser insertado en un vector de
expresién de tal forma que los codones individuales para cada
aminodcido son aguellos utilizados preferencialmente en E. coli.
Tal alteracién de secuencias se Acido nucleico de la invencién se
pueden llevar a cabo mediante mutagénesis de ADN estdndar o

técnicas de sintesais.

En otra modalidad, el vector de expresién del polinuclebtido
Staphylococcus epidermidis es un vector de expresién de levadura.
Ejemplos de vectores de expresién en levadura S. cerevisiae
incluyen pYepSec I (Baldari, et al., Embo J, 6: p. 229-234,1987),
pMFa (Kurjan y Herskowitz, Cell, p. 933-943, 1982), pdJRY88
{(Schultz et al., Gene, 54: p. 113-123, 1987), y pYES2 (Invitrogen

Corporation, San Diego, CA).

Alternativamente, se ©puede expresar un polinucleétido
Staphylococcus epidermidis en células de insecto que utilizan,
por ejemplo, vectores de expresidén de baculovirus. Los vectores
de baculovirus disponibles para expresién proteinas en células de
insectos cultivadas (por ejemplo, células Sf 9) incluyen- las
series pAc (Smith et al., Mol Cell Biol, 3: p. 2156-2165, 1983) y
las series pVL (Lucklow and Summers, Virology, 170: p. 31-3%,

1989).

En aun otra modalidad, un Acido nucleico de la invencién se

expresa en células de mamifero que utilizan un vector de
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expresiétn de mamifero. Ejemplos de vectores de expresién de
mamifero incluyen pCDM8 (Seed, Nature, 329: p. B840, 1987) y
pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J, 6: p. 187-195, 1987). Cuando se
“utiliza en células de mamiferos, las funciones de control del
vector de expresién se suministran a menudo por elementos

reguladores virales.

Como se utiliza aqui, un promotor es una regién de una
molécula de ADN tipicamente dentro de aproximadamente 100
nucleétidos pares en frente de (corriente arriba de) el punto en
el que inicia la transcripcién (es decir, un sitio de inicio de
transcripcién). Esa regidén tipicamente contiene varios tipos de
elementos de secuencia de ADN gque se ubican en posiciones
relativas similares en diferentes genes. Como se utiliza aqui, el
término “promotor” incluye a lo que se refiere en la técnica como
una regién promotora corriente arriba, una regidén promotora o un
promotor de una unidad de transcripcién de polimerasa II de ARN

eucaridético generalizado.

Otro tipo de elemento de secuencia reguladora de
transcripcién discreta es un mejorador. Un mejorador suministra
especificidad de tiempo, ubicacién y nivel de expresién para una
regién de codificacién particular (por ejemplo, gen}. Una funcién
mayor de un mejorador es para incrementar el nivel de
transcripcién de una secuencia de codificacién en una célula que
contiene uno o mas factores de transcripcién que se unen a ese

mejorador. Asi mismo un promotor, un mejorador pueden funcionar
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cuando se ubican en distancias variables de los sitios de inicio

de transcripcién mientras esta presente un promotor.

Como se utiliza aqui en adelante, la frase “promotor-
mejorador” significa una unidad compuesta que contiene elementos
mejoradores y ©promotores. Un promotor-mejorador se 1liga
operativamente a una secuencia de codificacién que codifica al
menos un producto de gen. Como se utiliza aqui en adelante, la
frase “ligado operativamente" significa que un promotor-mejorador
se conecta a una secuencia de codificacién en tal una forma que
la transcripcién de esta secuencia de codificacién se controla y
regula por ese promotor-mejorador. Medios para ligar
operativamente un promotor-mejorador para una secuencia de
codificacién se conoce bien en el arte. También son bien
conocidos en el arte, la orientacién precisa y ubicacién relativa
para una secuencia de codificacién cuya transcripcién se
controla, es dependiente inter alia de la naturaleza especifica
del promotor-mejorador. Asi, un promotor minimo de caja TATA se
ubica tipicamente de aproximadamente 25 a aproximadamente 30
pares base corriente arriba de un sitio de iniciacién de

transcripcién y un elemento promotor corriente arriba se ubica

* tipicamente de aproximadamente 100 a aproximadamente 200 pares

base corriente arriba de un sitio de iniciacién de transcripcién.
En contraste, un mejorador se puede ubicar corriente abajo del
gsitio de iniciacién y puede estar en una distancia considerable

ese sitio.

A
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Un promotor-mejorador wutilizado en una construccién de
vector descrita aqui puede ser cualquier promotor-mejorador que
controle la expresién en una c¢élula a ser transfectada. Al
emplear un promotor-mejorador con propledades bien conocidas, el
-nivel y el patrén de la expresién de producto de gen se pueden

optimizar.

Por ejemplo, promotores cominmente utilizados se derivan del
polioma, Adenovirus 2, citomegaloviruas y Virus de Simio 40. Para
otros sistemas de expresién adecuados para células procariéticas
y eucaribéticas ver capitulos 16 y 17 de Sambrook et al.,
“Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2nd, ed, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, 1989, incorporado aqui en adelante como

referencia.

En otra modalidad, el vector de expresién de mamifero
recombinante es capaz de dirigir la expresién del Acido nucleico
preferencialmente en un tipo de célula particular (por ejemplo,
se utilizan elementos reguladores especificos de tejido para
expresar el dcido nucleico). Los elementos reguladores
especificos del tejido se conocen en el arte. Ejemplos no
limitantes de promotores especificos de tejido adecuado incluyen
el promotor albimina (liver-specific; Pinkert et al., Genes Dev,
1l: p. 268-277, 1987), promotores linfoides especificos (Calame
and Eaton, Adv Immunol, 43: p. 235-275, 1988), en particular,
promotores de receptores de célula T (Winoto and Baltimore, EMBO

~J, 8: p. 729-733, 1989) e inmunoglobulinas (Banerji et al., Cell,

lTﬂ:u;s
AN
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33: p. 729-740, 1983), (Queen y Baltimore, Cell, 33: p. 741-748, 8-
1983), promotores neuro-especificos (por ejemplo, the J\
neurofilament promoter; Byrne y Ruddle, PNAS, 86: p. 5473-5477,
1989), promotores especificos de péncreas (Edlund et al.,

Science, 230: p. 912-916, 1985), y promctores especificos de
glandula mamaria (por ejemplo, milk whey promoter; U.S. Patent
4,873,316 y International Application EP 264,166). Promotores de
desarrollo regulado también se encuentran abarcados, por ejemplo

los promotores hox murino (Kessel y Gruss, Science, 249: p. 374-
379, 1990) y el promotor a-fetoproteina (Campes y Tilghman, Genes

Dev, 3: p. 537-546, 1989).

También se suministra aqui wun vector de expresién
recombinante que comprende una molécula de ADN que codifica un
polipéptido de Staphylococcus epidermidis clonado en el vector de
expresién en una orientacidn antisentido. Esto es, la molécula de
.ADN se liga operativamente a una secuencia reguladora en una
forma que permite la expresiédn (por transcripcién de la molécula
de ADN} de una molécula de ARN que es antisentido para mARN
Staphylococcus epidermidis. Secuencias reguladoras ligadas
operativamente a un Aacido nucleico clonado en la orientacién
antisentido se puede escoger la cual dirige la expresién continda
de la molécula de ARN antisentido en una variedad de tipos
celulares. Por ejemple promotores virales y/o mejoradores o
secuencias reguladoras se pueden escoger que dirigen la expresidn
especifica de tipo celular o especifica de tejido, constitutiva
de ARN antisentido. El1 vector de expresidén antisentido puede

estar en la forma de un plasmido recombinante, fagénido o virus
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atenuade en el que los Acido nucleicos antisentido se producen
bajo el control de una regién reguladora de alta eficiencia, 1la
actividad de la cual se puede determinar mediante el tipo celular

en el que se introduce el vector.

Los vectores de expresidén recombinante descritos aqui se
pueden insertar en cualquier célula huésped adecuado. Los
términos “célula huésped” y “células huésped recombinantes” se
utilizan intercambiablemente aqui. Se entiende que tales términos
se refieren no solo a la célula objetivo o objeto particular,

sino a la progenie o0 progenie potencial de tal una célula. Debido

"a que ciertas modificaciones pueden ocurrir en generaciones

posteriores debido a la mutacién o influencias ambientales, tal
progenie no puede, de hecho, ser idéntica a la célula pariente,
pero aun se incluyen dentroc del alcance del término como se
utiliza aqui. Una célula huésped puede ser cualquier célula

procaridética o eucariética. Por ejemplo, un polipéptido de

'Stqphylococcus epidermidis se puede expresar en células

bacterianas tal como E. coli, células de insectos (tal como Sf9,
5f£21), células de mamifero o almidén (tal como células de ovario
de hamster chino (CHO), célula VERQO, fibroblastos de embriones de
pollo, células BHK o células COS). Otras células de huésped

adecuadas son bien conocidas por aquellos expertos en la técnica.

El ADN de vector se introduce en las células procaridticas
eucariéticas por técnicas de transfeccién, infeccién o
transformacidén convencional. Comoc se utiliza aqui, los términos

“transformacién" y “transfeccién" estidn destinados a referirse a

>y
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una variedad de técnicas reconocidas por el arte para introducir
4cido nucleico externo (por ejemplo, ADN) en una célula huésped,
que incluyen fosfato de calcio coprecipitacién de cloruro de
calcio, transfeccién mediada por dextrano DEAE, lipofeccién,
ultrasonido o electroporacién. Métodos adecuados para transformar

o transfectar células huésped se pueden encontrar en Sambrook, et
al. ("“Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2nd, ed, Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press,

Cold Spring Harbor, NY, 1989), y otros manuales de laboratorio.

Una célula huésped descrita aqui, tal como una célula
_huésped eucariética o procariética en cultivo, se utiliza para
producir (es decir, expresar) un polipéptido Staphylococcus
epidermidis. De acuerdo con esto, también se describen aqui
métodos para producir un polipéptido Staphylococcus epidermidis
utilizando tales células huésped. En una modalidad, el método
comprende cultivar la célula huésped (en la que un vector de
. expresién recombinante que codifica un polipéptido Staphylococcus
epidermidis se ha introducido} en un medio adecuado hasta que se
produce el polipéptido Staphylococcus epidermidis. En otra
modalidad, el método comprende adicionalmente aislar el
polipéptido Staphylococcus epidermidis del medio o la célula

huésped.

Una secuencia de codificacién de un vector de expresién se
liga operativamente a una regién de terminacién de transcripcién.
La polimerasa ARN transcribe una secuencia de ADN de codificacién

a través de un sitio en donde ocurre la poliadenilacién.
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Tipicamente, las secuencias de ADN ubicadas uno pocos cientos de
pares base corriente abajo del sitio de poliadenilacién sirven
para terminar la transcripcién. Aquellas secuencias de ADN son
referidas de aqui en adelante como regiones de terminacién de
transcripcién. Aquellas regiones se requieren para
peliadenilacién eficiente de ARN mensajero transcripto (mARN).
. Las regiones de transcripcién-terminacidén son bien conocidas en
la técnica. Ejemplos de tales regiones de transcripcién-
terminacién son sefiales de poliadenilacién de SV40 y el gen

protamina.

Un vector de expresién comprende un polinucleétido que
codifica un polipéptido Staphylococcus epidermidis. Tal un
polipéptido significa que incluye una secuencia de nucleétidos
base que codifican un polipéptido Staphylococcus epidermidis
suficiente en longitud para distinguir el segmento de un segmento
de polinuclebdbtido que codifica un polipéptido no Staphylococcus
epidermidis. Tal un polipéptido puede también codificar
polipéptidos funcionales biolégicamente o péptidos que tienen
secuencias de aminoacido variante, tal como cambios seleccionados
basados en consideraciones tal como clasificacién hidropéatica
relativa de los aminoédcidos gue se intercambian. Estas secuencias
variantes son aquellas aisladas de fuentes naturales o inducidas
en las secuencias descritas aqui adelante wutilizando un

" procedimiento mutagénico tal como mutagénesis dirigida al sitio.

En ciertas modalidades, los vectores de expresién descritos

aqui comprenden polinucledétidos que codifican polipéptidos que



AM101548 55

comprenden la secuencia de residuo de aminodcido de una de la SEQ
"ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32. Un vector de expresién puede incluir
un polipéptido Staphylococcus epidermidis que codifica la regién
en si misma de cualquiera de los polipéptidos Staphylococcus
epidermidis anotados anteriormente o este puede contener regiones
de <codificacién que llevan alteraciones seleccionadas o
modificaciones en la regién de codificacidédn basica de tal un
polipéptido Staphylococcus epidermidis. Alternativamente, tales
vectores o fragmentos pueden codificar polipéptidos o
polipéptidos mayores que no obstante incluyen la regién de
codificacién basica. En cualquier evento, se debe apreciar gue
debido a redundancia de codén asi como también la equivalencia
funcional biolégica, este aspecto no se limita a las moléculas de
ADN particulares que corresponden a las secuencias de polipéptido

anotadas anteriocrmente.

Vectores de ejemplo incluyen los vectores de expresidén
mamifero de la familia pCMV que incluyen pCMV6b y pCMVé6c (Chiron
Corp., Emeryville CA.). En ciertos casos, y especificamente en el
caso de estos vectores de expresidén de mamifero individual, las
construcciones resultantes pueden requerir ceontransfeccién con un
vector que contiene un marcador seleccionable tal como pSV2neo.
La via de co-transfeccién en una linea celular de ovario de
hédmster Chino de reductasa-deficiente dihidrofolato, tal como

DG44, se pueden detectar clones gue expresan polipéptidos
Staphylococcus epidermidis por virtud del ADN incorporado en

tales vectores de expresiodn.

nrlnth
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Una molécula de ADN se puede incorporar en un vector ‘3‘0
mediante un nimero de té&cnicas que son bien conocidas en el arte. /1
Por ejemplo, el vector pUCl18 ha demostrado ser de valor
particular en clonacién y expresién de genes. Probablemente, los
vectores relacionados Ml13mpl8 y M13mpl9 se pueden utilizar en
ciertas modalidades de la invencién, en particular, en desarrollo

de secuenciamiento dideoxi.

Un vector de expresién descrito aqui es Gtil como un medio
para preparar cantidades de ADN gque codifican polipéptido
Staphylococcus epidermidis, y como un medioc para preparar
péptidos y polipéptidos codificados. Se contempla que en donde
los polipéptidos Staphylococcus epidermidis se hacen por medios
recombinantes, uno puede emplear vectores de expresién

procaridética eucaridtica como sistemas transportadores.

En otro aspecto, las células huésped recombinantes son
células huésped procariéticas. Preferiblemente, las células
huésped recombinantes de la invencién son células bacterianas de
la cepa a DHS5 de Escherichia coli. En general, se prefieren
procariotes para 1la clonacién inicial de secuencia ADN vy
construir los vectores utiles en la invencidén. Por ejemplo, las
cepas Kl2 E. coli pueden ser particularmente Gtiles. Otras cepas
microbianas que se pueden utilizar incluyen E. c¢oli B, y E.
colix1976 (ATCC No. 31537). Estos ejemplos estan, por supuesto,

" destinados a ser ilustrativos a diferencia de limitativos.
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Las cepas mencionadas anteriormente, asi como también E.
coli W311l0 (ATCC No. 273325), E. coli BL21(DE3), E. coli ToplO,
bacilos tales como Bacillus subtilis, u otras enterobacterias
tales como Salmonella typhimurium {(u otras cepas de Salmonela
atenvadas como se describe en la Patente Estadounidense
4,837,151) o Serratia marcesans, y varias especies de Pseudomonas

se pueden utilizar.

