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DESCRIPCION
Proteinas de Streptococcus inmunogénicas.

La invencion se refiere al campo de la medicina. Mas concretamente, la invencién se refiere a proteinas de
Streptococcus inmunogeénicas y a sus partes, derivados y analogos inmunogénicos.

El género Streptococcus esta formado por una amplia variedad de bacterias Gram-positivas patdégenas vy
comensales que viven en una amplia gama de hospedantes, incluyendo seres humanos, caballos, cerdos y vacas.
Dentro del hospedante, los estreptococos a menudo colonizan las superficies mucosas del tracto respiratorio
superior. Sin embargo, en ciertas circunstancias, los estreptococos también pueden provocar enfermedades que
varian de subagudas a agudas o incluso crénicas.

Hasta la fecha, muchas vacunas comerciales contra Streptococcus se basan en bacterinas de células completas. En
general, dichas bacterinas producen una significativa proteccion frente a la exposicion a serotipos homologos, pero
no protegen frente a la exposicion a serotipos heterélogos. La vacunacién con Strepfococcus de células completas a
menudo produce una respuesta inmunolégica que se dirige contra la misma cepa de Streptotoccus, pero que no se
dirige (suficientemente) contra otras cepas de Streptococcus, ni mucho menos contra otros serotipos de
Streptococcus. Como resultado, muchas vacunas proporcionan insuficiente proteccion frente a cepas y/o serotipos
heterdlogos, porque la vacunacion contra una cepa de Streptococcus en general no es eficaz para contrarrestar la
infeccion por otra cepa de Streptococcus. Ademas, la vacunacion contra un serotipo de Streptococcus en general no
es eficaz para contrarrestar la infeccién por otro serotipo de Streptococcus. Por tanto, se desean composiciones
inmunogénicas capaces de provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas de Streptococcus,
preferiblemente contra dos serotipos de Streptococcus.

El documento WO 00/37105, y Zhang et al., Infection and Immunity, 74 (2006), 4200-4213, describen métodos para
identificar proteinas de Strepfococcus capaces de provocar respuestas inmunoldgicas. Groschup et al., Epidemiol.
Infect., 107 (1991), 297-310, describen antigenos de S. uberis. Almeida et al., Vet. Microbiology, 115 (2006), 183-
191, y el documento WO 2004/048515, describen la identificacion de la molécula de adhesion de Streptococcus
uberis (SUAM).

Un objeto de la presente descripcion es proporcionar proteinas Strepfococcus, y sus partes inmunogénicas,
derivados y/o analogos, y moléculas de acidos nucleicos que los codifican, que son capaces de provocar una
respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas de Strepfococcus uberis.

La invencion proporciona un método para identificar una proteina de Streptococcus uberis que es capaz de provocar
una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas de de Streptococcus uberis, comprendiendo dicho método:

a) identificar al menos parte de una proteina segregada, una proteina asociada a la superficie y/o una proteina con
al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4;

b) seleccionar al menos una proteina identificada en la etapa a) que se conserva a través de al menos dos cepas de
Streptococcus uberis; y

c) ensayar si al menos una proteina seleccionada en la etapa b) o una parte inmunogénica, un derivado y/o un
analogo de esta, es capaz de unirse especificamente a un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por una primera cepa de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por una segunda cepa de Strepfococcus uberis.

Segun la presente invencion, se identifica al menos una proteina de Streptococcus uberis que es capaz de provocar
una respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas de Streptococcus uberis. Dicha proteina es adecuada para
inmunizar a un individuo y/o un animal no humano porque es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica amplia.
Por tanto, la presente invencion obvia la necesidad de proporcionar una vacuna para cada una de las cepas y/o
serotipos de Streptococcus uberis. Por tanto, el uso de una proteina inmunogénica de Streptococcus uberis de la
invencion ahorra tiempo y dinero. De modo mas importante, una proteina inmunogénica de Streptococcus uberis de
la invencion es capaz, en principio, de provocar una respuesta inmunoldgica contra una cepa de Streptococcus
uberis que aun no sea conocida, o contra la que ain no existe una vacuna especifica disponible (por ejemplo, una
cepa que haya evolucionado recientemente en la naturaleza). Preferiblemente, una proteina de Strepfococcus uberis
de la invencion es capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos serotipos de Streptococcus
uberis. Una realizacién preferida de la invencién, por tanto, proporciona un método para identificar una proteina de
Streptococcus uberis que es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos serotipos de
Streptococcus uberis, comprendiendo dicho método:

a) identificar al menos parte de una proteina segregada, una proteina asociada a la superficie y/o una proteina que
tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4;

b) seleccionar al menos una proteina identificada en la etapa a) que se conserva a través de al menos dos cepas de
Streptococcus uberis; y
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c) ensayar si al menos una proteina seleccionada en la etapa b) o una parte inmunogénica, un derivado y/o un
analogo de esta, es capaz de unirse especificamente a un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por un primer serotipo de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un animal
infectado por un segundo serotipo de Streptococcus uberis.

En la presente se define una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas de Streptococcus uberis ylo
serotipos de Streptococcus uberis como una respuesta inmunoldgica humoral y/o celular dirigida contra
Streptococcus uberis de al menos dos cepas y/o serotipos diferentes. Dicha respuesta inmunoldgica se provoca, por
ejemplo, en un animal no humano. También es posible provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos
cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis en un individuo humano para prevenir y/o contrarrestar una enfermedad
relacionada con Streptococcus uberis. Una respuesta inmunolégica humoral conduce a la produccién de
anticuerpos, mientras que una respuesta inmunoldgica celular potencia predominantemente la formacion de células
inmunolégicas reactivas, tales como células T asesinas. En general, ambas partes de la respuesta inmunolégica son
provocadas por la administracion de una proteina inmunogénica o una parte inmunogénica de esta. Una respuesta
inmunolégica contra al menos dos cepas/serotipos de Streptococcus uberis comprende preferiblemente la
produccion de anticuerpos. Dicha respuesta inmunolégica es preferiblemente capaz de disminuir, al menos en parte,
el numero de organismos de Streptococcus uberis en un individuo humano y/o un animal no humano. Ademas, dicha
respuesta inmunologica preferiblemente es capaz de contrarrestar, al menos en parte, un trastorno provocado por
Streptococcus uberis.