En general, 1los vectores de plidsmido que contienen
secuencias de control y replicén, que se derivan de especies
compatibles con las células huésped se utilizan en relacién con
estos huéspedes. El1 vector 1lleva ordinariamente un sitio de
replicacién, asi como también secuencias marcadoras que son
capaces de suministrar seleccién fenotipica en células
transformadas. Por ejemplo, E. coli se puede transformar
utilizando pBR322, un plasmido derivado de una especie E. coli
(Bolivar, et al. 1977). pBR322 que contiene genes para
resistencia a la ampicilina y tetraciclina y asi suministra
medios faAciles para identificar c¢élulas transformadas. El
plasmido pBR, u otro plasmido microbiano o fago también debe
contener, o ser modificado para contener, promotores que se
pueden utilizar por organismos microbianos para expresién de sus

propios polipéptidos.

Aquellos promotores mAs cominmente utilizados en 1la
construccién de ADN recombinante incluyen 1la p-lactamasa

(penicilinasa) y sistemas promotores de lactosa (Chang, et al.

1978; Itakura., et al. 1977, Goeddel, et al. 1979; Goeddel, et

47
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al. 1980) y un sistema promotor de triptofan (TRP) (EP 0036776;
Siebwenlist et al. 1980). Mientas estos son los mis cominmente
utilizados, otros promotores microbianos se han descubierto y
utilizado, y detalles relacionados <con sus secuencias de
nucledtidos se han publicado, permitiendo a un trabajador experto
introducir promotores funcionales dentro de vectores plasmidos

(Siebwenlist, et al. 1980}.

En adicién a los microbios procariotes, eucariéticos tales
como la levadura también se pueden utilizar. El1 Saccharomyces
cerevisiae o levadura de panaderia comin es el mé&s comGnmente
utilizado entre los microorganismos eucaridticos, aunque un
nimero de otras cepas estan cominmente disponibles. Para
expresién en saccharomices, el pladsmido YRp7, por ejemplo, se
utiliza cominmente (Stinchcomb, et al. 1979; Kingsman, et al.
1979; Tschemper, et al. 1980). Este plédsmido ya contiene el gen
trpl que suministra un marcador de seleccién para una cepa
mutante de levadura que le falta la capacidad de crecer en
triptofan, por ejemplo ATCC No. 44076 o PEP4-1 (Jones, 1977). En
la presencia de la lesién trpl como una caracteristica del genoma

,de célula huésped de levadura suministra entonces un ambiente
efectivoe para detectar transformacién por crecimiento en la

ausencia de triptofan.

Secuencias promotores adecuadas en vectores de levadura
incluyen los promotores para quinasa 3-fosfoglicerato (Hitzeman.,
.et al. 1980) u otras enzimas glicoliticas (Hess, et al. 1968;

Holland, et al. 1978) tal como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato

l]ﬂ’HN?
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deshidrogenasa, hexoquinasa, descarboxilasa piruvato,
fosfofructoquinasa, isomerasa glucosa-6-fosfato, 3-fosfoglicerato
mutasa, quinasa pilruvato, 1isomerasa triosefosfato, isomerasa
fosfoglucosa, y glucoquinasa. En la construcclén de pléasmidos de
expresién adecuada, las secuencias de terminacién asociadas con
estos genes también se introducen en el vector de expresién
corriente debajo de las secuencias a ser expresadas para
suministrar poliadenilacién del mARN y terminacién. Otros
promotores, que tienen la ventaja adicional de transcripcién
controlada por condiciones de crecimiento son regiones promotoras
para alcohol deshidrogenada 2, isocitocromo C, fosfatasa &cida,
enzimas degradantes asociadas con metabolismo de nitrégeno, y
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas mencionadas
anteriormente responsables para la utilizacién de maltosa vy
galactosa. Cualquier vector de plasmido que contiene un promotor
compatible con levadura, origen o secuencias de replicacién o

terminacién son adecuadas.

En adicién a 1los microorganismos, cultivos de células
derivados de organismos multicelulares también se pueden utilizar
como huéspedes. En principio, cualquier tal cultivo celular es
trabajable sea de cultiveo vertebrado o invertebrado. Sin embargo,
ha existido gran interés en células de vertebrados, y 1la
propagacién de células de vertebrados en cultivos (cultivos de
tejidos) ha llegado a ser un procedimiento de rutina en afios
recientes. Ejemplos de tales lineas celulares de huésped ftiles
son AtT-20, VERO, Hela, NSO, PER C6, lineas celulares de ovario

de hidmster Chino (CHO), y lineas celulares W138, BHK, COSM6, COS-

32
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7, 293 y MDCK. Los vectores de expresién para tales células
incluyen ordinariamente (si es necesario) un origen de
replicacién, un promotor ubicado corriente arriba del gen a ser
expresado, junto con cualquier sitio de unién de ribosoma
necesario, sitios de separacién de ARN, sitios de

peliadenilacién, y secuencias terminadoras transcripcionales.

Cuando la expresién de polipéptidos Staphylococcus
epidermidis recombinantes se desea y un huésped eucaridtico se
contempla, es mAs deseable emplear un vector tal como un plésmido
que incorpora un origen eucariético de replicacién.
Adicionalmente, para los propésitos de expresidén en sistemas
eucariéticos, uno desea posicionar la secuencia de codificacién
de Staphylococcus epidermidis adyacente a y bajo el control de un
promotor eucaridético efectivo tal como promotores utilizados en

combinacién con células de ovario de hé&mster Chino. Llevar una

" secuencia de codificacién bajo control de un promotor, sea este

eucaridtico o procaridtico, el extremo 5’ de las regién de
iniciacién de traducciédn del cuadro de lectura de traduccién
apropiado del polipéptido se debe posicionar entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 50 nuclebétidos 3' de o
corriente abajo con respecto al promotor seleccionado.
Adicionalmente, en donde la expresidn eucaribética se anticipe,
uno podria tipicamente desear incorporar dentro de la unidad de
transcripcién un polinucleétido que codifica el polipéptido

Staphylococcus epidermidis.

ARM
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Medios de transformacién o tranafeccién celular con
polinucleétido exégeno tal como moléculas de ADN son bien
conocidos en 1la técnica e incluyen técnicas tales como
transfeccidén mediada por dextrano-DEAE o calcio-fosfato, fusién
de protoplastos electroporacién, transfeccién mediada por
liposoma, microinyeccién directa e infeccién por adenovirus (ver

por ejemplo, Sambrocok, Fritsch y Maniatis, 1989).

El método més ampliamente utilizado es 1la transfeccién
mediada por fosfato calcio o dextrano-DEAE aunque el mecanismo
.permanece oOscuro, Se cree gue el ADN transfectado entra al
citoplasma de la célula por endocitosis y se transporta al
nicleo. Dependiendo del tipo celular, hasta el 90% de una
poblacién de células cultivadas se puede transfectar de una sola
vez. Debido a que esto es altamente eficiente, la transfeccién
mediada por fosfato de calcio o dextrano-DEAE es el método de
eleccién para experimentos que requieren expresién transitoria
del ADN externo en grandes numeros de células. La transfecciébn
mediada por fosfato de calcioc también se utiliza para establecer
lineas celulares que integran copias del ADN externo, que estan
usualmente dispuestas en ensayos de téndem cabeza a cola en el

genoma celular del huésped.

En el método de fusién de protoplasto, protoplastos
derivados de bacterias que llevan altos numeros de copias de un
plasmido de interés se mezclan directamente con células de
mamifero cultivadas. Después de la fusién de 1las membranas

celulares ({usualmente con polietilenglicol), los contenidos de
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las bacterias se suministran en el citoplasma de las células de
mamiferos y el ADN plasmido se transporta al nicleo. La fusién de
protoplastos no es tan eficiente como la transfecciédn para muchas
de las lineas celulares que se utilizan cominmente para ensayos
de expresién transitoria, pero es Gtil para lineas celulares en
el que la endocitosis de ADN ocurre ineficientemente. La fusién
de protoplastos produce frecuentemente miltiples copias del ADN

de plasmido en tAndem integrado en el cromosoma del huésped.

La aplicacién de pulsocs eléctricos de altos voltajes breves
a una variedad de células de plantas y mamiferos conduce a la
formacién de poros de tamafio de nanémetro en la membrana del
plasma. E1 ADN se lleva directamente al citoplasma celular ya sea
a través de estos poros o como una consecuencia de la
redistribucién de componentes de membrana que acompafla el cierre
de los poros. La electroporacién puede ser extremadamente
eficiente y se puede utilizar para expresidén transitoria de genes
clonados y para el establecimiento de lineas celulares que llevan
copias integradas del gen de interés. La electroporacidén en
contraste con la transfecciédn mediada por fosfato de calcio y la
fusién de protoplastos, frecuentemente eleva las lineas celulares
que llevan una, o al menos unas pocas, copias integradas del ADN

externo.

La transfeccién de liposoma involucra la encapsulacién de
ADN y ARN dentro de liposomas, seguido por la fusidén de los

liposomas con la membrana celular. El mecanismo de cuanto ADN se

A3
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suministra en la célula no es claro pero la eficiencia de J‘?

transfeccién puede ser tan alta como el 90%.

La microinyecciédn directa de una molécula de ADN en el
nGcleo tiene la ventaja de no exponer el ADN a compartimientos
celulares tales como endosomas bajos en ph. La microinyeccién se
~utiliza por 1lo tanto principalmente como un método para
establecer lineas de células que llevan copias integradas del ADN

de interés.

El uso del adenovirus como un vector para transfeccidén
celular es bien conocido en la técnica. La transfeccién celular
mediada por vector adenovirus se ha reportado para varias células

(Stratford-Perricaudet, et al. 1992).

Una célula transfectada puede ser procariética o
eucaridtica. Preferiblemente, las células huésped de la invencién
son células huésped procariéticas. En donde es de interés
. producir un polipéptido Staphylococcus epidermidis, las células

huésped procariéticas cultivadas son de particular interés.

También se contempla aqui un proceso o método para preparar
polipéptidos Staphylococcus epidermidis que comprende
transformar, transfectar o infectar células con un polinucleétido
"que codifica un polipéptido Staphylococcus epidermidis para
producir células huésped transformadas; y mantener las células
. huésped transformadas bajo condiciones biolbgicas suficientes

para expresién del polipéptido. En una modalidad particular, las
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células huésped transformadas son células procariéticas.
Alternativamente, las células huésped son células eucariéticas.
Mis particularmente las células procariéticas son células
bacterianas de la cepa DH5-a de Escherichia coli.
Alternativamente, el polinucledétido transfectado en las células
transformadas comprende la secuencia de Acido nucleico de una de
la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64. Adicionalmente, 1la
transfeccién se logra utilizando un vector de expresién descrito
anteriormente. Una célula huésped utilizada en el proceso es
capaz de expresar un polipéptido de Staphylococcus epidermidis

recombinante, funcional.

Luego de transfeccién, la célula se mantiene bajo
condiciones de cultivo durante un periodo de tiempo suficiente
para expresién de un polipéptido Staphylococcus epidermidis. Las
condiciones de cultivo son bien conocidas en la técnica e
incluyen composicidén iébnica y concentracién, temperatura, ph y
similares. Tipicamente, las células transfectadas se mantienen
bajo condiciones de cultivo en un medio de cultivo. Medios
adecuados para varios tipos celulares son bien conocidos en la
técnica. En ciertas modalidades, la temperatura de cultivo es de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 50°C, més preferiblemente
de cerca 30°C a aproximadamente 40°C y ain mas preferiblemente

cerca de 37°C.

El ph es preferiblemente de cerca de un valor de 6.0 a un
valor de aproximadamente 8.0, mis preferiblemente de cerca de un

valor de aproximadamente 6.8 a un valor de aproximadamente 7.8 vy,

ABd
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mas preferiblemente cerca de 7.4. La osmolalidad es
preferiblemente de cerca de 200 miliosmoles por litro (MOSM/L) a
aproximadamente 400 MOSM/L y, mAs preferiblemente de cerca de 290
MOSM/L aproximadamente 310 MOSM/L. Otras condiciones biolégicas
necesarias para transfeccién y expresién de una protelina

codificada son bien conocidas en la técnica.

Las células transfectadas se mantiene durante un periodo de
tiempo suficiente para expresién de un polipéptido Staphylococcus
epidermidis. Un tiempo adecuado depende inter alia del tipo
celular utilizado y es ficilmente determinable por un experto en
la técnica. Tipicamente, el tiempo de mantenimiento es de

aproximadamente 2 a aproximadamente 14 dias.

El polipéptido recombinantes Staphylococcus epidermidis se
recupera o recolecta de las células transfectadas o el medio en
el que aquellas células se cultivan. La recuperacién comprende
aislar y purificar el polipéptido Staphylococcus epidermidis. Las
técnicas de aislamiento y purificacién para polipéptidos son bien
conocidas en el arte e incluyen aquellos procedimientos como
precipitacién, filtracién, cromatografia, electroféresis vy

gsimilares.

E. Composiciones inmunogénicas

La presente invencién suministra composiciones inmunogénicas

que comprenden uno o mads polipéptidos de Staphylococcus

epidermidis seleccionado como se describe en 1los ejemplos

AT
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adelante, y portadores fisiolébgicamente aceptables. En ciertas 1q0
modalidades, las composiciones inmunogénicas comprende uno o méas
polipéptidos de Staphylococcus epidermidis que comprenden la
secuencia de residuo de aminodcidos de una o mas de la SEQ ID NO:
1l a la SEQ ID NO: 32. En otras modalidades, las composiciones
inmunogénicas de 1la invencién comprenden polinucledtidos que
codifican polipéptidos Staphylococcus epidermidis, y portadores
fisiolégicamente aceptables. Por ejemplo, las composiciones
inmunogénicas de la presente invencién comprenden polipéptidos
Staphylococcus epidermidis que comprenden la secuencia de
aminodcido de una o mads de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32.
Alternativamente, las composiciones i1nmunogénicas comprenden
polinucleétidos que comprenden la secuencia de nuclebdtido de una

o mis de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: é4.

Se utilizan varios ensayos para evaluar la inmunogenicidad
in vitro de los polipéptidos de la invencién. Por ejemplo, un
ensayo opsédnico in Vitro se conduce al incubar juntos una mezcla
de células de Staphylococcus epidermidis, calendar el suero
humano inactivo que contiene anticuerpos especificos para el
polipéptido en cuestién, y una fuente de complemento exédgena. La
opsonofagocitosis avanza durante la incubacién de células
polimorfonucleares humanas aisladas frescas (PMN) y la mezcla
celular anticuerpo/complemento/Staphylococcus. Células
bacterianas que se recubren con anticuerpo y se complementan se
matan luego de opsonofagocitosis. Las unidades formadoras de
colonla (cfu) de bacterias sobrevivientes que escapan de la

opsonofagocitosis se determinan al platear la mezcla de ensayos.
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Los titulos se reportan como el reciproco de la mayor dilucién
gque da 2 50% de muerte bacteriana, como se determina por
comparacién para controles de ensayo. Los especimenes que
demuestran menos de 50% de muertes en la dilucién de suero més
baja ensayada (1:8), se reportan por tener un titulo OPA de 4. la
mayor dilucidén ensayada es 1:2560. Muestras con muerte 2 50% en
la mayor dilucién se repiten, empezando con una dilucién inicial
mayor. El método descrito anteriormente es una modificacién del
método de Gray (Gray, Conjugate Vaccines Supplement, p. 694-697,

1950) .

Un control de suero de ensayo, que contiene suero de ensayo
més células bacterianas y complemente inactivo caliente, se
incluyen para cada sueroc individual. Este control se utiliza para
evaluar si la presencia de antibiéticos u otros componentes de
suero son capaces de matar directamente las cepas bacterianas (es
decir en la auvsencia de complemento o PMN). Un suero humano con
titulo opsénico conocido se utiliza como un control de suerc
humano positivo. El titulo de anticuerpo opsénico para cada suero
desconocido se calcula como el reciproco de la dilucién inicial
_de suerco dada la reduccién del 50% de cfu comparado con el

control sin suero.

Un ensayc ELISA de célula completa también se utiliza para
evaluar la inmunogenicidad in vitro y la exposicién de superficie
del antigeno de polipéptido, en donde la cepa bacteriana de
interés (Staphylococcus epidermidis) se cubre sobre una placa,

tal como una placa de 96 pozos, y el suero de ensayo de un animal

46N



AM101548 68

- nn
inmunizado se hace reaccionar con las células bacterianas. Si ,10(L,

cualquier anticuerpo, especifico para el antigeno de polipéptido
de ensayo, es reactivo con un epitopo expuesto de superficie del
antigeno de polipéptido, este se puede detectar mediante métodos

estandar conocidos por un experto en la técnica.

Cualquier polipéptido que demuestre la actividad in vitro
deseada es luego ensayado en un modelo inoculado de animal in
vivo. En ciertas modalidades, las composiciones inmunogénicas se
utilizan en la inmunizacién de una animal (por ejemplo, un ratén)
mediante los métodos y rutas de inmunizacién conocidos por
aquellos expertos en 1la técnica (por ejemplo, intranasal,
parenteral, oral, rectal, vaginal, transdérmica, intraperitoneal,
intravenosa, subcuténea, etc.). Luego de la inmunizacién del
animal con una composicién inmunogénica particular de
~ Staphylococcus epidermidis, el animal es inoculado con
Staphylococcus epidermidis y se le ensaya la resistencia a la

infeccién por Staphylococcus epidermidis.

Los polinucleétidos y los polipéptidos de Staphylococcus
epidermidis estan incorporados en composiciones inmunogénicas
adecuadas para la administracién a un sujeto, por ejemplo, un
humano. Tales composiciones comprenden tipicamente la molécula de
dcido nucleico o 1la proteina, junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Como se utiliza en los sucesivo el
lenguaje “vehiculo farmacéuticamente aceptable” pretende incluir
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersién,

recubrimientos, agentes antibacterianos y fungosos, agentes
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isoténicos y de retraso de absorcién, y similares, compatibles
con la administracién farmacéutica. El uso de tales medios y
agentes para las sustancias farmacéuticamente activas son bien
conocidas en la técnica. Excepto hasta ahora como cualquier medio
0 agente convencional es incompatible con el compuesto activo,
tal medio puede ser utilizado en las composiciones de la
invencién. Los compuestos activos suplementarios también se

pueden incorporar en las composiciones.

Una composicién inmunogénica de la invencidén se formula para
ser compatible con su ruta destinada de administracién. Ejemplos
de rutas de administracién incluyen la parenteral (por ejemplo,
intravenosa, intradérmica, subcutéanea, intraperitoneal),
transmucosa (por ejemplo, oral, rectal, intranasal, vaginal,
respiratoria) y transdérmica (tépica). Las soluciones o
suspensiones utilizadas para la aplicacién parenteral,
intradérmica, o© subcutdnea pueden incluir los siquientes
componentes: un diluyente estéril tal como agua para inyeccién,
solucién salina, aceites filjados, polietilenglicoles, glicerina,
propilenglicol u otros solventes sintéticos; agentes
antibacterianos tales como bencil alcohol o metil parabenos;
antioxidantes tales como &cido ascérbico o bisulfito de sodio;
agentes quelantes tales como Acido etilenodiaminotetraacético;
amortiguadores tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes
para el ajuste de la tonicidad tal como cloruro de sodio o
dextrosa. E1l pH se puede ajustar con acidos o bases, tales como

écido clorhidrico o hidréxido de sodio. lLa preparacidédn parenteral

fHTiqs
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se puede incluir en ampollas, jeringas desechables o frascos de /\Q}\-

miltiples dosis hechos de vidrio o pléastico.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso
inyectable incluyen soluciones acuosas estériles (donde sean
solubles en agua) o digpersiones y polvos estériles para la
preparacidédn extemporénea de soluciones o dispersiones inyectables
estériles. Para la administracién intravenosa, los vehiculos
adecuados incluyen solucién salina fisiolégica, agua
bacteriostdtica, Cremofor EL™ (BASF, Parsippany, NJ) o solucién
salina amortiguada de fosfato (PBS). En todos los casos, la
composicién debe ser estéril y debe ser fluida en la proporcién
en que exista una facil aplicacién con jeringa. Debe ser
entendible bajo las condiciones de elaboracién y almacenamiento y
se debe preservar contra la accién contaminante de 1los
microorganismos tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede
ser un solvente o un medio de dispersién que contiene, por
ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol, y polietilenglicel 1liquido, y similares), vy
mezclas adecuadas de este. La fluidez propia se puede mantener,
por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como
lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido
en el caso de la dispersién y mediante el uso de tensoactivos. La
prevencién de la accidén de los microorganismos se puede logar
mediante varios agentes antibacterianos y antifingicos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, A&cido ascérbico, vy
similares. En muchos <casos, los agentes isoténicos estédn

incluidos, por ejemplo, aziGcares, polialcoholes tales como
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manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicién. La
absorcién prolongada de las composiciones inyectables se puede
llevar a incluir en la composiciénm un agente que retrasa la

absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones 1nyectables espériles se pueden preparar al
incorporar el compuesto activo (por ejemplo, un polipéptido de
Staphylococcus epidermidis o un anticuerpo anti- Staphylococcus
epidermidis) en la cantidad requerida en un solvente apropiado
con una o©O ° una combinacién de ingredientes enumerados
anteriormente, segin se requieran, seguidos por esterillzacién
filtrada. En general, las dispersiones se preparan al incorporar
el compuesto activo en un vehiculo estéril que contenga un medio
de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de
aquellos enumerados anteriormente. En el caso de los polvos
estériles para la preparacién de soluciones inyectables
estériles, los métodos preferidos de preparacibén son secado por
vacio y secado por congelamiento que producen un polvo del
ingrediente activo més cualquier ingrediente deseado adicional

proveniente de la solucién previamente filtrada estéril de esta.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente
inerte o un vehiculo comestible. Ellos se pueden incluir en
cdpsulas de gelatina o comprimir en tabletas. Para los propésitos
de la administracién terapéutica oral, el compuesto activo se
puede incorporar con excipientes y utilizar en la forma de
tabletas, trociscos, o cépsulas. Las composiciones orales también

se pueden preparar utilizando un vehiculo fluido para el uso como

A0S
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un enjuague bucal, en donde el compuesto en el vehiculo fluido se
aplica oralmente y chasqueado y expectorado o tragado. Los
agentes de unién farmacéuticamente compatibles, y/o los
materiales adyuvantes se pueden incluir como parte de 1la
composicién. Las tabletas, pildoras, cépsulas, trociscos vy
similares pueden contener cualquiera de los siguientes
ingredientes, o compuestos de una naturaleza similar: un ligador
tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un
excipiente tal como almidén o lactosa, un agente desintegrante
tal como &cido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un
lubricante tal como estearato de magnesio o Esterotes; un
deslizante tal como didéxido de sllicio coloidal; un agente
endulzante tal como sucrosa o sacarina; o un agente saborizante

tal como pimienta, metil salicilato, saborizante de naranja.

Para la administracién mediante inhalacién, los compuestos
se suministran en la forma de un pulverizade de aerosol
proveniente de un recipiente presurizado o un dispensador que
contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como
diéxido de carbono, o un nebulizador. La administracién sistémica
también puede ser por medios de transmucosa o transdérmicos. Para
la administracién transmucosa o transdérmica, los penetrantes
apropiados a la barrera a ser perneada se utilizan en 1la
formulacién. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la
técnica, e incluyen, por ejemplo, para la administracién de
transmucosa, detergentes, sales biliares, y derivados de Acido
fusidico. La administracién de transmucosa se puede lograr a

través del uso de pulverizados nasales o supositorios. Para 1la
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administracién transdérmica, los compuestos activos se formulan ,\d(*

en ungllentos, pomadas, geles, © cremas como Se conocen

generalmente en la técnica.

Los compuestos también se pueden preparar en la forma de
supositorios (por ejemplo, con bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao y otros glicéridos) o

enemas de retencidén para el suministro rectal.

En una modalidad, los compuestos activos se preparan con
vehiculos que protegerdn el compuesto contra 1la eliminacién
rdpida del cuerpo, tal como la formulacién de 1liberacién
controlada, incluyendo implantes y sistemas de suministro

microencapsulado.

Se pueden utilizar polimerocs biodegradables, biocompatibles,
tales como etileno vinil acetato, polianhidridos, 4&cido
poliglicélico, colageno, poliortoésteres, y A4cido polilactico.
Los métodos para la preparacién de tales formulaciones serén
evidentes para aquellos expertos en la técnica. Los materiales
también se pueden obtener comercialmente de Alza Corporation y
Nova Pharmaceuticals, Inc. Las suspensiones liposomales (que
incluyen los 1liposomas destinados a células infectadas con
anticuerpos monoclonales a antigenos virales) también se pueden
utilizar como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos se
pueden preparar de acuerdo con los métodos conocidos por aquellos

expertos en la técnica, por ejemplo, como se describe en 1la
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Patente U.S. 4,522,811, que se incorpora en lcs sucesivo como

referencia.

Es especialmente ventajoso formular composiciones orales o
parenterales en forma de dosis unitaria para la fécil
administracién y la uniformidad de la dosis. La forma de dosis
unitaria como se utiliza en lo sucesivo se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosis unitarias para el
sujeto a ser tratado; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado en asocio con el vehiculo farmacéutico
requerido. La especificaciétn de las formas unitarias de dosis de
la invencién son dictadas por y directamente dependientes de las
caracteristicas dnicas del compuesto activo y el efecto
terapéutico particular a ser 1logrado, y las limitaciones
inherentes en la técnica de compuestos tales como un compuesto

activo para el tratamiento de individuos.

La combinacién de composiciones inmunogénicas se suministra
al incluir dos o mis de los polipéptidos de la invencién, asi
como también al combinar uno o mAs de los polipéptidos de 1la
invencién con uno o mis de los polipéptidos no Staphylococcus
epidermidis conocidos tales como los polipéptidos de

Staphylococcus aureus.

Las siguientes doce secuencias de polipéptido de
Staphylococcus epidermidis SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID

NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:

01114H3
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19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, y /‘,ﬂ
SEQ ID NO: 30 tienen secuencias de polipéptido con al menos 90%
de identidad con los homéloges provenientes de Staphylococcus
aureus. Por lo tanto, estos doce polipéptidos también se pueden
utilizar en composiciones inmunogénicas contra Staphylococcus
aureus. Ademds, las siquientes doce.secuencias de polinucledtido
Staphylococcus epidermidis que codifican los polipéptidos con al
menos el 90% de identidad a los hombélogos de Staphylococcus
aureus también se pueden utilizar en composiciones inmunogénicas:
'SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 46, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID

NO: 535, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, y SEQ ID NO: 62, o una

variante degenerada de este, o un fragmento de este.

En otras modalidades, la combinacién de las composiciones
inmunogénicas se suministra al combinar uno o mAs de los
polipéptidos de la invencidédn con uno o mas de los polisacaridos o
conjugados de polisacarido-proteina de S. epidermidis conocidos.
Ver, por ejemplo, la adhesina de polisacarido capsular de
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, PNSG, poli-N-
succinil beta-1-6 N-acetil glucosamina (también conocida como
PIA, PS/A, PNAG). Ver Mckenney, D., et al., Infect. Immun.
66:4711 (1998) y Mckenney, D., et al., Science 284:1523 (1998),
cuyas descripciones se incorporan aqui como referencia en su

totalidad.

En otras modalidades, la combinacién de las composiciones

inmunogénicas se suministra al combinar uno o mas polipéptidos de
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la invencién con uno © mis polisacdridos de S. aureus o
conjugados de polisacarido-proteina de S. aureus. Por ejemplo, de
los 12 serotipos capsulares conocidos de S. aureus, el serotipo 5
{CP5) y el serotipo 8 (CP8) cuenta con aproximadamente el 85-90%
de todos los aislados clinicos []. La mayoria de los aislados de
S. aureus resistentes a meticilina expresan CP5]. Los anticuerpos
a CP5 y CP8 inducen muerte opsonofagocitica especifica del tipo
mediante neutréfilos polimorfonucleares humanos in Vitro vy
confieren proteccién en animales [Karakawa, W. W., Sutton, A., et
al., Infect Immun 56(5):1090-1095 (1988); Fattom, A. I., Sarwar,
J., et al., Infection & Immunity 64(5):1659-1665 (1996)]. Variocs
laboratorios han sintetizado conjugados inmunogénicos que

consisten de CP5 y CP8 covalentemente ligados a proteina.

Estos conjugados son altamente inmunogénicos en ratones y humanos
e inducen anticuerpos que opsonizan S. aureus microencapsulado
para fagocitosis [Fattom, A., Schneerson, R, et al., Infect Immun
61(3):1023-1032 (1993); Gilbert, F. B., Poutrel, B., et al.,
Vaccine 12(4):369-374 (1994); Reynaud-Rondier, L., Voiland, A.,
et al., FEMS Microbiol Immunol 3(4):193-199 (1991)]. Las
composiciones inmunogénicas monovalentes que contienen CP5
conjugadas a exotoxina A recombinate de Pseudomonas aeruginosa
son inmunogénicas y bien toleradas en adultos saludables y en
pacientes con enfermedad renal en etapa Terminal [Welch, P. G.,
Fattom, A., Moore, J. Jr., et al., J. Am. Soc. Nephrol. 7:247-253
[Abstract] (1996)]. En un ensayo doble ciego que involucra
pacientes con enfermedad renal en etapa Terminal que estaban

recibiendo hemodidlisis, una vacuna de conjugado bivalente

n 1N TS

76°



AM101548 77 .1
70
. nn'i.a,g

compuesta de CP5 y CP8 covalentemente unida a exotoxina A -
recombinante de Pseudomonas aeruginosa le confirieron inmunidad
parcial contra bacteremia de S. aureus durante aproximadamente 40
semanas, después de lo cual la proteccién disminuyé en la medida
en que los niveles de anticuerpo disminuyeron [Shinefield, H.,
Black, S., et al., N Engl J Med 346(7):491-496 (2002)]. El
resultado de este ensayo indica una necesidad de una composicién
inmunogénica mejorada que podria contribuir a una proteccién méis

amplia y mas completa.

Como se describe anteriormente, en clertas modalidades, la
combinacién de las composiciones inmunogénicas se suministra al
combinar uno o mis polipéptidos de la invencién con uno o mas
conjugados de polisacarido-proteina de S. aureus conocidos. El
“componente de proteina” de los conjugados de carbohidrato-
proteina es conocido como una proteina vehiculo. El1 término
“proteinas wvehiculo”, como un grupo son preferiblemente proteinas
gque son no téxicas y no reactogénicas y obtenibles en cantidad y
pureza suficiente. Las proteinas vehiculo deben ser tratables en
procedimientos de conjugacién estadndar. En una modalidad
particular de la presente invencidén, el CRMy; se utiliza como la
proteina vehiculo. El1 CRM;9; (Wyeth, Sanford, NC) es una variante
no téxica (es decir, toxoide) de toxina de difteria aislada de
los cultivos de la sepa de Corynebacterium diptheria C7 (pl197)
crecida en Acidos casamino y medio basado en extracto de
levadura. El1 CRM;y; se purifica a través de ultra-filtracién,
precipitacién de sulfato de amonio, y cromatografia de

intercambio de ién. Otros toxoldes de difteria también son
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adecuados para uso como proteinas wvehiculo. La composicién
inmunogénica puede ademds comprender un adyuvante, tal como un
adyuvante basado en aluminio, tal como fosfato de aluminio,

sulfato de aluminio e hidréxido de aluminio.