Una cepa de Streptococcus uberis puede identificarse mediante sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y
serolégicas, tal como se conoce en la técnica. Un serotipo de Streptococcus uberis es un grupo de Streptococcus
uberis cuya clasificacion se basa en la presencia de polisacaridos antigénicos especificos. La clasificacion de los
serotipos de Streptococcus uberis también es muy conocida en la técnica.

Un método de la invencion comprende identificar al menos parte de una proteina segregada, una proteina asociada
a la superficie y/o una proteina que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la
figura 4. Dicha proteina se identifica de diversos modos. En una realizacién de la invencion se emplea una estrategia
gendmica. Se identifica un gen que codifica una proteina segregada y/o una proteina asociada a la superficie, por
ejemplo, buscando un motivo de dicha proteina segregada y/o proteina asociada a la superficie. Dicho motivo
comprende preferiblemente un sitio de union a lipidos, un sitio de ruptura de peptidasas sefial y/o un sitio de unién
de sortasa. Por supuesto, es posible buscar otros motivos conocidos en la técnica. Por tanto, una realizacion de la
invencion proporciona un método de la invencion, en el que dicha proteina segregada y/o proteina asociada a la
superficie se identifica identificando, en al menos parte de la secuencia genémica de Streptococcus uberis, un gen
que comprende un motivo de una proteina segregada y/o asociada a la superficie.

Ademas, o como alternativa, un gen que codifica una proteina segregada y/o una proteina asociada a la superficie
se identifica mediante uno o mas métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, una vez se conozca un gen de
Streptococcus uberis que codifique una proteina segregada y/o una proteina asociada a la superficie, es posible
seleccionar otra secuencia genomica de Streptococcus uberis para la presencia de un gen con un alto porcentaje de
identidad de secuencia.

En una realizacion, dicho método de seleccion comprende un método en el que dicha otra secuencia genémica de
Streptococcus uberis se selecciona por su capacidad para hibridarse a una secuencia de nucleétidos que codifica
una proteina segregada y/o asociada a la superficie de Streptococcus uberis. Por tanto, la invencién proporciona un
método segun la invencion, en el que dicha proteina que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una
proteina listada en la figura 4 se identifica identificando, en al menos parte de la secuencia gendémica de
Streptococcus uberis, un gen que es capaz de hibridarse con cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos
listadas en la figura 4 a 65 °C en un tampdn que tiene fosfato de sodio 0,5 M, EDTA 1 mM, y dodecilsulfato de sodio
al 7% a un pH de 7,2, en el que la molécula de acido nucleico permanece hibridada después de lavar dos veces con
un tampon que contiene fosfato de sodio 40 mM (pH 7,2), EDTA 1 mM y dodecilsulfato de sodio al 5% durante 30
minutos a 65 °C, y de lavar dos veces con un tampon que contiene fosfato de sodio 40 mM (pH 7,2), EDTA1 mMy
dodecilsulfato de sodio al 1% durante 30 minutos a 65 °C.

La técnica ademas proporciona diversos métodos para determinar si una proteina de Streptococcus uberis tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4. Por ejemplo, la secuencia de
aminoacidos de una proteina de Streptococcus uberis se compara con la secuencia de aminoacidos de una proteina
listada en la figura 4. También es posible aplicar una estrategia genémica. Un gen que codifica una proteina de
Streptococcus uberis que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4 se
identifica, por ejemplo, seleccionando una secuencia genémica de Streptococcus uberis para detectar una secuencia
de nucledtidos que tenga al menos 80% de identidad de secuencia con un gen bacteriano que codifica una proteina
listada en la figura 4. Por tanto, una realizacion de la invencién proporciona un método de la invencion, en el que una
proteina que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4 se identifica
identificando, en al menos parte de la secuencia genémica de Streptococcus uberis, un gen que tiene al menos 80%
de identidad de secuencia con un acido nucleico listado en la figura 4. Sin embargo, en la técnica se conocen
muchos métodos alternativos para determinar si una proteina de Streptococcus uberis tiene al menos 80% de
identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4.
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Tras haber identificado al menos un gen de Streptococcus uberis que codifique una proteina segregada, una
proteina asociada a la superficie y/o una proteina que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una
proteina listada en la figura 4, preferiblemente se determina si al menos uno de dichos genes se conserva a través
de al menos dos cepas de Streptococcus uberis. Un gen de una primera cepa de Streptococcus uberis se conserva
a través de al menos dos cepas de Streptococcus uberis si un genoma de una segunda cepa de Streptococcus
uberis comprende una secuencia de acido nucleico que tiene al menos aproximadamente 60% de identidad de
secuencia con dicho gen de dicha primera cepa de Streptococcus uberis. Preferiblemente, dicha secuencia de acido
nucleico tiene al menos 70%, mas preferiblemente al menos 75%, mas preferiblemente al menos 80%, mas
preferiblemente al menos 90%, lo mas preferiblemente al menos 95% de identidad de secuencia con dicho gen. La
expresion "identidad de secuencia" se refiere al porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos o
secuencias de aminoacidos. Dos secuencias de acidos nucleicos tienen al menos 60% de identidad de secuencia
entre si cuando dichas secuencias muestran al menos 60% de coincidencia de secuencia después de alinear las dos
secuencias y de introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia. Los
métodos y los programas informaticos para el alineamiento son muy conocidos en la técnica. Un programa
informatico que puede utilizarse o adaptarse para el objetivo de determinar si una secuencia candidata se ajusta a
esta definicion es "Align 2", desarrollado por Genentech, Inc., que se presenté con la documentacion del usuario en
the United States Copyright Office, Washington, D.C. 20559, el 10 de diciembre, 1991.

Segun una realizaciéon de la invencion, si un gen de la invencion se conserva a través de al menos dos cepas de
Streptococcus uberis, la proteina codificada por dicho gen es una buena candidata para evaluar si dicha proteina, o
una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de esta, es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica
contra mas de una cepa de Streptococcus uberis.