Otras proteinas vehiculo adecuadas incluyen toxinas
bacterianas inactivadas tales como toxoide de tétano, toxoide
pertussis, toxoide de célera (por ejemplo, como se describe en la
Solicitud de Patente Internacional W02004/083251 [38]), E. coli
1T, E. coli ST, y exotoxina A proveniente de Pseudomonas
aeruginosa. Las proteinas de la membrana exterior bacteriana
tales como el complejo ¢ de la membrana exterior (OMPC), purinas,
proteinas de unién de transferrina, neumolisis, proteina A de
superficie de neumococco (PspA), proteina de adhesina de
neumococco (PsaA), o proteina D de Haemophilus influenza, también
se pueden utilizar. Otras proteinas, tales como ovalbtmina,
hemocianina de 1lapa huecodellave (KLH), sero albimina bovina
(BSA) o derivado de proteina purificada de tuberculina (PPD)

también se pueden utilizar como proteinas wvehiculo.

Las composiciones inmunogénicas que comprenden los
polinucledétidos se suministran al receptor mediante una variedad
de vectores y sistemas de expresién. Tales sistemas incluyen,
entre otros, los sistemas cromosémicos, episomales y derivados de
virus, por ejemplo, vectores derivados de pladsmidos bacterianos,
las bacterias atenuadas tales como Salmonella (Patente U.S.
4,837,151), proveniente de bacteriéfago, proveniente de

transposones, provenientes de episomas de levadura, proveniente
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de elementos de insercidédn, provenientes de elementos cromosomales
de levadura, proveniente de virus tales como vaccinia y otros
poxvirus, adencovirus, baculovirus, virus papota, tales como SV40,
los virus de viruela de aves, los virus de seudorabias vy
retrovirus, alfavirus tales como el virus de la encefalitis
equina de Venezuela (Patente U.S. 5,643,576), virus sindbis y
virus del bosque semiliki, los virus ARN de hebra negativa no
segmentada tales como el virus de la estomatitis vesicular
(Patente U.,S. 6,168,943), y los vectores derivados de
combinaciones de é&éstos, tales como aquellos derivados de los
elementos genéticos de plasmido y bacteridéfago, tales como
cbsmidos y fagémidos. Los sistemas de expresiédn deben incluir
regiones de control que regqulan asi como también engendran
expresién, tales comoc los promotores y otros elementos
requladores (tales como una seflal de poliadenilacién). En
general, cualquier sistema o vector adecuado para mantener,
propagar © expresar los polinucledtidos para producir un
polipéptido en un huésped se pueden utilizar. La secuencia de
nucledétido apropiada se puede insertar en un sistema de expresidn
por cualquiera de una variedad de técnicas bien conocidas y de
rutina, tales como, por ejemplo, aquellos establecidos en
Sambrook et al., “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” 2nd,
ed, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, NY, 19889.

Un vehiculo farmacéuticamente aceptable se entiende que
designa un compuesto o una combinacién de compuestcs que ingresan

en una composicién farmacéutica o© inmunogénica que no origina

107
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efectos colaterales y que la hace posible, por ejemplo, para
facilitar la administracién del compuesto activo, para
incrementar su vida y/o su eficacia en el cuerpo, para
incrementar su solubilidad en solucién o alternativamente para
mejorar su preservacién. Estos vehiculos farmacéuticamente
aceptables son bien conocidos y se adaptaridn por personas
expertas en la técnica de acuerdo a la naturaleza y al modo de

administracién del compuesto activo escogido.

Como se definen a continuacién, un “adyuvante” es una
sustancia que sirve para mejorar 1la inmunogenicidad de un
“antigeno” o las composiciones inmunogénicas que comprenden uno o
mads antigenos de polipéptido que tienen una secuencia de
aminodcido seleccionada de uno de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO:
32. Asi, los adyuvantes son a menudo dados para reforzar o
modular la respuesta inmune y son bien conocidos por el experto.
Ejemplos de adyuvantes contemplados en la presente invencién,
pero no estidn limitados a, sales de aluminio (alumbre) tales como
fosfato de aluminio e hidréxide de aluminio, Mycobacterium
tuberculosis, lipopolisacaridos bacterianos, compuestos de
fosfato de aminoalquil glucosalina (AGP), o derivados o andlogos
de éstos, que estén disponibles de Corixa (Hamilton, MT) y que se
describen en la Patente Estadounidense NGmero 6,113,918; uno de
tales AGP es el 2-[(R)-3-Tetradecanoiloxitetradecanoilaminoletil
2-Desoxi-4-0-foafono-3-0O[ (R)-3-tetradecanoioxitetradecanoil] -2-

[ (R)-3-tetradecancioxitetradecanoilamino]-b-D-glucopiranosido,
que es también conocido como 529 (antiquamente conocido como

RC529), que se formula como una forma acuosa o como una emulsién

P



AM101548 81

estable, MPL™ (lipido A monofosforil 3-O-desacetilado) (Corixa)
descrito en la Patente U.S. Nimero 4,912,094, los polinucleétidos
sintéticos tales como oligonuclebdtidos que contienen el motivo
CpG (Patente U.S. NGmero 6,207,646), los polipéptidos, saponinas
tales como Quil A o STIMULON™ QS-21 (Antigenics, Framingham,
Massachusetts), descritos en la Patente U.S. Namero 5,057,540,
una toxina pertussis (PT), o una toxina labil al calor de E. coli
(LT), particularmente LT-K63, LT-R72, CT-5109, PT-K9/Gl29; ver,
por ejemplo, las Publicaciones de Patentes Internacionales No. WO
93/13302 y WO 92/19265, la toxina de cdlera (en un tipo silvestre
o en un forma mutante, por ejemplo, en donde el &cido glutémico
en la posicién de aminodcido 29 se reemplaza por otro aminoacido,
preferiblemente una histidina, de acuerdo con 1la Solicitud de
Patente Internacional publicada nimero WO 00/18434). Los mutantes
de toxina de célera similares se describen en la Solicitud de
Patente Internacional publicada numero WO 02/098368 (en donde la
isoleusina en la posicién de aminoacido 16 se reemplaza por otro
aminodcido, bien sea solo o en combinacién con el reemplazo de la
serina en la posicién del aminodcido 68 por otro aminoadcido; y/o
en donde la valina en la posiclén de aminodcido 72 se reemplaza
por otro aminodcido). Otros mutantes de la toxina del cdlera se
describen en la Solicitud de Patenten Internacional publicada
nimero WO 02/098369 (en donde la arginina en la posicién de
aminoicido 25 se reemplaza por otro aminoédcido; y/o se inserta un
aminoidcido en la posicién del aminodcido 49; y/o dos aminoacidos

se ingsertan en las posiciones del aminocdcido 35 y 36).

nTpg.



AM101548 82

nn e

Varias citoquinas y linfoquinas son adecuadas para usc como
adyuvantes. Uno de tales adyuvantes es el factor estimulante de
colonia de granulosito-macréfago (GM~-CSF), que tiene una
secuencia de nucleétido como se describe en la Patente U.S,
NGmero 5,078,996. Un pléasmido que contiene GM-CSF cADN se ha
transformado en E. coli y se ha depositado con el American Type
Culture Collection (ATCC), 1081 University Boulevard, Manassas,
VA 20110-2209, bajo Namero de acceso 39900. La citoquina
interleuguina-12 (IL-12) es otro adyuvante que se describe en la
Patente U.S. Numero 5,723,127. Otras citoquinas o linfoquinas se
han mostrado por tener actividad inmuno modulante, que incluye,
pero no esta limitada a, las interleuquinas l-alfa, l-beta, 2, 4,
5 6, 7, 8, 10, 13, 14, 15, 16, 17 y 18, los interferones-alfa,
beta y gama, el factor estimulante de colonia de granulosito, y
los factores de necrosis tumoral alfa y beta, son adecuados para

uso como adyuvantes.

Una composicién de la presente invencién es tipicamente
administrada parenteralmente en formulaciones de dosis unitaria
gue contienen vehiculos, adyuvantes, y vehiculos fisiolégicamente

aceptables no téxicos bien conocidos segin se desee.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, los inyectables
estériles acuosos y las suspensiones de oleaginosas, se formulan
de acuerdo a la técnica conocida utilizando agentes de dispersién
o de humectacién adecuados, y agentes de suspensién. La
preparacién inyectable estéril también puede ser una solucién

inyectable estéril o una suspensién en un diluyente o solvente
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parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una /Zf7

solucién en 1, 3-butanodiol.

Entre los vehiculos y los solventes aceptables que se pueden
emplear estdn el agua, la solucién de Ringer, y la solucién de
cloruro de sodio isotdénica. Ademads, los aceites estériles,
fijados son convencionalmente empleados como un solvente © un
medio de suspensiédn. Para este propésito cualquier aceite fijado
blando se puede emplear incluyendo mono o di glicéridos
sintéticos. Ademis, los &cidos grasos tales como el Aacido oleico

encuentran uso en la preparacién de inyectables.

Los vehiculos preferidos incluyen soluciones salinas neutras
amortiguadas con fosfato, 1lactato, Tris, y similares. Por
supuesto, cuando se administran vectores virales, uno purifica el
vector suficientemente para hacerlo esencialmente libre de
- contaminantes indeseables, tales como particulas de adenovirus
interfirientes defectuosas o endotoxinas y otros pirégenos de tal
forma que este no origine ningunas reacciones no dirigidas en el
individvo que recibe la construccién del vector. Unos medios
preferidos para purificar el vector involucran el wuso de
gradientes de densidad boyante, tales como centrifugacidén por

gradiente de cloruro de cesio.

Un vehiculo también puede ser un liposoma. Los medios para
utilizar los liposomas como vehiculos de suministro son bien
conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Gabizon et al., 1990;

Ferruti et al., 1986; y Ranade, 1989)}.
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Las composiciones inmunogénicas de esta invencién también
comprenden una secuencia de polinucledétido de esta invencién
operativamente asociada con una secuencia regquladora que controla
la expresién del gen. La secuencia de polinucleétido de interés
es trabajada por ingenieria en un vector de expresidén, tal como
un plasmido, bajo el control de los elementos reguladores que
promoveridn la expresién del ADN, esto es, el promotor y/o los
elementos mejoradores. En una modalidad preferida, se utiliza un
promotor/mejorador inmediato-temprano de citomegalovirus humano
(Patente U.S. 5,168,062). El promotor puede ser un especifico de
célula y permitir la trascripeciédn sustancial del polinucleédtido

solamente en células predeterminadas.

Los polinucledtidos de 1la invencién son introducidos
directamente en el huésped y como ADN “desnudo” (Patente U.S.
5,580,859) o formuladas en composiciones con agentes
facilitadores, tales como bupivicaina y otros anestésicos locales
(Patente U.S. 5,593,972) y las poliaminas catibénicas (Patente
U.S. 6,127,170), que se incorporan aqui como referencia en su

totalidad.

En este procedimiento de inmunizacién de polinuclebtidos,
los polipéptidos de la invencién se expresan sobre una base
transitoria in vivo; ningin material genético se inserta o se
integra en los cromosomas del huésped. Este procedimiento debe
ser distinguido de la terapla génica, donde la meta es insertar o

integrar el material genético de interés en el cromosoma. Un
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ensayo se utiliza para confirmar que los polinucleétidos Ot\

administrados mediante inmunizacidén no den origen a un fenotipo

transformado en el huésped {(Patente U.S. 6,168,918).

BH. Usos y Métodos de la Invencibdn

Los polinucleétidos, polipéptidos y los hombélogos de
polipéptido de Staphylococcus epidermidis, descritos aqui se
utilizan en métodos de inmunizacién. Los polinuclebdtidos aislados
se utilizan para expresar los polipéptidos de Staphylococcus
epidermidis (por ejemplo, por via del vector de expresién
recombinante en una célula huésped o en aplicaciones de

inmunizacién de polinucleétido).

Como se describié con detalle aqui en los Ejemplos, el
Staphylococcus epidermidis crecid en la presencia de suero para
estimular la expresién de proteinas y carbohidratos en la pared
celular bacteriana que puede ser significativa para la infeccién
bacteriana sistémica. Como resultado, treinta y dos polipéptidos
y los correspondientes polinucleétidos fueron identificados como
expresados por Staphylococcus epidermidis cuando crecieron en el
70% de suero. Ademds, veinticuatro de estas proteinas se
encontraron que eran reactivas al suero inmune de conejos

infectados con Staphylococcus epidermidis.

Los genes que corresponden a las proteinas expresadas cuando
el Staphylococcus epidermidis crecié en suero fueron clonados y

utilizados para expresar las proteinas recombinantemente. Las
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proteinas recombinantes fueron utilizadas para inmunizar ratones
y veinticinco de veintiséis proteinas indujeron anticuerpos que
reaccionaron con lizados de célula completos de Staphylococcus
epidermidis. Ademas, dieciocho de estos sueros también
reaccionaron con lizados de célula completa de Staphylococcus
aureus. Finalmente, <cuando los ratones inmunizados fueron
inoculados con Staphylococcus epidermidis se encontrdé que once de
las proteinas habian inducido anticuerpos que redujeron la
cantidad de bacterias detectables encontradas en el vaso después

de la inoculacién.

La invencién suministra ademds composiciones inmunogénicas
que comprenden uno o mAs polipéptidos ya descritos, los cuales
tienen una secuencia de aminodcido seleccionada de la SEQ ID NO:
1 a la SEQ ID NO: 32, un equivalente biolbégico de este o un
fragmento de este. La composicién inmunogénica puede comprender
ademas un vehiculeo farmacéuticamente aceptable. En ciertas
modalidades, la composicién inmunogénica comprenderid uno © mas

adyuvantes.

En otra modalidad, la invencién suministra composiciones
inmunogénicas gque comprenden un polinucleétido que tiene una
secuencia de nucleétido seleccionada de uno de la SEQ ID NO: 33 a
la SEQ ID NO: 64, en donde el polinucleétido esta comprendido en
un vector de expresién recombinante. Preferiblemente el vector es
un ADN plasmido. El1 polinuclebtido puede ademds comprender
nuclebtidos heterblogos, por ejemplo, el polinucledbtido esta

operablemente ligado a uno o mas elementos reguladores de
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expresién de gen, y ademids comprende uno o mas adyuvantes. En una
modalidad preferida, la composicidn de polinucleétido
inmunogénica dirige 1la expresién de wuno o mis epitopos

neutralizantes del Staphylococcus epidermidis.

También se suministran métodos para inmunizar un huésped
contra infeccién de Staphylococcus epidermidis. En una modalidad
preferida, el huésped es un humano. Asi, un huésped o sujeto se
le administra una cantidad. inmunizante de una composicidn
inmunogénica que comprende un polipéptido que tiene una secuencia
de aminodcido seleccionada de una de las SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID
NO: 32, un equivalente biolédgico de este o un fragmento de este y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una cantidad inmunizante
de una composicién inmunogénica se determina al desarrollar un
estudio de respuesta a dosis en el cual los sujetos se inmunizan
con cantidades gradualmente crecientes de compesicién
inmunogénica y la respuesta inmune analizada para determinar la
dosis 6ptima. Los puntos de partida del estudio son inferidos de
los datos de inmunizacién en modelos animales. La cantidad de
dosis puede variar dependiendo de las condiciones especificas de
los individuos. La cantidad se determina en ensayos de rutina por

medios conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Una cantidad inmunolégicamente efectiva de la composicién
inmunogénica en un nimero apropiado de dosis se administra al
sujeto para elicitar una respuesta inmune. La cantidad
inmunolégicamente efectiva, como se utiliza aqui, significa la

administracién de esa cantidad a un huésped mamifero

ﬂfﬂlls
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(preferiblemente humano), bien sea en una dosis simple o como
parte de una serie de dosis, suficiente para al menos originar
que el sistema inmune del individuo tratado genere una respuesta
que reduzca el impacto clinico de la infecciédn bacteriana.
Idealmente, el individuo tratado no exhibira las manifestaciones
clinicas méds serias de la infeccién con 1los Staphylococcus
epidermidis o los Staphylococcus aureus. La cantidad de dosis
puede variar dependiendo de las condiciones especificas de los
individuos, tal como la edad y el peso. Esta cantidad se puede
determinar en ensayos de rutina por medios conocidos por aquellos

expertos en la técnica.

Todas las patentes y publicaciones citadas aqui se

incorporan como referencia.

Los siguientes ejemplos fueron llevados a cabo utilizando
técnicas estandar, las cuales son bien conocidas y la rutina de
aquellos expertos en la técnica, excepto donde se describa otra
cosa en detalle. Todos los quimicos fueron obtenidos de Sigma
(Sigma Chemical Co., St. Louls, MO) a menos que se establezca
otra cosa. Los siguientes ejemplos son presentados con propésitos
ilustrativos, y no deben ser considerados de ninguna manera

limitantes del alcance de esta invencidn.

Ejemplo 1

Crecimiento Bacteriano en 70% de Suaro



AM101548 89

Iln4rr!§

Los siguientes ejemplos fueron desarrollados utilizando el
aislado clinico Staphylococcus epidermidis 0-47. La secuencia
genémica no anotada estuvo disponible para este aislado de Incyte
Corporation de Palo Alto, CA. Ver Hellmann, C., et al., Infect
Immun, 64(1l): p. 277-82 (1996). Para estimular la expresién de
las proteinas, que pueden ser clinicamente relevantes a la
patogenicidad, 1los cultivos de las bacterias fueron crecidos
durante toda la noche en un caldo de soya triptico al 100% (TSB)
o en suero de conejo: TSB 70: 30 con agitacién (200 rpm) a 37°C.
El suero de conejo se obtuvo de Life Technologies, Rockville, MD.
Las bacterias se diluyeron de un cultivo toda la noche a un ODgno
~0.1 y crecidos durante 4h hasta una fase de tronco medio. En la
fase de tronco medio, las células se cosecharon mediante
centrifugacién y procesadas adicionalmente como se describidé en

los siguientes ejemplos.

Ejemplo 2
Preparacién de las Fracciones de Pared Celular para

Electroforesis da Gal 2-D

Las paredes celulares del Staphylococcus epidermidis 0-47
que crecieron como se describid en el Ejemplo 1 fueron aisladas y
luego preparadas para electroforesis de gel bidimensional. Los
pelmazos bacterianos fueron resuspendidos en un ODgp =~20 vy
lavados dos veces con vasculacién durante 15 minutos a 4°C
utilizando solucién salina amortiguada con Tris (TBS, 20mM de

Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl). Las proteinas de suero unidas a la
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superficie de las bacterias fueron removidas mediante lavado
durante 15 minutos a 4°C con 20 mM de Tris, pH 8.0 que contiene
NaCl 1M. El crecimiento de las bacterias en TBS se traté de la
misma manera que el crecimiento de las bacterias en suero. Las
bacterias fueron de nueve paletizadas mediante centrifugacién.
Para crear los protoplastos, las bacterias fueron entonces
resuspendidas en ODgyo ~ 40 en TBS que contiene 30% de sucrosa,
100 pg/ml de lisostafin, 10 pg/ml de DNasa, 1 ug/ml de Pefablock
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN}, 10 ug/ml de lisozima y
100 unidades/ml de mutanolisina e incubadas a 37°C durante 1
hora. Los protoplastos resultantes fueron paletizados mediante
centrifugacién a 5000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante
que contiene el material de la pared celular fue decantado. Los
sobrenadantes decantados que contienen las fracciones de la pared
celular fueron suplementados con tabletas inhibidoras de proteaza
Complete Mini (Roche Diagnostics, Indiandpolis, IN) y dializados
durante toda la noche contra agua a 4°C utilizando 10,000 kD de
membrana de didlisis MWCO (Pierce Biotechnology, Inc., Rockford,
IL). Después de la didlisis, las fracciones de la pared celular

fueron congeladas a -20°C.

Luego del aislamiento, las muestras de la fraccién de la
pared celular fueron preparadas para electroforesis de gel 2-D
como sigue: los extractos de la pared celular congelada fueron
descongelados y precipitados con 70% de acetona sobre hielo
durante 4 horas. El precipitado de proteina fue paletizado,
secado en un SpeedVac (Thermo Savant, Holbrook, NY) vy

solubilizado con ReadyPrep (BioRad) SEQUENTIAL EXTRACTION REAGENT

NNaag
/L‘\“\
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3, que contiene 5 M de urea, 2 M de tiourea, 2% (p/v) de CHAPS, /L’\{

2% (p/v) de SB 3-10, 40 mM de Tris y 0.2% de Bio-Lyte 3/10.

Las muestras de fraccién de la pared celular preparadas
fueron cargadas sobre tiras con gradiente de pH inmovilizado de
1l cm (IPG), pH 4-7 (BioRad) al permitirle a cada muestra re-
hidratar una tira de gel durante una incubacién durante toda la
noche a temperatura ambiente. El tamafio de la muestra fue de 250
Bg en un volumen total de 200 pl. Durante la incubacidén durante
toda la noche, las tiras se cubrieron con aceite mineral (BioRad)
para evitar la evaporacién. Luego de completar la rehidratacién
de las tiras, el exceso de aceite mineral se removié sobre papel
de secado que se saturd con agua y las tiras hidratadas fueron
entonces cargadas en un aparato de enfoque isoeléctrico pHaser
(IEF) (Genomic Solutions Inc., Ann Arbor, MI). Las tiras fueron
pre-enfocadas con un limite de corriente de 50 mA/tira con un
voltaje gradualmente creciente de 250 V a 5,000 V. El voltaje se
mantuvo entonces constante a 5,000 V durante para un total de 50
kVh (~16h). El1 SDS-PAGE de segunda dimensién se llevé a cabo
utilizando 12.5% geles premoldeados Criterion (BioRad). Para el
andlisis espectrométrico de masa, los geles fueron teflidos con
tefiido de gel de proteina Sypro Ruby (BioRad) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Se compararon los perfiles del gel bidimensional (2D) de la
pared celular asociada <c¢on proteinas de Staphylococcus
epidermidis crecidos en TSB o suero de conejo 70%. Ver Figura 1.

El crecimiento en suero de conejo al 70% dio como resultado un
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cambico en el perfil de expresién de la proteina de la pared

celular asociada con las proteinas de Staphylococcus epidermidis

que fue fAcilmente detectable en transferencias de tefiido
fluorescente de geles 2D (Figuras 1® y 1B).

Fueron detectadas ocho proteinas mediante tefiido
fluorescente para ser diferencialmente reguladas entre el

Staphylococcus epidermidis crecido en TSB o en la presencia de
suero de conejo. Ver la Tabla 3 y la Figura 1. Lo mas notable fue
el incremento en el tefiido fluorescente de las trazas de tres
proteinas entre 25 kDa y 37 kDa en las células crecidas en suero

al 70% (Figura 1B, manchas e, g y h).

Tabla 3

Lista de Manchas Identificadas"

 ®Mancha # Proteina Método de
8SEQ ID NO: deteccibén
1,2 12 I,s
3 12 1,S
3 19 1,8
4° 11 I,S
4 18 1,8
5-7, 9 11 I,S
8 21
10° 11 I,S
10 18 1,8
10 28 1,S
11 3 I,S
12 10 I,S
13 10
13 26 I,S
14 INGID I,S

N34

116
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15-16 10 I,s
17 25 I
18 4
19 17 IS
19 23 I,s
20-23, 25 17 I,s
24 30 i,s
26 30 1,8
26 8 IS
26 7 IS
27, 30-32 2 I,s
28, 33 22 1S
29 5 I,s
34 13 I,s
35 NGID
36 NGID
37 NGID IS
38 29 I,S
38 3 I,s
39 32 I,s
40 14 S
40 20 S
40 27 S
41 14 S
42 6 I
43 32 S
43 16 S
43 24 S
44 15 S
*Lista de manchas detectadas sobre “blots” 2D
mediante reactividad con suero inmune o unién a

componentes de suero.

PAlgunas manchas que contenian m&s de una proteina.
‘Método por el cual la mancha fue detectada luego de
la transferencia a nitrocelulosa, suero inmune
reactivo

proveniente de conejos infectados, I, o componentes
de suero de unién, S.

9NGID = sin gen en la base de datos.

l?ﬂ:gmz
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Unién del Suero Immune y las Proteinas del Suero Biotinilado a

las Proteinas de la Pared Celular

Después de completar la electroforesis de primera y segunda
dimensién, el contenido de la proteina de 1los geles fue
transferido sobre nitrocelulosa para ensayos de unién.
Especificamente, el contenido de proteina de 1los geles fue
electro blotteado a membranas de nitrocelulosa (BioRad)
utilizando un aparato de bloteo semi~seco (Owl Separations
Systems, Portsmouth, NH) a 12V durante 1 hora..La proteina que
contiene membranas de nitrocelulosa (blots) fue entonces tefiida
con tefiido de blot proteina Sypro Ruby (BioRad) siguiendo las
instrucciones del fabricante y visualizadas en un FluorS Imager
(BioRad). Cada blot fue incubado en un amortigquador de bloqueo
(PBS con 0.05% de Tween 20 y 5% leche seca) durante 10 minutos a
temperatura ambiente y luego incubado durante toda la noche con
una dilucién 1:2000 del suero inmune (Western blot) o 40 ug/ml de
proteinas de suero biotinilado (ver adelante). Luego de 1la
incubacidén durante toda la noche, los blots se lavaron 3x con
amortiguador de lavado (PBS con 0.5% de Tween 20) e incubado con
conjugado de fosfatasa alcalina 1IgG anti-conejo de cabra
(Biosource International, Camarillo, CA) o conjugado de fosfatasa
alcalina de estreptavidina (Biosource) durante 2 horas a
temperatura ambiente en amortiquador de bloqueo. Los blots fueron
de nuevo lavados tres veces con amortiguador de 1lavado Yy
visualizados con un sistema de sustrato de fosfatasa de membrana

BCIP/NBT (KPL, Inc., Gaithersburg, MD). Las fotografias se

1%
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tomaron en FluorS. Todos los andlisis de los geles 2D se

desarrollaron utilizando un software Melanie 3.0.

La concentracién de la proteina se ensayé utilizando un kit

de ensayo de proteina BioRad (BioRad).

Los cambios en el perfil de expresidén de proteina de las
proteinas asociadas a la pared celular fue mAs pronunciada al
considerar los Western blots de las membranas de nitrocelulosa
que contenian las proteinas transferidas de los geles 2D. En los
Weatern blots, las membranas de nitrocelulosa se incubaron con
sueros inmunes agrupados provenientes de conejos repetidamente
infectados con Staphylococcus epidermidis 0-47. Ver Figuras 1C y
1D. Estas proteinas requladas positivamente también fueron
fuertemente inmunoreactivas, sugiriendo que ellas se expresaron
durante la infeccién de los conejos. Cinco de otras trazas o
manchas inmunoreactivas provenientes de las células crecidas en
suero se expresaron a niveles mas bajos o indetectables en las

células crecidas en TSB. Ver Fiqura 1, manchas a, b, c, d y £f.

Ejemplo 4
Anklisis de Proteinas de Suero que Interactian con Proteinas

asociadas a la Pared Celular da Staphylococcus epidermidis

Elusién de las proteinas de suero provenientes de Staphylococcus

epidermidis

flj\q
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Staphylococcus epidermidis 0-47 creci®é en suero de conejo
70% a 37°C a ODgoe ~0.8 y las células se paletizaron. Las células
se resuspendieron en a ODgype ~ 20 y lavadas tres veces con TBS
aunque pivotando a 4°C. Las proteinas de suero unidas fueron
eluidas secuencialmente con 20 mM de Tris, pH 8.0 que contiene
NaCl 0.5 M, NaCl 1.0 M o urea 4.0 M durante 1 hora con pivotando
a 4°C. Las Dbacterias fueron entonces removidas mediante
centrifugacién y recolectado el scbrenadante. Los sobrenadantes
contenian las proteinas de suero eluidas de la superficie de las
bacterias. Las proteinas eluidas bajo diferentes condiciones se
analizaron mediante SDS-PAGE utilizando gradiente 4-20% de geles

Tris-glicina (Cambrex Biosciences Rockland, Inc., Rockland, ME).

Biotinilacién de proteinas de suero

Las proteinas de suero eluidas fueron dializadas durante
toda la noche contra PBS a 4°C. Los IgG fueron reducidos mediante
incubacién durante toda 1la noche con proteina G sefarosa
(Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ) a 4°C. Asumiendo una masa de
proteina promedio de 50 kDa en la fraccién eluida, las proteinas
se marcaron con un exceso 15 molar de EZ-Link® NHS-biotina
(Pierce Biotechnology) durante 1.5 horas a 4°C. La reaccién se
apagé con exceso de glicina y dializé (10,0000 MWCO, Pierce)

durante toda la noche contra PBS.

Identificacién de las Proteinas de Suero Unidas a la Superficie

del Staphylococcus epidermidis
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Las proteinas de suero eluidas de las bacterias bajo estas
condiciones se compararon con SDS-PAGE al suero de conejo normal
y a las proteinas bacterianas eluidas de 1la superficie del
Staphylococcus epidermidis crecido en TSB. Ver Figura 3. Los
amortiguadores que contienen 0.5 de NaCl, 1M de NaCl y 4M de urea
cada uno eluyeron proteinas de suero unidas provenientes de las
células bacterianas. Estas proteinas de suero eluidas representan
un grupco de proteinas eluidas de la superficie bacteriana que es
enriquecida para 1las proteinas de suero. Algunas proteinas
bacterianas estan probablemente presentes en este grupo, sin
embargo ninguna proteina bacteriana detectable por el ensayec de
proteina fueron eluidas del crecimiento de bacterias en TSB.
Aunque algunas bandas de proteina desvanecidas se detectaron
mediante tefiido con plata para ser eluidas de las bacterias
crecidas con el TSB, ellas no correspondieron a las proteinas mds
intensamente teflidas eluidas de la superficie de las bacterias
crecidas en suero. La elusién con NaCl 1M fue la condicién menos
desnaturalizante que la eluida de la mayoria de las proteinas y

se utilizé para eluir las proteinas para los siguientes ejemplos.