Preferiblemente, se determina si dicho gen se conserva a través de al menos dos serotipos de Streptococcus uberis,
para identificar una buena proteina candidata (codificada por dicho gen) que se ensaya para su capacidad de
provocar una respuesta inmunolégica contra mas de un serotipo de Streptococcus uberis. Por tanto, se prefiere un
método de la invenciéon que también comprende seleccionar un gen que se conserva a través de al menos dos
cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis. Tras haber identificado un gen conservado a través de al menos dos
cepas/serotipos de Strepfococcus uberis, preferiblemente se obtiene una proteina codificada por dicho gen. Ademas,
o como alternativa, se obtiene una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de dicha proteina. La técnica
proporciona diversos métodos para obtener una proteina codificada por un gen, o una parte inmunogénica, un
derivado y/o un analogo de esta. Dicho gen, por ejemplo, se expresa mediante un sistema de expresion adecuado.
Los ejemplos no limitantes de sistemas de expresién comprenden células hospedantes eucariotas, tales como
células hospedantes procariotas y de levaduras, tales como Escherichia coli. Preferiblemente, un gen que codifica
una proteina segregada, una proteina asociada a la superficie y/o una proteina que tiene al menos 80% de identidad
de secuencia con una protéina listada en la figura 4, conservandose dicho gen a través de al menos dos cepas de
Streptococcus uberis, se expresa en un sistema de expresion procariota. Se prefiere un sistema de expresion
procariota porque una proteina de Streptococcus uberis (procariota), en principio, se expresa mejor en un sistema de
expresion procariota. Ademas, un sistema de expresion procariota en general es mas facil de componer y utilizar.

Un método de la invencion comprende determinar si al menos una proteina, o una parte inmunogénica, un derivado
y/o un analogo de esta, es capaz de unirse especificamente con un anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un
animal infectado por una primera cepa de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un
animal infectado por una segunda cepa de Streptococcus uberis. Preferiblemente, se determina si al menos una
proteina, o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de esta, es capaz de unirse especificamente con un
anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un animal infectado por un primer serotipo de Streptococcus uberis, y un
anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un animal infectado por un segundo serotipo de Streptococcus uberis. Se
conocen muchos métodos en la técnica para realizar dicho ensayo. Preferiblemente, se emplea suero de al menos
dos animales infectados por al menos dos cepas diferentes de Streptococcus uberis. Como alternativa, se emplea el
suero de un solo animal, estando dicho animal infectado por al menos dos cepas diferentes de Streptococcus uberis.
Segun una realizacién, un animal no humano esta infectado por al menos una primera cepa y/o serotipo de
Streptococcus uberis, y un segundo animal no humano esta infectado por al menos una segunda cepa y/o serotipo
de Streptococcus uberis. Dichas cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis se administran, por ejemplo, por via
intravenosa a dicho animal. Después, segun una realizacion, se recoge el suero de dichos animales que comprende
anticuerpos y/o células inmunoldgicas especificas para Streptococcus uberis. Dicho suero opcionalmente se procesa
antes del uso. Por ejemplo, los anticuerpos y/o las células inmunoldgicas son al menos en parte concentradas y/o
aisladas. Una proteina y/o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de esta preferiblemente se aisla y/o
se produce de modo recombinante, y después se incuba con dicho suero (o con anticuerpos y/o células
inmunolégicas (parcialmente) aislados) derivado de dichos animales. Es posible administrar suero, anticuerpos y/o
células inmunoldgicas derivados de un primer animal, junto con suero, anticuerpos y/o células inmunolégicas
derivados de un segundo animal. Como alternativa, se administra en primer lugar suero, anticuerpos y/o células
inmunolégicas derivados de un primer animal, tras lo cual se afiade suero, anticuerpos y/o células inmunoldgicas
derivados de un segundo animal. En otra realizacion, se administra suero, anticuerpos y/o células inmunolégicas de
un primer animal a un lote separado que comprende al menos una proteina y/o una parte inmunogénica, un derivado
y/o un analogo, y se administra suero, anticuerpos y/o células inmunolégicas de un segundo animal a otro lote que
comprende al menos una proteina y/o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo. Después de una
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incubacion, dicho suero, anticuerpos y/o células inmunolégicas se lavan, y se visualizan los anticuerpos y/o las
células inmunoldgicas unidos, utilizando cualquier método conocido en la técnica. Los anticuerpos unidos se
incuban, por ejemplo, con un segundo anticuerpo capaz de unirse especificamente a dichos anticuerpos unidos,
conjugandose dicho segundo anticuerpo con peroxidasa de rabano. Después de lavar el segundo anticuerpo no
unido, se administra peroxido de hidrégeno. La degradacion del peroxido de hidrégeno por la peroxidasa de rabano
se acopla a la oxidacion de un compuesto cromogénico, de modo que la reaccion se hace visible. Si una proteina y/o
una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de esta parece que esta unida especificamente a un anticuerpo
y/o una célula inmunoldgica suscitada por una primera cepa de Streptococcus uberis, y a un anticuerpo y/o una
célula inmunolégica suscitada por una segunda cepa de Streptococcus uberis, esto indica que dicha proteina, parte
inmunogénica, derivado y/o analogo es capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas
de Streptococcus uberis. En una realizacion preferida, se emplea un anticuerpo y/o una célula inmunolégica
derivada de un suero convaleciente de un animal que ha sido infectado con un Streptococcus uberis. Un suero
convaleciente se deriva de un animal que ha contrarrestado con eficacia esta infeccién. Por tanto, un suero
convaleciente de un animal que ha sido infectado con Streptococcus uberis comprende anticuerpos y/o células
inmunolégicas que son capaces de proteger a dicho animal frente a una exposicion con la misma cepa de
Streptococcus uberis. Por tanto, se prefiere la incubacion con un medio convaleciente para determinar si una
proteina y/o parte inmunogénica, derivado y/o analogo segun la invencion es capaz de provocar una respuesta
inmunolégica protectora. Asi, una realizacion de la invencion proporciona un método para identificar una proteina de
Streptococcus uberis que es capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas de
Streptococcus uberis, comprendiendo dicho método:

- obtener proteinas de Streptococcus uberis aisladas y/o recombinantes;

- incubar dichas proteinas con un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal infectado por una primera
cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis, y con un anticuerpo y/o una célula inmunoldégica de un animal infectado
por una segunda cepa Yy/o serotipo de Streptococcus uberis, y

- ensayar si una proteina es capaz de unirse a un anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un animal infectado por
una primera cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por una segunda cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis.

Las proteinas de Streptococcus uberis se obtienen de diversas formas. Preferiblemente, las proteinas segregadas,
las proteinas asociadas a la superficie y/o las proteinas que tienen al menos 80% de identidad de secuencia con una
proteina listada en la figura 4 se aislan a partir de un cultivo de Streptococcus uberis. En una realizacion, las
proteinas asociadas a la superficie se separan de Strepfococcus uberis empleando, por ejemplo, una lisozima.

En una realizacion, las proteinas de Streptococcus uberis se producen de modo recombinante utilizando al menos
una secuencia de acido nucleico que codifica al menos una de dichas proteinas. Tal como se explicd anteriormente,
se emplea preferiblemente un gen que codifica una proteina segregada, una proteina asociada a la superficie y/o
una proteina que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4. Mas
preferiblemente, dicho gen se conserva a través de al menos dos cepas y/o serotipos de Strepfococcus uberis.
Como alternativa, o ademas, se genera una proteina, o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de
esta, de Streptococcus uberis utilizando otro método conocido en la técnica. Por ejemplo, se genera una proteina o
un péptido de Streptococcus uberis utilizando un técnica de sintesis habitual, tal como la sintesis en fase solida.
Como otro ejemplo, una proteina de Streptococcus uberis se aisla a partir de un Streptococcus uberis, o se prepara
de modo recombinante, tras lo cual se modifica para producir una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo.

En una realizacion preferida, las proteinas de Strepfococcus uberis se separan sobre un gel de poliacrilamida y
después se incuban con un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal infectado por una primera cepa y/o
serotipo de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal infectado por una
segunda cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis. Preferiblemente, se emplea un gel de poliacrilamida
bidimensional.

En una realizaciéon preferida, se identifica una proteina de Streptococcus uberis que es capaz de suscitar
anticuerpos inductores de la opsonofagocitosis. La opsonofagocitosis es un proceso natural, en el que un
microorganismo es opsonizado por opsoninas, tras lo cual dicho microorganismo es fagocitado por una célula
fagocitica y muere. Muchos microorganismos deben ser opsonizados por opsoninas para potenciar su fagocitosis.
La opsonizacion es un proceso que hace que el microorganismo sea mas susceptible a la captacion por un fagocito.
En dicho proceso, proteinas y/o anticuerpos opsonizantes se unen a dicho microorganismo, facilitando con ello la
captacion de dicho microorganismo por dicho fagocito.

Por tanto, se prefiere una proteina de Strepfococcus uberis, o una parte inmunogénica, derivado y/o analogo de
esta, capaz de suscitar anticuerpos inductores de la opsonofagocitosis, porque la administracion de dicha proteina
y/o una parte inmunogénica, derivado y/o analogo de esta a un animal provoca la presencia de anticuerpos
inductores de la opsonofagocitosis en dicho animal que son capaces de fagocitar a Strepfococcus uberis.

Una proteina de Streptococcus uberis, o una parte inmunogénica, derivado y/o analogo de esta, es capaz de
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provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis. Para
provocar una respuesta inmunolégica aun mas amplia, se prefiere identificar al menos dos proteinas de
Streptococcus uberis diferentes y/o una parte inmunogénica, derivado y/o analogo de al menos una de dichas
proteinas. Mas preferiblemente, se identifican al menos tres proteinas de Streptococcus uberis diferentes y/o una
parte inmunogénica, derivado y/o analogo de al menos una de dichas proteinas, etc. Cuanto mayor sea el nimero
de proteinas y/o partes inmunogénicas, derivados y/o analogos de Streptococcus uberis diferentes identificados de
la presente invencién, mas amplia sera la respuesta inmunoldgica provocada.

En otra realizacion preferida, se identifica al menos una proteina de Streptococcus uberis y/o una parte
inmunogénica, derivado y/o analogo segun la invencion, que es capaz de provocar una respuesta inmunolégica
contra al menos tres cepas de Streptococcus uberis. Dicha proteina y/o parte inmunogénica, derivado y/o analogo es
particularmente adecuado para provocar una respuesta inmunoldgica amplia en un individuo humano y/o un animal
no humano. Mas preferiblemente, se identifica al menos una proteina de Streptococcus uberis y/o una parte
inmunogénica, derivado y/o analogo segun la invencion, que es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica
contra al menos tres serotipos de Streptococcus uberis.

Una parte inmunogénica de una proteina se define como una parte de una proteina que es capaz de provocar una
respuesta inmunolégica en un individuo humano y/o un animal no humano. Preferiblemente, dicha parte
inmunogénica es capaz de provocar el mismo tipo de respuesta inmunoldgica, aunque no necesariamente en la
misma cantidad, que dicha proteina. Una parte inmunogénica de una proteina preferiblemente comprende uno o
mas epitopos de dicha proteina. Un epitopo de una proteina se define como una parte de dicha proteina, con una
longitud de al menos aproximadamente 5 aminoacidos, que es capaz de suscitar un anticuerpo y/o una célula
inmunolégica especificos capaces de unirse especificamente a dicho epitopo. Existen dos tipos diferentes de
epitopos: los epitopos lineales y los epitopos conformacionales. Un epitopo lineal comprende un tramo de
aminoacidos consecutivos. Un epitopo conformacional esta formado por varios tramos de aminoacidos consecutivos
que estan plegados en posicion y que juntos forman un epitopo en una proteina plegada correctamente. Una parte
inmunogénica es capaz de comprender uno, o ambos, de dichos tipos de de epitopos.

Una parte inmunogénica de una proteina comprende al menos 5 restos aminoacidos. Preferiblemente, dicha parte
inmunogénica comprende al menos 10, mas preferiblemente al menos 15, mas preferiblemente al menos 25 y lo
mas preferiblemente al menos 30 aminoacidos consecutivos. Dicha parte inmunogénica preferiblemente comprende
como maximo aproximadamente 500 restos aminoacidos, mas preferiblemente como maximo aproximadamente 250
aminoacidos, dependiendo del tipo de proteina a partir de la cua se deriva dicha parte inmunogénica.

Una derivado de una proteina se define como una molécula que tiene el mismo tipo de propiedades inmunogénicas,
aungue no necesariamente en la misma cantidad. Los expertos en la técnica son capaces de alterar una proteina de
modo que las propiedades inmunogénicas de dicha molécula sean fundamentalmente del mismo tipo, aunque no
necesariamente en la misma cantidad, comparada con dicha proteina. Un derivado de una proteina se proporciona,
por ejemplo, mutando al menos un resto aminoacido de dicha proteina y/o sustituyendo un resto aminoacido por otro
resto aminoacido. Preferiblemente, se realizan sustituciones de aminoacidos conservativas, como por ejemplo, la
sustitucién de un aminoacido que comprende una cadena lateral acida por otro aminoacido que comprende una
cadena lateral acida, la sustituciéon de un aminoacido voluminoso por otro aminoacido voluminoso, la sustitucion de
un aminoacido que comprende una cadena lateral basica por otro aminoacido que comprende una cadena lateral
basica, etc.