Con el fin de identificar las proteinas asociadas a la pared
celular involucradas en los componentes de suero de unién, las
proteinas de suero marcadas con biotina se wutilizaron para
sondear transferencias 2D al incubar una soluciétn de las
proteinas marcadas con proteinas de la pared celular unidas a
nitrocelulosa transferidas de un gel 2D. Para aislar las
proteinas de suero que se unen al Staphylococcus epidermidis, las

bacterias crecidas en 70% de suero de conejo se lavaron con 1M de

nnasg
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NaCl. Las proteinas de suero eluidas se recolectaron y se
dializaron en PBS. Luego, el IgG inmune de ocurrencia natural que
puede estar presente en las proteinas de suero eluidas se
vaciaron mediante incubacién con proteina G sefarosa. La remocién
del IgG reduce la probabilidad de identificar una proteina que es
reactiva con anticuerpos huésped. Las proteinas de suero eluidas
fueron entonces marcadas c¢on biotina como se describiéd
anteriormente y s8e utilizaron para sondear un blot 2D de
proteinas de superficie celular de Staphylococcus epidermidis.
Ver Fig 4A y 4B. Treinta y cuatro manchas y regiones fueron
visualizadas mediante este método y &estidn probablemente
involucradas en la interaccidén de Staphylococcus epidermidis con
las proteinas de suero  huésped. De las 34 manchas
consistentemente encontradas para interactuar con los componentes
de suero todas sino 4 se encontraron que reaccionan con el suero

inmune proveniente de conejos infectados. Ver Fig 2 y Tabla 3.

El crecimiento de Staphylococcus epidermidis en suero tuvo
proteinas de suero unidas a 1las proteinas de la superficie
bacteriana que fueron eluidas con 0.5M y 1M de NaCl. Bajo las
mismas condiciones pocas proteinas de Staphylococcus fueron
eluidas provenientes del crecimiento de bacterias en TSB sin
embargo es posible que 1la proteina de Staphylococcus se
expresaron solamente en suero se eluyan mediante un tratamiento

con alto en sal.

/CCD
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Ejemplo 5
Identificacién de Espectroscopia de Masa de Proteinas Reguladas

Positivamonte de Suaro

Crecimiento bacteriano en 70% de suero se utilizdé en
experimentos y andlisis protedmicos subsecuentes, trabajando bajo
la presuncién de que 1los cambios detectados durante el
crecimiento en el suero pueden reflejar mas precisamente las
alteraciones en la expresién del gen hecho por medio de la
bacteria en respuesta a situaciones ambientales vistas dentro de
un huésped. En los siguientes estudios de espectroscopia de masa,
las proteinas aisladas provenientes de manchas sobre separaciones
de electroforesis de gel 2D se sometieron primero a
espectroscopia de masa tiempo de vuelo. Si se obtuvo una
identificacién positiva, no ambigua, entonces no se requiere
desarrollar un anilisis espectrométrico de masa adicional. Ver
Tabla 4. En el caso donde subsista alguna ambiglledad después de
la espectroscopia de masa de tiempo de wvuelo, tal como cuando
proteinas miltiples resolvieron la misma mancha sobre el gel 2D,
entonces la espectroscopia de masa de electropulverizado se

desarrollé para resolver la ambigiledad. Ver Tabla 4.

Tabla 4

Proteinas Identificadas mediante Espectroscopia de Masa

Proteina ADN Gel 2-D
orf SEQ ID NO: S8EQ ID NO: NGmero de Mancha
121 1 33 38
305 2 34 27, 30-32

N>y
v
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321 3 35 11
3173 4 36 18
554 5 37 29
639 6 38 42
608 1 39 26,
702 8 40 26
793 9 41 39
847 10 42 12, 13, 15, 16
854 11 43 4, 5-7, 9, 10
1015 12 44 1, 2, 3
1069 13 45 34
1238 14 46 40, 41
1382 15 47 44
1405 16 48 43
1450 17 49 19, 20-23, 25
1522 18 50 4, 10
1545 19 51 3
1653 20 52 40,
1690 21 53 8
1703 22 54 28, 33
2006 23 55 19
2180 24 56 43
2214 25 57 17
2482 26 58 13
2580 27 59 40
2649 28 60 10
2653 29 61 38
2736 30 62 24, 26
2907 31 63
2975 32 64 39, 43

Preparaciétn da la Muestra

Antes de desarrcllar la espectroscopia de masa,

las manchas

de proteina blanco se sometieron a una digestiébn triptica en gel.
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Las manchas de proteina se removieron del gel y se cortaron en g
plezas de ~lmm. Las piezas de. gel se lavaron tres veces con 0.2 (CﬂJ
ml de 50% (v/v) de acetonitrilo (Burdick & Jackson, Muskegon, MI)
en 10mM de bicarbonato de amonio (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ)
durante 15 minutos con agitacidédn ocasional. Las piezas de gel se
deshidrataron con acetonitrilo durante 5 minutos, liofilizadas, y
almacenadas congeladas a -20°C. Las proteinas en el gel fueron
entonces digeridas con 50 pl de 12 ng/ml de tripsina modificada
grado de secuenciacién (Promega Corporation, Madison, WI) durante
toda la noche a 37°C. La solucién de tripsina fue entonces
removida y el gel de nuevo deshidratado en 50 pl de acetonitrilo.
El acetonitrilo que contiene péptido fue entonces removido y las
piezas de gel lavadas en 50 pl de acido férmico al 5% (Riedel-de
Ha&n, Seelze, Alemania) durante 15 minutos a temperatura ambiente
en un sonicador de baflo (Branson Cleaning Equipment Co., Shelton,
CT). El1 sobrenadante que contiene el péptido se removié y se
combind con el lavado de acetonitrile inicial. El1 gel fue de
nuevo lavado en acetonitrilo y el sobrenadante combinado con dos
etapas de extraccién previas y secadas en un SpeedVac (Thermeo
Savant) a ~10 pl, luego diluidas a 100 pl con 0.1% (v/v) de Acido
férmico acuoso. La muestra fue entonces cargada sobre una columna
P10 Zip-Tipcie (Waters Corporation, Milford, MA) y eluida en 50 ul
de acetonitrile 50%/4cido férmico 0.1%. Las muestras fueron
transferidas a una placa de acero inoxidable recubierta con
Teflén con 96 X 2 pozos (PerSeptive Biosystems, Framingham, MA)
para el analisis de huella digital de masa sobre el instrumento

MALDI-ToF (Biosystems PerSeptive) puntas de nanopulverizado de
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vidrio (New Objective Inc., Woburn, MA) para ser pulverizadas en

el orificio del espectrémetro de masa con trampa de ién.

Huella Digital de Masa de Péptido Utilizando la Espectrometria de

Masa ToF

Cada muestra se aplicd a la placa, de 96 X 2 pozos de acero
inoxidable, recubierta con Teflén con aplicacién de una capa
delgada de &cido o-ciano-4-hidroxicinamico. Las muestras se les
permitieron secarse a temperatura ambiente. Los datos espectrales
de masa se adquirieron sobre un espectrémetro de masa Voyager DE-
STR MALDI-ToF (PerSeptive Biosystems) equipado con tecnologia de
extraccién retrasada, y un reflector. El espectrémetro de masa
estaba equipado con un laser de nitrégeno a 337 nm y un indice de
ladser de 3 Hz. El voltaje de aceleracidn se ajusto a 20 kV, el
modo de operaciédn (reflector), el modo de extracciédn (retrasado),
polaridad (positiva), voltaje de grilla (65%), indice de voltaje
de espejo (1.12), tiempo de retraso de extraccién (200 nseq),
indice de masa (800-3500 Da), y disparos de laser por espectro

(200) .

Espectroacopia de Masa con Trampa de Ién Manopulverizado Estético

Los datos espectrales de masa se adquirieron sobre un
espectrémetro de masa con trampa de ién cuddruple ThermoFinnigan
LCQ DECA (ThermoFinigan, San José&, CA) equipado con una ilnterfase
de nano-electropulverizado. La interfase de nano-

electropulverizado consistia de una aguja de pulverizado de

NNRey
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silice, ~27 mm de longitud por 120/69 um de OD/ID, di&metro de
orificio 2 pym (New Objective Inc.). La punta del vidrio se monté
sobre un soporte con eje x, y, z (ThermoFinnigan) sostenidos
sobre una base wubicada en el frente del detector del
espectrémetro de masa. Se aplico corriente eléctrica al
recubrimiento estindar de la punta de vidrio para suministrar una
conexidén eléctrica para la interfase de electropulverizado a
través de una conexién de metal sobre la sonda de nanopulverizado
estitica (ThermoFinnigan). El nanopulverizado suministré un flujo

de 20-80 nl/min.

Dos a cinco microlitros del digerido triptico se analizaron
utilizando una punta de vidrio de nanopulverizado dirigida hacia
el orificio del espectrdémetro de masa. Leos andlisis de péptido
fueron conducidos sobre el espectrémetro de masa con trampa de
ién LCQ-DECA (Thermofinnigan) que opera a un voltaje de
pulverizado variable de ~1 kV, y utilizando una temperatura
capilar calentada de 200°C. Los datos ajustados fueron adquiridos
en un modo MS/MS automatizado wutilizando un software de
adquisicién de datos suministrado con el instrumento. El1 método
de adquisicién incluydé una exploracién de 1 MS (400-1800 m/z)
sequido por exploracién MS/MS de los tres iones mas abundantes
superiores en la exploracién MS. La funciédn de exclusién dindmica
se empleo para incrementar el nGmero de iones de péptido que se
analizaron (configuraciones: 3 amu = ancho de exclusién, 0.5
minutos = duracidén de exclusién). El experimento corriente se

analizé en grupos de muestras y en forma manual.
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El anédlisis automatizado de los datos de la huella digital
de masa se desarrolld utilizando MSFIT (Protein Prospector) y
motores de bilisqueda con una base de datos software MASCOT (Matrix
Science) utilizando una base de datos Incyte PathoSeq(c)
Staphylococcus epidermidis 0-47. Los espectros resultantes se
procesaron con correccién de la linea base, remociédn de ruido, y
el pico “de-isotoping” antes de utilizar los motores de bisqueda.
Los parametros de biisqueda de la base de datos se ajustaron en
los siguientes niveles: MW (1000 - 150 kDa), pl (3-10), Digestién
(tripsina), nOmero max. de clivajes perdidos (2), pfactor de
clivajes perdidos (0.4), modificacién estatica (cisteina
modificada mediante acrilamida), Terminal N (hidrdégeno), Terminal
C (4cido 1libre), mods variable (oxidacién de metionina,
acetilacién N-terminal, fosforilaciébn de cerina, treonina, vy
tirosina), masa (monoisotépica), nimero minimo de péptidos
requerido para coincidencia (4) con una tolerancia de masa de 300
ppm, y la aplicacidén de la calibracién iterativa (Intelcast) con

una tolerancia de masa de 15 ppm.

Las identificaciones de proteina se determinaron mediante
una calificaciétn MOWSE y una calificacién de 95% de confianza

mediante MS-FIT y MASCOT respectivamente.

Los anAlisis automatizados de los datos MS/MS se
desarrollaron utilizando SEQUEST incorporated en el paquete de
andlisis de datos Finnigan Bioworks (ThermoFinnigan). Ver Eng,
J.K., et al., J Amer Soc Mass Spec, 5(11): p. 976-89 (1994). las

siguientes modificaciones variables se permitieron en el

- ﬂfr$q3
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software: modificacién de cisteina acrilamida y oxidacién de
metionina. Los parametros de blGsqueda se ajustaron en las
siguientes designaciones: rango de masa (400-3500 Da), seflal MS

de intensidad inferior (le *%),

tolerancia de péptido (2.0 Da),
nimero min. de iones fragmento (15), nimero min. de exploraciones
en un grupo (1), y nimero miximo de clivajes perdidos (2). Todas

las identificaciones de proteina se verificaron manualmente para

precisién.

Identificacién de Proteinas mediante Espectromatria de Masa.

Las manchas se detectaron consistentemente en ambas
transferencias fluorescente e inmunotefiido del crecimiento de
Staphylococcus epidermidis en 70% de suero, fueron calculadas y
marcadas para identificacién mediante espectroscopia de masa. Ver
Figuras 2A y 2B. Un total de 40 manchas inmunoreactivas se
cortaron y se sometieron a andlisis espectrométrico de masa para
identificacién. Ver Tabla 4. Las secuencias de proteina completas
se muestran en la lista de secuencia (SEQ ID NO:1-32). Las
manchas de gel que contienen proteina se cortaron de un gel e
identificadas mediante un andlisis de huella digital de masa
utilizando MALDI-ToF seguido por la blisqueda de una base de datos
Incyte PathSeq{c) Staphylococcus epidermidis 0-47 para 1la
correspondiente regién codificante. Ver Tabla 4. Las manchas con
golpes de proteina miltiple o sefiales cuestionables se analizaron
adicionalmente utilizando un nanopulverizado estatico. Un total
de 32 proteinas se identificaron, conteniendo algunas manchas més

de una proteina. Ver las Tablas 3 y 4. Veinticuatro de 1las

ﬂl]Qih%
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proteinas identificadas fueron inmunoreactivas, y 26 unidas a
componentes de suero y 20 de 1las proteinas fueron ambas
inmunoreactivas y unidas a suero. Este largo traslapo fue
esperado, en razdén a que la mayoria de las proteinas sobre la
superficie del Staphylococcus epidermidis involucradas en la
unién a los factores de suero elicitarian probablemente una

respuesta inmune.

Seis proteinas estuvieron consistentemente presentes en las
manchas de inmunotefiido, pero ninguna de las manchas
correspondientes estaba visiblemente presente sobre las
transferenclas de tefildo fluorescente. Ver Figura 2B, circulos
blancos y flecha. Aunque estas proteinas fueron probablemente
expresadas durante una infeccidén y elicitaron una respuesta
inmune ellas no se expresan en niveles que permiten su deteccién
mediante teflido de proteina fluorescente bajo las condicicnes

utilizadas en estos experimentos.

Ejemplo 6

Prediccidén de la Funcién de la Proteina

La funcién predicha de 1las proteinas se determiné por
comparacién con los homélogos del genoma completo del ATCC12228.
Ver Zhang, Y.Q., et al., Mol Microbiol, 49(6), p. 1577-93 (2003).
Las funciones predichas mostradas en la Tabla 5, se atribuyen a
los ORF respectivos por las publicaciones anteriores que

involucran la proteina especifica o por la homologia a las

lh?qqs
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previamente caracterizadas que

organismos.

Tabla S

ocurren

en otros

Funciones Predichas de las proteinas de §. epidermidis

Mancha # *Funcién Predicha Proteina "Método
de
SEQ ID deteccién
NO:

1,2 dihidrolipoamida deshidrogenasa 12 '

3 " 12 I,S

glutamato-l-semialdehido 2,1~

aminomutasa 19 r
4 enolasa 11 r
Factor de elongacién TU (EF-TU) 18 '

5-7, 9 enolasa 11 I,s
8 Fosfogluconato deshidrogenasa 21 I
10 enolasa 11 '
Factor de elongacién TU (EF-TU) 18 ’
Na+/H+ antiportero 28 ‘

11 alanina deshidrogenada 3 I,s

gliceraldehido-3-fosfato deshidro

12 (GAPDH) 10 I,sS
13 " " ’
Factor de elongacién (EF-TS) 26 I,

14 No coincide i,s

gliceraldehido-3-fosfato deshidro

15-16 (GAPDH) 10 I,S

17 acetil-CoA C-acetiltransferasa 25 I
18 cistationina gama-sintasa 4
19 lipoproteina que une ferricromo 17 ’
oligopéptido permeasa 23 ’
20-23,
25 lipoproteina que une ferricromo 17 I,S
24 fructosa-bifosfato aldolasa 30 IS

. HHN::’JJ\



AM101548 108

26 w " I,s
Proteina hipotética 8 I,S
Proteina hipotética 7 I,s
27, 30-
32 Lipoproteina (SitC) 2 IS
28, 33 Lipoproteina que une aminodcido 22 I,S
Hexulosa-6-fosfato sintasa
29 putativa 5 I,s
34 Lipoato ligasa 13 I,S
35 no coincide
36 no coincide
37 no coincide IS
38 Antigeno inmunodominante A 29 IS
Proteina putativa 1 LS

Proteina que une matriz

extracelular
39 (Embp) 32 I,S
40 Cisteina sintasa 14 S

Homélogo de Fructosa-bifosfato

aldolasa 20 S
Tioredoxina reductazo 27 S
4] Cisteina sintasa 14 S
42 Transaldolasa putativa 6 I
Proteina que une matriz
extracelular
43 (Embp) 32
Transquetolasa 16
Proteina hipotética 24 S
Subunidad de glutamil-tARNGIln
44 amidotransferasa 15 S

®*L.a funcién predicha de las proteinas se determino por
comparacién con los homélogos del genoma completo del ATCC12228,.
bMétodo mediante el cual la mancha se detecté luego de la
transferencia a nitrocelulosa, suero inmune reactivo proveniente
de conejos infectados, I, o componentes de suero de unién, S.

Como se discutié anteriormente, el perfil de expresién de

las proteinas asociadas a la pared celular de Staphylococcus
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epidermidis 0-47 crecidas en suero de conejo al 70% se analizaron ’17517
mediante electroforesis de gel 2D. El1 perfil de la expresién
total en el suero se determino por ser significativamente
diferente de aquel que ocurre luego del crecimiento en TSB.
Numerosas proteinas que fueron reguladas positivamente durante el
crecimiento en suero se identificaron mediante espectroscopia de
masa y sus funciones predichas mediante comparacién de secuencia.
Ver Tabla 5. las tres proteinas predichas por estar involucradas
en la adquisicién de nutriente, 305, 1450, y 1703 se
incrementaron significativamente. Ver Tablas 4 y 5. Todas las
tres proteinas forman vetas a través del gel. Ver Figura 4. Sin
querer estar ligado por la teoria, esto puede ser la consecuencia
de isdémeros de carga miltiple, o relacionados a su composicién de
lipoproteina predicha. Adicionalmente, todas las tres proteinas
son altamente reactivas con inmunosuero proveniente de conejos
infectados con Staphylococcus epidermidis 0-47 que sugieren que
estas proteinas también son expresadas en el huésped durante una
infeccién. Ver Figura 2 y Tabla 5. En total, 24 de estas
proteinas se identificaron como reactivas con suero inmune
proveniente de conejos infectados. No solamente son estas
proteinas expresadas durante el crecimiento en el suero, sino que
ellas también elicitaron una respuesta inmune en un animal
infectado. Ver Ejemplo 8. Tomados juntos, estos datos sugieren
que estos antigenos son todos expresados durante una infeccién.
La expresién de los transcriptos provenientes de estos ORF dentro
del torrente sanguineo de un ratén infectado se confirmé mediante
RT-PCR para todas las proteinas identificadas (datos no

mostrados).
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Ejemplo 7

Clonacién y Expresién de Proteinas Recombinantas

Los genes fueron clonados utilizando iniciadores disefiados
con base en las proteinas identificadas mediante espectrometria
de masa de las proteinas expresadas y de la base de datos de
Staphylococcus epidermidis 0-47. Los genes individuales se
amplificaron mediante reaccién de cadena de polimerasa (PCR)
utilizando polimerasa Pfu Turbo ADN (Stratagene, La Jolla, CA) y
los sobrecolgantes de adenina se agregaron con una polimerasa Tag
ADN (Roche Diagnostics). Los productos de reaccién fueron
clonados en pCRT7/NT-TOPO o pBAD/TOPOThio (Invitrogen, Carlsbad,
CA) siguiendo las instrucciones del fabricante y transformadas en
E. coli Topl0 (Invitrogen). Los clones positivos se detectaron
mediante PCR de colonia utilizando el mastermix ReddyMix PCR
(ABgene, Rochester, NY) y secuenciadas para asegurar dque no
surgieran mutaciones espurias. Los plasmidos provenientes de los
clones pCRT7 se purificaron y transformaron en E. coli BL21
(DE3) (Invitrogen) para expresién utilizando la polimerasa T7. Las
proteinas se expresaron mediante crecimiento de 1los clones
positivos en caldo de HySoy (1% HySoy, Queso Intl, Stockbridge,
GA), 0.5% de extracto de levadura, 100 mM de NaCl, 50 mM de
NaHPO~7H20, 40 mM de NaH,PO4~H20) suplementado con 100 ug/ml de
ampicilina a 37°C con agitacién (200 rpm) hasta ODgp ~ 1.0. La
expresién de la proteina se indujo con 1 mM IPTG (pCRT7) o 0.2%
de arabinosa (pBAD} y 1los cultivos crecieron unas 3 horas

adicionales. Las células fueron luego cosechadas mediante
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centrifugacién y la expresiétn se evalué mediante SDS-PAGE de
lisados de célula completa. n"Q€1rS;

Purificacién de las Proteinas Recombinantas

Los glébulos de célula fueron suspendidos en 100 ml de TBS
(20 mM Tris, pH 8.0, 150 mM de NaCl) y lisados mediante un pasado
a través de una célula de presiétn Francesa (SLM-Aminco,
Rochester, NY). Las muestras fueron entonces separadas en una
fraccién soluble o] en un glébulo insoluble mediante
centrifugacién a 10,000 x g durante 10 minutos. La localizacién
de proteina recombinante se evaludé mediante SDS-PAGE. Si una
proteina recombinante estaba en una fraccién soluble, entonces la
proteina se cargdé en la resina de agarosa de &cido iminodiacético
cargada con Ni ?*. Ver Tabla 6. Luego, la columna se lavé con 30
mM de imidazol en TBS. lLas proteinas unidas se eluyeron con 300
mM de imidazol en TBS. Si se requeria una etapa de purificacién
adicional, las proteinas se dializaron en 20 mM de Tris, pH 8.0,
que contiene 50 mM de NaCl, 1 mM de EDTA y cargadas sobre una
columna empacada con resina POROS-Q (Applied Biosaystems, Foster
City, CA). lLas proteinas unidas se eluyeron con un gradiente de
50 mM a 500 mM de NaCl en 20 mM de Tris, pH 8.0, 1 mM de EDTA.
Las fracciones que contienen 1la proteina de interés se
determinaron mediante SDS-PAGE y se congelaron a

-20°C.

Si se encontrdé una proteina recombinante en la fraccién

insoluble, entonces la fraccién insoluble se traté con 100 ml de
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Tritén X-100 1% en TBS durante 4 horas a 4°C. Ver Tabla 6. Las /ff)
proteinas insolubles se paletizaron mediante centrifugacidn y el
sobrenadante se descarté. El1 glébulo insoluble se extrajo luego
con 100 ml de uvrea 8 M en TBS durante al menos 8 horas a
temperatura ambiente. Los desechos insolubles se peletizaron y la
proteina se purificé como anteriormente excepto que todos los
amortiquadores contenian urea 2M. Luego de la purificacién el
Trit6bn X-100 se agregé a la concentracidédn final de 0.1%. lLas
proteinas fueron entonces dializadas en TBS que contiene el 0.1%

de Tritén y almacenadas a -20°C.

Se desarrolld cromatografia liquida utilizando un explorador
AKTA (Amersham-Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). Todos los SDS-
PAGE fueron desarrollados utilizando un gradiente 4-20% de geles

de Tris-glicina (Cambrex).

Tabla 6

Solubilidad de la Proteina Recombinante

Proteina Localizacién de la Proteina Recombinante
rf SEQ ID NO: Fraccién Soluble Fraccion Insoluble
121 1 X
305 2 X
321 3 X
373 4 X
554 5 X
639 6 X
608 7 X
702 8 X
793 9 X
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847 10 X
854 11 X
1015 12 X

[ 1069 13 X
1238 14 X
1382 15 X
1405 16 X
1450 17 X
1522 18 X
1545 19
1653 20 X
1690 21 X
1703 22 X
2006 23 NT
2180 24 X
2214 25 X
2482 26
2580 27
2649 28 X
2653 29 X
2736 30 X
2507 31 NT
2975 32 NT

X indica que la proteina se encontré en esa fracciédn. NT indica

no ensayado.
Ejemplo 8
. Composiciones Inmunogénicas que Utilizan Proteinas de

Staphylococcus epidermidis Recombinantas

Ratén es Balb/C hembra de cuatro semanas {Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) se inmunizaron a 1las 0,3 y 6
semanas con 10 pg de proteina recombinante formulada con 20 ug de

. STIMULON™ (QS-21 mediante inyeccién subcuténea. Los ratones

fueron sangrados a la semana 0 antes de la primera inmunizacién y
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2 la semana 8. Dos dias luego del sangrado final, los ratones
fueron inoculados mediante inyeccién intraperitoneal de 5 x 10°
cfu de Staphylococcus epidermidis 0-47 que crecieron durante toda
la noche en una agar de sal Columbia (agar Columbia 1lx, 0.l1l% de
glucosa, 1% de extracto de levadura, 0.5% de NaCl). Veinticuatro
horas luego de la inoculacidén, los ratones se sacrificaron y las

bacterias se enumeraron en el vaso y en la sangre.

Inmunizacién Activa de ratones con proteinas recombinantas

Veintisiete orfs que codifican las proteinas que se unen a
suero o las inmunoreactivas fueron clonadas del Staphylococcus
epidermidis 0-47 y las proteinas recombinantes se expresaron en
E. coli con una etiqueta de hexahistidina (la etiqueta His se
utilizé come un asunto de convenlencia; una composicién
inmunogénica de esta invencién contendria proteinas expresadas en
la etiqueta His). Ver Tabla 7. Estas proteinas fueron purificadas
utilizando una columna de quelato de Ni seguida por una
cromatografia de intercambio de ién. Los tres orf clonados
restantes (2006, 2975 y 2907) se clonaron pero no Se expresaron a
niveles suficientes para purificacién. Los ratones Balb/C se
inmunizaron a las 0,3 y 6 semanas con proteinas recombinantes
individuales. Los animales fueron sangrados en las semanas 0 y 8
e inoculados (i.p.) a la semana 8 con Staphylococcus epidermidis
0-47. Veinticuatro horas luego de la inoculacién, los animales
fueron sometidos a eutanasia y el numero de bacterias presentes
se enumeraron en la sangre y en el vaso. Esta seleccidn inicial

de los candidatos a composicién inmunogénica se desarrollaron en

5
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grupos de 5 animales para posibilitar la seleccién de las
numerosas proteinas. Los datos resultantes no son
estadisticamente significativos pero ellos suministran
informacién valiosa del potencial de la composicién inmunogénica
de un gran numero de candidatos. Ocho de las veintisiete
proteinas recombinantes redujeron el nimero de bacterias
recuperadas del vaso y/c la sangre por un log o mas. Ver Tabla 7

(NT = no ensayado).

Tabla 7

Reduccién en Conteos Bacterianos Luego de la Inmunigzacién

Proteina Reduccién de log CFU

Oorf SEQ ID NO: Baxo Sangre
121 1 NT NT
305 2 0.8 1
321 3 0 1
373 4 0 0
554 5 0.5 0
639 6 0 0
608 7 0.5 0
702 8 0 0
793 9 NT NT
847 10 0 0
854 11 1.5 0.7
1015 12 0 0
1069 13 1.1 0
1238 14 1 0.8
1382 15 0 0
1405 16 0 0
1450 17 0 0
1522 18 0 0

an$41?.
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1545 19 0 0
1653 20 1 0
1690 21 0 0
1703 22 2 0
2006 23 NT NT
2180 24 0 0
2214 25 1.2 0.9
2482 26 0
2580 27 0
2649 28 0.9 0
2653 29 0
2736 30 0
2907 31 NT NT
2975 32 NT NT

NT indica no ensayado.

El suero obtenido de los ratones inmunizados se evaludé para
la reactividad del anticuerpo a las proteinas bacterianas. Ver
Tabla 8. Veintitrés o veinticuatro sueros inmunes ensayados
reaccionaron con las proteinas nativas, determinadas mediante los
western Dblots de los 1lisados de célula completos de
Staphylococcus epidermidis que crecieron a la fase log media en

suero de conejo. Ver Tabla 8 (NT = no ensayado)

Tabla 8

Reactividad de Anticuerpo a Proteina de Staphylococcus

Proteina Reactividad de Anticuerpo a Proteina de
Staphylococcus
Orf SEQ ID NO: 8. epidermidis 8. aureus
121 1 NT NT
305 2 + +
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321 3 + - ,L’
373 4 + NT
554 5 - NT
639 6 + -
608 7 + +
702 8 + +
793 9 + +
847 10 + +
854 11 +

1015 12 + +
1069 13 + +
1238 14 + NT
1382 15 + +
1405 16 + +
1450 17 + +
1522 18 + +
1545 19 + +
1653 20 + NT
1690 21 + +
1703 22 + +
2006 23 NT NT
2180 24 NT NT
2214 25 + +
2482 26 + +
2580 27 + NT
2649 28 + +
2653 29 - NT
2736 30 + +
2907 31 NT NT
2975 32 NT NT

NT indica no ensayado.

Como se muestra en la Tabla 8,

muchos de los animales

inmunizados con antigenos de Staphylococcus epidermidis también

desarrollaron respuestas a anticuerpos a Staphylococcus aureus,.
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Por lo tanto, las composiciones inmunogénicas contra los IlpiiJ
antigenos de Staphylococcus epidermidis podrian ser efectivas en
. el tratamiento o prevenciédn de Staphylococcus aureus asi como

también Staphylococcus epidermidis. Ver Tabla 8.

Un subconjunto de las proteinas recombinantes utilizadas en
las composiciones inmunogénicas anteriores,_ fueron utilizadas
para inmunizar grandes grupos de ratones. Los grupos de 10

. ratones Balb/C hembras (4 semanas de edad) se inmunizaron

. mediante inyeccidédn subcuténea con solucidn salina o 10 pg de
antigeno con 20 pg de STIMULON™ QS-21 como adyuvante. Dos semanas
luego de la (ltima inmunizacidén, los ratones se inocularon con ~5

x 10° cfu de S. epidermidis 0-47 mediante inyeccién
intraperitoneal. Veinticuatro horas después de la inoculacién,

» las bacterias se enumeraron en la sangre y el vaso. Ver Tabla 9.

La reduccién en el log CFU se determindé comparada con un control

de STIMULON™ QS-21 en solucién salina. Los datos se analizaron

mediante el ensayo T de student con valores p de '0.05 o “"0.01.

Tabla 9

Proteinas Utiliszadas en Composiciones Inmunogénicas

REDUCCION DE LOG CFU
Oxf Bazo Sangre
305 0.5
321 0.7 1.27
554 —
608 0.3
, 793 0.7
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854 0.9
1069 1.6
1238 1.2 1.2
1653 0.4
1703 0.8
' 2214 1.4
2649 1.2

p—-valor < 0.05

“p-valor < 0.01
Las proteinas de Staphylococcus epidermidis mostradas en la
Tabla 9 mostraron la mads grande efectividad cuando se utilizaron
. en composiciones inmunogénicas que redujeron la severidad de una

infeccién bacteriana luego de una inoculacién subsecuente.

Ejemplo 9

Protecoién de la Inoculacién con Staphylococcus aureus luego de

' la Immunizacién con Proteinas de Staphylococcus epidermidis

Como se sugirié mediante los datos de unién del anticuerpo

en el ejemplo 8, (Tabla 8), las composiciones inmunogénicas

contra los antigenos de Staphylococcus epidermidis podrian ser

efectivas en el tratamiento o prevencién de Staphylococcus

- aureus. Por lo tanto, se desarrollé una inoculacidén utilizando
Staphylococcus aureus luego de la inmunizacién con composiciones

inmunogénicas de antigenos de Staphylococcus epidermidis.