Los expertos en la técnica son capaces de generar compuestos analogos de una proteina. Esto se realiza, por
ejemplo, seleccionando un banco de péptidos o mediante programas de cambio de péptidos. Un analogo tiene
fundamentalmente el mismo tipo de propiedades inmunogénicas, aunque no necesariamente en la misma cantidad,
que dicha proteina. Un andlogo de una proteina comprende, por ejemplo, una proteina de fusion y/o una proteina
quimérica.

Para ser capaz de producir una respuesta inmunoldgica, una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo se
proporcionan preferiblemente con las caracteristicas adecuadas para permitir la produccién de anticuerpos y/o
células inmunolégicas. Dichas caracteristicas, que son muy conocidas en la técnica, por ejemplo incluyen
secuencias flanqueantes adecuadas y/o sitios de ruptura proteolitica adecuados. Como alternativa, o ademas, una
proteina, una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo se proporcionan preferiblemente con un portador
inmunogénico.

Tras haber administrado una proteina o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo a un individuo humano
o animal no humano, habitualmente se encuentra en riesgo de degradacion provocada por una serie de fuerzas
distintas tales como, por ejemplo, proteolisis, desplegamiento, valores extremos de pH, detergentes y altas
concentraciones salinas. Para prolongar la vida de una proteina, o una parte inmunogénica, un derivado y/o un
analogo, su resistencia a la degradacion preferiblemente se potencia, por ejemplo, sintetizando un péptido con una
carboxamida C-terminal y/o acetilando el extremo N-terminal de un péptido para mantener las caracteristicas de
carga nativas. En una realizacion, la resistencia a la degradacion se potencia ain mas mutando una proteina o una
parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo, de modo que un proceso de desplegamiento local, que hace que
dicha proteina o parte inmunogénica, derivado y/o analogo sea susceptible a la autolisis, sea en parte inhibido. Las
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estrategias de mutacion estabilizante son conocidas y se describen, por ejemplo, en Matthews (1991), Alber (1991),
Vriend y Eijsink (1993), y Fersht y Serrano (1993).

Una proteina segregada se define como una proteina que se produce en la naturaleza en una célula y/o un
organismo, y al menos en parte es segregada de dicha célula y/u organismo hacia su entorno. Asi, si se cultiva
Streptococcus uberis, una proteina segregrada esta al menos en parte presente en al menos parte del medio de
cultivo, al menos en algun momento. No es necesario que una proteina segregada sea producida y/o segregada
continuamente. Una proteina segregada, por ejemplo, puede ser producida y/o segregada solo durante una fase
concreta del ciclo de vida bacteriano. Ademas, no es necesario que la produccion y la secrecion de una proteina
segregada sean al mismo tiempo. Por ejemplo, algunas proteinas segregadas primero se acumulan en el interior de
una célula y son segregadas en un momento posterior.

Una proteina asociada a la superficie se define como una proteina que en la naturaleza forma parte de la superficie
de una célula, o que esta unida a la superficie de una célula. Cuando dicha proteina asociada a la superficie esta
unida a la superficie de una célula, aquella se une de modo directo o indirecto. La unién indirecta implica, por
ejemplo, la presencia de al menos un conector.

La expresion "proteina aislada" se refiere a una proteina que esta al menos en parte aislada de su entorno natural
y/o a una proteina que esta exenta de al menos parte de una secuencia con la que normalmente esta asociada en la
naturaleza.

La expresién "proteina recombinante" se refiere a una proteina que es producida por un sistema de expresion
aislado y/o artificial, preferiblemente empleando una secuencia de acido nucleico que codifique dicha proteina. Dicha
secuencia de acido nucleico preferiblemente esta unida operablemente al menos a una secuencia reguladora tal
como, por ejemplo, un promotor, un potenciador y/o un terminador. Preferiblemente, dicha secuencia reguladora es
inducible, de modo que es posible controlar el grado de expresion de dicha proteina. En una realizacién, dicha
secuencia de acido nucleico comprende una secuencia de acido nucleico exdégena. Una secuencia de acido nucleico
exogena es una secuencia de acido nucleico que se presenta en un sitio en el genoma del organismo en el que
dicha secuencia de acido nucleico no esta presente en la naturaleza.

Después de que se haya identificado una proteina de Streptococcus uberis capaz de provocar una respuesta
inmunolégica contra al menos dos cepas y/o serotipos de Strepfococcus uberis, mediante un método de la
invencion, esta preferiblemente se produce. La proteina producida es adecuada, por ejemplo, para generar una
composicion inmunogénica y/o para provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas y/o serotipos
de Streptococcus uberis en un animal. Tal como se indicd anteriormente, en la técnica se conocen diversos métodos
para producir proteinas tales como, por ejemplo, la produccién recombinante.

Una proteina de Streptococcus uberis y/o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo es particularmente
adecuada para preparar una composicion inmunogénica. Dicha composicion inmunogénica es capaz de producir
una amplia respuesta inmunologica humoral y/o celular contra al menos dos cepas de Strepfococcus uberis.
Preferiblemente, se emplea una proteina de Strepfococcus uberis y/o una parte inmunogénica, un derivado y/o un
analogo capaz de producir una respuesta inmunologica humoral y/o celular contra al menos dos serotipos de
Streptococcus uberis para preparar una composicion inmunogénica, de modo que se logra una amplia respuesta
inmunolégica contra al menos dos serotipos de Streptococcus uberis. Para proporcionar una proteccion aun mas
amplia, preferiblemente se emplean al menos dos o mas proteinas y/o partes inmunogénicas, derivados y/o
analogos de la invencioén para la preparacion de una composicion inmunogénica. En una realizacion, se emplea una
combinacion de al menos una proteina y al menos una parte inmunogénica, derivado y/o analogo para la
preparacion de una composicion inmunogénica.

Ademas de una proteccion mas amplia, el uso de al menos dos proteinas y/o partes inmunogénicas, derivados y/o
analogos de la invencion disminuye la posibilidad de que se desarrollen mutantes de escape de organismos de
Streptococcus uberis. Los mutantes de escape de organismos bacterianos en general se desarrollan bajo estrés
ambiental, por ejemplo, en presencia de un antibiético y/o en presencia de anticuerpos contra un epitopo de dicho
organismo. Mediante la variacién natural en la poblaciéon de un organismo, algunos organismos escapan del efecto
inhibidor de dicho estrés ambiental, tal como la presencia de dicho antibiéticos y/o anticuerpos, y son capaces de
multiplicarse. La posibilidad de que se desarrolle un mutante de escape para varios epitopos diferentes a la vez es
menor que la posibilidad de que se desarrolle un mutante de escape para un Unico epitopo.