Ratones CD-1 hembra de cuatro semanas de edad (Charles River
Laboratories, Wilmington, MA) se inmunizaron a las 0,3 y 6

* gemanas con 10 pg de proteina recombinante en 20 pg de STIMULON™
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QS-21 mediante inyeccién subcutédnea. Los ratones fueron sangrados \)}x
en la semana 0 antes de la primera inmunizacién y a la semana 8. /1/

Dos dias luego del sangrade final los ratones fueron inoculados
mediante inyeccién intraperitoneal de 3 x 10° cfu de S. aureus
" Reynolds crecido durante toda la noche en un agar de sal Columbia
(agar Columbia 1x, 0.l1% glucosa, 1% extracto de levadura, 0.5% de
NaCl). Veinticuatro horas luego de la inoculacién, los ratones se

sacrificaron y las bacterias se enumeraron en el rifién.

Tabla 10

Inoculacién con Staphylococcus aursus

Proteina Funcién Reduceién
ORF SEQ ID NO: Predicha CFU
2653 29 inmunodominante Ag A 0.9 log
321 3 alanina deshidrogenasa 0.7 log
1015 12 dihidrolipoamida .

. deshidrogenasa ninguno
608 7 desconocido 0.6 log
1069 13 lipoato ligasa 1.7 log
639 6 hipotético ninguno

Comoc se muestra en la Tabla 10, ciertos antigenos de
Staphylococcus epidermidis fueron efectivos en inducir
'anticuerpos que reconocieron y se unieron a Staphylococcus
aureus. Ademds, los anticuerpos inducidos tenian el efecto
benéfico de reducir el nivel de bacterias enumeradas después de

una inoculacidén con Staphylococcus aureus.
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La identidad porcentual de la secuencia de aminodcido de los
antigenos de polipéptido de Staphyleococcus epidermidis de la SEQ
ID NO:1 a SEQ ID NO:32 se compararon con la secuencia de
aminodcido de sus hombélogos provenientes de Staphylococcus

" aureus. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11
Identidad entre Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus

Polipéptido | % Identidad con Homblogo
Orf SEQ ID NO: en S. aureus
121 1 33%
305 2 76%
321 3 85%
373 4 8l%
554 5 87%
] 639 6 62%
608 1 89%
702 8 97%
793 9 23%
847 10 95%
854 11 94%
1015 12 96%
1069 13 82%
1 1238 14 94%
1382 15 93%
1405 16 82%
1450 17 71%
1522 18 96%
1545 19 91%
1653 20 95%
1690 21 89%

nn
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1703 22 B2%
2006 23 90%
2180 24 B7%
2214 25 73%
2482 26 91%
' 2580 27 91%
2649 28 78%
2653 29 62%
2736 30 92%
2907 31
2975 32 32%
La homologia se determiné entre las secuencias de
polipéptido
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REIVINDICACIONES:

LO QUE SE REIVINDICA ES:

Una composicién inmunogénica que comprende un polipéptido
gue tiene una secuencia de aminoacido seleccionada de una o
mis de las SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32, un equivalente

bioldgico de este, o un fragmento de este.

La composicidén inmunogénica de la reivindicacién 1, en donde
el polipéptido es inmunoreactivo con los anticuerpos en el

suero de conejos infectados con Staphylococcus epidermidis.

La composicién inmunogénica de la reivindicacién 1 o 2, en
donde el polipéptido se une a una o mids de las proteinas de

suero de conejo.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mids de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende

adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualguiera o
mids de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende

adicionalmente uno o mas adyuvantes.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mAs de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el polipéptido

se deriva de Staphylococcus epidermidis.
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11.

12.

13.
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La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el polipéptido

comprende adicionalmente aminodcidos heterdlogos.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mds de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el polipéptido

es un polipéptido de fusién.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mds de las reivindicaciones 1 a 8, en donde el polipéptido

es un polipéptido recombinante.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mids de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el polipéptido

se aisla de Staphylococcus epidermidis.

La composicién inmunogénica de acuerde a una cualquiera o
mAs de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el polipéptido
comprende un epitopo neutralizante de Staphylococcus

epidermidis.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el polipéptido

es una lipoproteina.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o

mids de las reivindicaciones 1 a 12, dicha composicidn

2
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comprende adicionalmente un antigeno de polisacidrido de

Staphylococcus epidermidis.

14. La composicién 1nmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicaciones 1 a 13, dicha composicién
comprende adicionalmente un polisacidrido o antigeno de

polipéptido de Staphylococcus aureus.

15. La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el polipéptido
comprende una secuencla de polipéptido de Staphylococcus
epidermidis seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, y SEQ ID NO: 30, un

equivalente biolégico de este, o un fragmento de este.

16. La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el polipéptido
se codifica por wun polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtido que tiene al menos aproximadamente
95% de identidad <con una secuencia de nucleétido
seleccionada de una de las SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64

o una variante degenerada de éstos, o un fragmento de éstos.

17. La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicacicnes 1 a 16, en donde el

polinucleétido se deriva de Staphylococcus epidermidis.
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18.

19.

20.

21.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mas de las reivindicaciones 1 a 17, en donde la secuencia de
polinucleétido de Staphylococcus epidermidis se selecciona
del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42,
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 50,
SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 58,
SEQ ID NO: 59, y SEQ ID NO: 62, o una variante degenerada de

este, o un fragmento de este.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mids de las reivindicaciones 1 a 18, en donde el
polinucleétido comprende adicionalmente nucleétidos

heterélogos.

Una composicién inmunogénica que comprende un polinucleétido
que tiene una secuencia de nucledétidos seleccionada de una
de la SEQ ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64, una variante
degenerada de éstos, o un fragmento de éstos y esta

comprendida en un vector de expresién.

La composiciédn inmunogénica de la reivindicacién 20, en
donde la secuencia de polinucleétido de Staphylococcus
epidermidis se selecciona del grupo que consiste de la SEQ
ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ
ID NO: 46, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ
ID NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, y SEQ ID NO: 62, o

una variante degenerada de este, o un fragmento de este.

el

nn-;.;s
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22.

23.

24,

" 25,

26.

27.

28.
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La composicién inmunogénica de la reivindicacién 20 o 21, en

donde el vector es un ADN de plésmido.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mis de las reivindicaciones 20 a 22, en donde el

polinucleétido es un polinucleétido recombinante.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mids de las reivindicaciones 20 a 23, en donde el

polinuclebétido se deriva de Staphylococcus epidermidis.

La composicién inmunogénica de la reivindicacién 24, en

donde el polinucledtido comprende nucledétidos heterédlogos.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mds de las reivindicaciones 20 a 23, en donde el
polinucleétido esta operativamente 1ligado a uno o mas

elementos requladores de expresién de gen.

La composicién inmunogénica de la reivindicacién 24, en
donde el polinucleétido dirige la expresiétn de un epitopo

neutralizante de Staphylococcus epidermidis.

La composicién inmunogénica de acuerdo a una cualquiera o
mids de las reivindicaciones 20 a 23, que comprende

adicionalmente un agente que facilita la transfeccién.
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«.29. La composicién inmunogénica de la reivindicacién 28, en
donde dicho agente que facilita 1la transfeccién es

bupivicaina.

30. Un método para inducir una‘ respuesta inmune contra
Staphylococcus epidermidis que comprende administrar a un

. mamifero una cantidad inmunogénica de una composicién que
comprende: un polipéptido que tiene una secuencia de
aminodcido seleccionada de uno o mds de la SEQ ID NO: 1 a la

SEQ ID NO: 32 o un equivalente biolégico de este, o un
fragmento de este, y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

31. El métocdo de la reivindicacién 30, en donde el polipéptido

comprende adicionalmente aminoacidos heterélogos.

32. -El método de la reivindicacién 31, en donde el polipéptido

es un polipéptido de fusién.

33. El1 método de la relvindicacién 30, que comprende

adicionalmente un adyuvante.

34. El método de la reivindicacién 30 o 31, en donde el

polipéptido es un polipéptido recombinante.

35. Un método para inducir wuna respuesta inmune contra
Staphylococcus epidermidis que comprende administrar a un

mamiferc una cantidad inmunogénica de una composicién que
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36.

37.

38.

39.

. 40.

41.

42.

ﬂnq.q.a
comprende: un pollinucleétido que tiene una secuencia de

nucledétido seleccionada de uno o mads de la SEQ ID NO: 33 a
la SEQ ID NO: 64, una variante degenerada de este, un

fragmento de este y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El método de la reivindicacién 35, que comprende

adicionalmente un vector.

El método de la reivindicacién 35, en donde el vector es un

ADN de plasmido.

El método de la reivindicacién 35, en donde el

polinuclebétido es un polinucleédtido recombinante.

El método de la reivindicacién 35, en donde el
polinucleétido comprende adicionalmente nucleétidos

heterélogos.

El método de la reivindicacién 35, en donde el
polinucleédtido esta operativamente ligado a uno o mds de los

elementos reguladores de expresidédn de gen.

El método de la reivindicaciébn 35, que comprende

adicionalmente un adyuvante.

El método de 1l1la reivindicacién 35, en donde dicha
composicién comprende adicionalmente un agente facilitador

de transfeccién.

P
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43.

441.

45.

+ 46.

El método de la reivindicacién 42, en donde dicho agente

facilitador de transfeccidén es bupivicaina.

Un método para 1inducir una respuesta inmune contra
Staphylococcus aureus que comprende administrar a un
mamifero una cantidad inmunogénica de una composicién que
comprende: una secuencia de polipéptido de Staphylococcus
epidermidis selecclonado del grupo que consiste de la SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, y SEQ ID NO: 30, un

equivalente bioldgico de este, o un fragmento de este.

Un método para inducir wuna respuesta inmune contra
Staphylococcus aureus dque comprende administrar a un
mamifero una cantidad inmunogénica de una composicién que
comprende: una secuencia de polinucleétido de Staphylococcus
epidermidis seleccionada del grupo que consiste de la SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID
NO: 46, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID
NO: 55, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, y SEQ ID NO: 62, o una

variante degenerada de este, o un fragmento de este.

Un método para la deteccién y/o identificacién de
Staphylococcus epidermidis en una muestra biolégica que

comprende:

ﬂt)qﬂ1}

AP
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(b)

47. Un
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poner en contacto la muestra c¢con una sonda de
oligonucleétido de un polinucledétido que comprende la
secuencia de nucleétido seleccionada de una de la SEQ
ID NO: 33 a la SEQ ID NO: 64, o una variante degenerada
de este, o un fragmento de este, bajo condiciones que

permitan la hibridizacién; y

detectar la presencia de complejos de hibridizacién en
la muestra, en donde los complejos de hibridizacién
indican la presencia de Staphylococcus epidermidis en

la muestra.

método para la deteccitn y/o identificacién de

anticuerpos para Staphylococcus epidermidis en una muestra

biolégica que comprende:

(a)

(b)

poner en contacto la muestra con una polipéptido que
comprende una secuencia de amincdcido seleccionada de
una de la SEQ ID NO: 1 a la SEQ ID NO: 32, o un
equivalente biolbégico de éstos, o un fragmento de
éstos, bajo las condiciones que permitan la formacién

de complejos inmunes; y

detectar la presencia de complejos inmunes en la

muestra, en donde los complejos inmunes indican la

presencia de Staphylococcus epidermidis en la muestra.

,Lbﬁ
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48. Una composicién de acuerdo a una cualgquiera de 1las /L‘)L

' reivindicaciones 1 a 29 para uso en un método para inducir

una respuesta inmune contra Staphylococcus epidermidis.
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RESUMEN Nnaa,

La presente invencién se relaciona con composiciones
inmunogénicas, que comprenden polipéptidos aislados de
Staphylococcus epidermidis. La invenciédn también se relaciona con
polinucleétidos que codifican los polipéptidos de Staphylococcus
epidermidis y su uso en composiciones inmunogénicas. Ademés, 1la
. invenciédn se relaciona con métodos para inducir una respuesta
inmune en mamiferos contra Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus aureus que utilizan composiciones inmunogénicas de
los polipéptidos y polinucleétidos de Staphylococcus epidermidis.
La invenci6én también se relaciona con los métodos para detectar

Staphylococcus epidermidis en una muestra biolégica.
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CORREA ORDONEEZ ALVARO
Apoderado(a) y/o Representante de
WYETH

REFERENCIA Radicacién No.

Bolicitud internacional
Fecha inicio fase n:_aciona.‘l.

Trémite
Evento
Actuacisn
Oficlio No.
Folios

07 39070
PCT/US2005/037746
21/05/2007

11

378

416

2994

1

YA
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Taniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patemte que se tramita bajo el
expediente indicado la referencia, refine los requisitos de forma establecidoa
la Decleiln 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacifn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
da Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicacicnes para efecto de su publicacién en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Cimplase
Dado en Bogotd DC,

ALIX CARMENZA CEB
Jefe de la diviai

ES DE ,VERGEL
de Ruevas Creaciones

adpall
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“PCT -+ e RECEIVED
FONTENOT, J.. Daret FEB 23 28811

NOTIFICATION CONCERNING Wyeth
SUBMISSION OR TRANSMITTAL
OF PRIORITY DOCUMENT Patent Law Department

Five Giralda Farms
Madison, NJ 07640
(PCT Administrative Instructions. Section 411) ETATS-UNIS D'AMERIQUE

Dute of mailing (dayrmonthiear)
08 February 2007 (06.02.2007)
AM1;I$ o roferame IMPORTANT NOTIFICATION
llumnll application No. = International filing dule (daymonthiyear)
PCT/US2005/037746 19 Oclober 2005 (19.10.2005)
International publication date (day-monthyear) Priavity dule (day month’year)
04 January 2007 (04.01.2007) 21 QOctober 2004 (21 10.2004)
@ WYETH et al

1. By mesns of this Farm, which replaces any wewomlymnndnmﬁrmmmm;nhmmmnrﬁmmﬂdmmty
documents, the applicant is hereby notified of the date of receipt by the International Bureau of the priority document(s) relating to
lllenrhﬂ'lpplmun(l)whoummtyuchmdummoﬂmumdmmtp the lettas “NR", mli::nghlhlndcohmnorb)m
asterisk appesring next to a date of receipt, the priority document concerned was submitted or transmitted 1o the International Buresu
m complisnce with Rule 17.1(a) or (b).

2. (If applicabls) The letters “NR" appearing in the righi-hand column denote a priority document which, onthe date of wailing of
this Form, had nat yet been received by the International lumntmd:rkuh ITI(I)u'(b).Whnr.,MRule 17.1(a), the
pricrity document mnst be submitted by the applicant to the receiving Office or the Internatienal Buresu, but the applicant fails to
smbmit the priority document within the applicable time limit under that Rule, the attention of the applicant is directed to Rule
17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant en
opporiunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable under the
circumstances.

-

(1f applicable)An asterisk (*) appearing next to a date of receipt, in the right-hand cohumn, denotes = priority document submitted

or transmitted to the Internationsl Buresu bat not in compliance with Rule 17.1(a) or (b) {the prioritv docoment was received
J afler the time limit preseribed in Rule 17.1(a) or the request to prepare and transmit the priarity document was submitted o the

receiving Office afier the applicable time limit under Rule 17.1(b)). Even though the priority document was not firnished in
compliance with Rule 17,1(a} or (b), the Infernational Burean will nevertheless transmit a copy of the document to the designated
Offices, for their consideration. In case such a copy is not accepted by the designated Oflice as the priority document, Rule 17.1(c)
provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant én oppartimity, upon entry
into the nationnl phase, to furnish the priority document within a time limit which is reasonable ender the circomstances.

Pricsin: d Pricgity sralicotion N c , gicnal Off: Dt of rece
or PCT receiving (fice of priarity docimment
21 October 2004 (21.10.2004) 60/620,788 us 13 October 2006 (13.10.2006)
RECEIVED
MAR 19 2007 RECENVED
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