Por tanto, una composicion inmunogénica preferiblemente comprende al menos dos proteinas aisladas y/o
recombinantes y/o al menos una parte inmunogénica, derivado y/o analogo de estas, que pueden obtenerse
mediante un método de la invencién. Para evitar con mas eficacia la formacién de mutantes de escape, una proteina
preferiblemente comprende una proteina esencial. Esta es una proteina que es importante (preferiblemente,
esencial) para el metabolismo, la supervivencia y/o la multiplicacién de Streptococcus uberis. Asi, un posible
mutante de escape con una proteina esencial alterada es menos viable (o no viable).

Las tablas 5 y 6 comprenden una lista de proteinas de Strepfococcus uberis preferidas que se identifican mediante
un método de la invencion. Estas proteinas, o al menos una parte inmunogénica, derivado y/o analogo de estas, son
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adecuadas para la preparacion de una composicion inmunogénica. Para proporcionar una proteccion aun mas
amplia, dicha composicion inmunogénica preferiblemente comprende al menos dos proteinas, tal como se muestra
en la tabla 5 y/o tabla 6, y/o partes inmunogénicas, derivados y/o analogos de estas. Lo mas preferiblemente, dicha
composicion inmunogénica comprende al menos tres proteinas, tal como se muestra en la tabla 5 y/o tabla 6, y/o
partes inmunogénicas, derivados y/o analogos de estas.

En una realizacion preferida, dichas al menos una, al menos dos o al menos tres proteinas, segun se muestran en la
tabla 5 y/o tabla 6, se seleccionan del grupo que consiste en P15, P16, P17, P19, P20, P22, P27, P54, P28, P63,
P64, P68, P75, P81, P93, P100, P105, proteina de exclusion de la superficie, factor de activacion (ropA), y
nucledsido difosfato quinasa. Estas proteinas son reconocidas por anticuerpos presentes en sueros de animales
infectados por S. uberis, lo cual indica que estas proteinas son expresadas in vivo y son inmunogénicas en vacas, o
presentan reactividad cruzada entre al menos dos cepas de S. uberis, tal como se muestra en la tabla 5. La
numeracion de las anteriores proteinas, caracterizadas por ejemplo en la tabla 5, se refiere a las proteinas
mostradas, por ejemplo, en las tablas 1, 2 y 3, que muestran ejemplos no limitantes de proteinas de la superficie de
S. uberis comunes. Ademas, la figura 4 muestra ejemplos no limitantes de secuencias de acidos nucleicos y de
aminoacidos de estos factores de virulencia/proteinas de la superficie putativas seleccionadas de S. uberis.

Las proteinas que estan muy conservadas, son expresadas in vivo y son muy inmunogénicas, tales como las
proteinas que son reconocidas por sueros convalecientes de vacas infectadas por diferentes cepas, tal como se
muestra en el ejemplo 11, son especialmente Utiles en una composicién inmunogénica descrita por la invencién. En
una realizacidon aun mas preferida de esta, la seleccion de las proteinas de la tabla 5 y/o 6 comprende una proteina
seleccionada del grupo que consiste en P15, P16, P20, P27, P54, P28, P63, P68, P93, y P105. Lo mas
preferiblemente, la seleccidon de las proteinas de la tabla 5 y/o 6 comprende una proteina seleccionada del grupo
que consiste en P15, P16, P54, P28, P63, y P105. Tal como se muestra en el ejemplo 11, esta Ultima seleccion fue
reconocida por todos los sueros convalecientes utilizados, lo cual indica que estos antigenos son expresados por
todas las cepas de S. uberis que provocan la respectiva infeccion, que estos antigenos son expresados durante la
infeccion en el hospedante, y que estos antigenos son muy inmunogénicos.

Otro ejemplo es una composicion inmunogénica capaz de provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos
cepas y/o serotipos de Streptococcus que comprende al menos una molécula de acido nucleico que codifica al
menos una proteina que puede obtenerse mediante un método de la invencién, o una parte inmunogénica, un
derivado y/o un analogo de dicha proteina. Tras la administracion de dicha composiciéon inmunogénica a un animal,
dicha molécula de acido nucleico es expresada por la maquinaria del animal, dando como resultado la expresion de
al menos una proteina y/o parte inmunogénica, derivado y/o analogo segun la invencién. La produccion v,
opcionalmente, la excrecion extracelular de dicha proteina y/o parte inmunogénica, derivado y/o analogo da como
resultado una respuesta inmunoldégica.

En una realizacién, una proteina y/o una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de esta se produce de
modo recombinante. La invencion describe un método para producir una composicion inmunogénica capaz de
provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas y/o serotipos de Strepfococcus, comprendiendo
dicho método proporcionar una célula u otro sistema de expresiébn con al menos un vector recombinante,
comprendiendo dicho al menos un vector una secuencia de acido nucleico que codifica al menos una proteina que
puede obtenerse mediante un método de la invencién y/o al menos una proteina seleccionada de la tabla 5 y/o 6 y/o
una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de dicha proteina. Los sistemas de expresion adecuados son
conocidos en la técnica. En una realizacién, se expresa al menos una secuencia de acido nucleico que codifica una
proteina de la invencion o una parte inmunogénica de esta. En otra realizacion, se emplea al menos una molécula
de acido nucleico que codifica al menos dos proteinas y/o partes inmunogénicas. También es posible utilizar al
menos dos moléculas de acidos nucleicos, codificando cada molécula de acido nucleico una o mas proteinas y/o
partes inmunogénicas segun la invencion, etc. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica (al menos)
una proteina, y una molécula de acido nucleico que codifica (al menos) una parte inmunogénica, son adecuadas.
Por tanto, también son posibles variaciones en el nimero de moléculas de acidos nucleicos y en el nimero de
proteinas y/o partes inmunogénicas codificadas por dichas moléculas de acidos nucleicos.

Una secuencia de acido nucleico se inserta, por ejemplo, en el genoma de una célula mediante recombinacion
homoéloga. También es posible insertar una secuencia de acido nucleico al azar, por ejemplo, mediante
electroporacién. Como alternativa, o ademas, dicha secuencia de acido nucleico se coloca en un vector tal como,
por ejemplo, un vector plasmidico o un vector de fago, siendo dicho vector estable en un sistema de expresion
seleccionado, tal como un microorganismo y/o una célula. Dicha secuencia de acido nucleico preferiblemente se
transcribe y se traduce bajo el control de una secuencia reguladora tal como, por ejemplo, un promotor, un
potenciador y/o un terminador. Preferiblemente, dicho promotor, potenciador y/o terminador resulta adecuado para
su uso en el sistema de expresion seleccionado. Mas preferiblemente, dicha secuencia reguladora es inducible para
permite la expresion controlada. Los promotores y los terminadores adecuados para diversos microorganismos se
describen en Biseibutsugaku Kisokoza (Basic Microbiology), vol. 8, Genetic Technology, Kyoritsu Shuppan (1990)).
Por ejemplo, los vectores plasmidicos adecuados para Escherichia, de modo mas especifico para Escherichia coll,
son los plasmidos de la serie pBRy pUC, y los promotores adecuados comprenden, por ejemplo, el promotor /ac (B-
galactosidasa), el operon trp (operdn de triptéfano) y el promotor tac (promotor hibrido /ac-trp) y los promotores

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2432407 T3

dervados del fago A PL o PR. Los terminadores preferidos comprenden frpA o el terminador ribosémico rrnB
derivado de fago. Los vectores plasmidicos adecuados para la produccion recombinante en Streptococcus
comprenden, por ejemplo, pHV1301 (FEMS Microbiol. Lett., 26, 239 (1985)) y pGK1 (Appl. Environ. Microbiol., 50,
94 (1985)).

En una realizacién preferida, una molécula de acido nucleico de la invencién se emplea para provocar una respuesta
inmunolégica contra Streptococcus uberis. Esto se realiza preferiblemente con un portador recombinante que
comprende un acido nucleico que codifica al menos una proteina que puede obtenerse mediante un método de la
invencion y/o se selecciona de la tabla 5 y/6 y/o una parte inmunogénica, de dicha al menos una proteina, o una
molécula de acido nucleico recombinantes de la invencién. En una realizaciéon particularmente preferida, dicho
portador recombinante comprende un acido nucleico que codifica al menos dos proteinas seleccionadas de la tabla
5 y/o 6. En una realizacion, se permite que dicho portador recombinante produzca al menos una proteina de la
invencion, tras lo cual se emplea una combinacién de dicha al menos una proteina recombinante y el propio portador
para provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis. Puede
utilizarse un portador recombinante muerto. Sin embargo, una realizacion preferida proporciona un portador
recombinante vivo. En una realizaciéon, dicho portador vivo es un portador atenuado. Un portador vivo es
preferiblemente capaz de infectar a un individuo humano y/o un animal no humano, tras lo cual se provoca una
respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas y/o serotipos de Strepfococcus uberis.

Un portador recombinante preferiblemente comprende una especie de Streptococcus. De esta modo, se provoca
una respuesta inmunolégica dirigida contra Strepfococcus por la proteina o proteina y/o la parte o partes
inmunogénicas, el derivado o derivados y/o el analogo o analogos codificados por dicho portador, y por dicho
portador recombinante en si mismo. A menudo, los productos de la expresion de genes capsulares de Streptococcus
son muy inmunogénicos y especificos de serotipo. Por tanto, la presencia de los productos de la expresion de genes
capsulares dificulta la inducciéon de una respuesta inmunoldgica dirigida contra diversas cepas y/o serotipos
diferentes de Streptococcus uberis. Por tanto, en una realizacién, si un portador recombinante de la invencién
comprende un Streptococcus, dicho Streptococcus carece de al menos parte de un producto de la expresiéon de un
gen capsular. En una realizacioén, dicho Streptococcus es un estreptococo no capsular.

Tal como se describié anteriormente, la inmunizacién con al menos dos proteinas y/o partes inmunogénicas,
derivados y/o analogos derivados de al menos dos cepas y/o serotipos diferentes de Streptococcus uberis
proporciona una amplia proteccion y disminuye la probabilidad de que se formen mutantes de escape. Un portador
recombinante preferido comprende una secuencia de acido nucleico que codifica al menos una proteina y/o una
parte inmunogénica de esta derivada de una primera cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis, y una secuencia de
acido nucleico que codifica al menos una proteina y/o una parte inmunogénica de esta derivada de una segunda
cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis. Dicho portador recombinante preferiblemente comprende un vehiuclo
recombinante vivo.

Un portador recombinante se produce, por ejemplo, en una célula hospedante adecuada.

Un portador recombinante de la invencién es adecuado para la produccién de una composicion inmunogénica capaz
de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis.

Después de la administracion de una composicion inmunogénica a un individuo humano y/o a un animal no humano,
se provoca una respuesta inmunolégica contra Streptococcus uberis. Dicha respuesta inmunolégica es
preferiblemente capaz de, al menos en parte, contrarrestar una enfermedad relacionada con Streptococcus uberis.

Una composicién inmunogénica también es adecuada para la produccién de una vacuna. Dicha vacuna es
preferiblemente capaz de, al menos en parte, proporcionar proteccion frente a una enfermedad relacionadas con
Streptococcus uberis. Preferiblemente, dicha vacuna es capaz de proporcionar proteccion contra una infeccion de
Streptococcus uberis.

Una proteina, una parte inmunogénica, un derivado, un andlogo y/o un portador recombinante de la invencion se
administra preferiblemente a un individuo humano y/o un animal no humano junto con un portador adecuado. Dicho
portador preferiblemente facilita la aceptacion por parte de dicho individuo humano y/o animal de dicha proteina,
parte inmunogénica, derivado, analogo y/o portador recombinante de la invencion, y preferiblemente aumenta el
efecto inmunogénico. Un portador adecuado, por ejemplo, comprende un adyuvante adecuado capaz de aumentar el
efecto inmunizante de una composicién inmunogénica de la invencién. Los expertos en la técnica conocen muchos
adyuvantes adecuados, con base de aceite y con base acuosa. En una realizacién, dicha composicion adyuvante
comprende Diluvac Forte y/o Specol. En otra realizacion, dicho portador adecuado comprende una disolucion, tal
como disolucion salina, por ejemplo para diluir las proteinas o las partes inmunogénicas, los derivados y/o los
analogos de estas. Por tanto, la presente memoria descriptiva también describe una composicién inmunogénica que
comprende al menos una proteina, una parte inmunogénica, un derivado, un analogo y/o un portador recombinante
de la invencion, y un portador adecuado.

Una composicion inmunogénica es capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra Streptococcus uberis en
un individuo humano y/o un animal no humano y, con ello, disminuir y/o controlar el niumero de organismos de
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Streptococcus uberis en dicho individuo y/o animal.

Una composicion inmunogénica es preferiblemente capaz de, al menos en parte, contrarrestar y/o prevenir una
enfermedad relacionada con Streptococcus uberis. Cuando una enfermedad relacionada con Streptococcus uberis
ya esta presente, una composicion inmunogénica preferiblemente es capaz de, al menos en parte, contrarrestar
dicha enfermedad.

Otro ejemplo es un método para medir la inmunidad de un individuo humano y/o un animal no humano contra
Streptococcus uberis, comprendiendo dicho método determinar en al menos una muestra procedente de dicho
individuo humano y/o animal la presencia de anticuerpos y/o células inmunoldgicas dirigidos contra una proteina que
puede obtenerse mediante un método de la invencion y/o seleccionada de la tabla 5 y/o 6, o una parte inmunogénica
de esta. También se describe un kit de diagnostico que comprende al menos una proteina que puede obtenerse
mediante un método de la invencion y/o seleccionada de la tabla 5 y/o 6, o una parte inmunogénica de esta, y un
medio para detectar la unién de anticuerpos y/o la unién de células inmunoldgicas a dicha proteina, o una parte
inmunogénica de esta. En una realizacion particularmente preferida, dicho kit de diagndstico comprende al menos
dos proteinas seleccionadas de la tabla 5 y/o 6.

Descripcion detallada

Un método segun la invencion, en una realizacion preferida, se aplica para identificar una proteina de Streptococcus
uberis que es capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas y/o serotipos de
Streptococcus uberis. Dicha proteina de Streptococcus uberis se emplea preferiblemente para la preparacion de una
composicidon inmunogénica capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas y/o serotipos
de Streptococcus uberis.

Streptococcus uberis se asocia con la mastitis bovina. La mastitis bovina es una infeccién en la glandula mamaria de
una vaca, habitualmente provocada por bacterias. La respuesta inflamatoria tras la infeccidon produce una
disminucion en el rendimiento y la calidad de la leche, y provoca importantes pérdidas econdémicas anuales en la
industria lechera. Se calcula que el dafio econémico en los Paises Bajos es de aproximadamente 100 euros por
vaca anuales.

Entre las especies bacterianas que se asocian mas habitualmente con la mastitis se encuentran diversas especies
del género Streptococcus, que incluyen Streptococcus uberis (no tipificable), Streptococcus agalactiae (grupo B de
Lancefield), Streptococcus dysgalactiae (grupo C de Lancefield), Streptococcus zooepidemicus, y los estreptococos
de los grupos D, G, L y N de Lancefield. Algunas de estas especies son contagiosas (por ejemplo, S. agalactiae),
mientras que otras se consideran patégenos ambientales (por ejemplo, S. dysgalactiae y S.uberis).

La mastitis que se produce a partir de una infeccion por S. uberis habitualmente es subclinica, y se caracteriza por
una leche aparentemente normal con un aumento en los recuentos de células somaticas debido al influjo de
leucocitos.

La mastitis varia en gravedad segun los efectos clinicos provocados por la infeccion. Una forma suave de mastitis
puede provocar un pequefio aumento en la temperatura corporal y/o un aumento en la temperatura de la ubre. En
los casos mas graves, la mastitis por S. uberis también puede tomar la forma de un trastorno clinico agudo, con
signos obvios de enfermedad, tales como coagulos o decoloracion de la leche, e hinchamiento o dureza de la
glandula mamaria. Algunos casos de la enfermedad clinica pueden ser graves y puede estar presente pirexia. Para
un informe acerca de las manifestaciones clinicas de la mastitis por S. uberis, véase Bramley (1991), y Schalm et al.
(1971). Los métodos de control antibacterianos convencionales, tales como la inmersion de la teta y la terapia con
antibiodticos, son eficaces para el control de muchos tipos de mastitis contagiosas, pero los organismos ambientales
que generalmente se encuentra en todos los establos lecheros a menudo son resistentes a estas medidas. Por
tanto, estas medidas no influyen en la incidencia de la mastitis provocada por patégenos ambientales, tales como
Streptococcus uberis y Escherichia coli, que en la actualidad son responsables de mas del 95% de los casos de
mastitis. De estas dos especies, S. uberis es el patdgeno ambiental mas importante, tal como se muestra en los
estudios ejecutados en el Reino Unido (Hillerton et al., 1993), en Nueva Zelanda (McDougall, 1998), en EEUU
(Hogan et al., 1989), y en los Paises Bajos (Animal Health Service, 2000). También hay pruebas de que S. uberis,
después de que la infeccion se haya establecido a partir del ambiente, puede extenderse directamente desde una
vaca infectada a un animal susceptible (Neave et al., 1969; Oliver et al., 1999; Zadoks et al., 2001). Existen varias
cepas de S. uberis que se diferencian en virulencia y antigenicidad.

El fracaso de los métodos actuales que se dirigen al control de la mastitis por S. uberis han conducido a la busqueda
de medidas de control alternativas, tales como vacunas mas eficaces. Se han desarrollado varios tipos de vacunas
hasta la fecha y se han ensayado en vacas.

La inmunizacion repetida de ganado de produccion lactea con bacterias completas muertas ha dado como resultado
la reduccién del nimero de bacterias presentes en la leche tras la exposicion experimental a la misma cepa (Leigh,
1999; Leigh, 2000). Sin embargo, la vacuna muerta no evita la infeccion ni la respuesta inflamatoria en la glandula
mamaria, y no tiene efecto sobre la incidencia de la mastitis por S. uberis en el campo (Leigh, 1999). Por tanto, se
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concluye que la inmunizaciéon con bacterias muertas no es una solucién al problema de la mastitis por S. uberis. La
inmunizacion con S. uberis vivo induce una proteccion parcial contra la exposicion experimental a la misma cepa (o
una cepa homoéloga) (Finch et al., 1997). Se logra proteccion en ausencia de actividad opsonizante y sin un gran
influjo de neutréfilos. Sin embargo, la vacuna no parece proteger frente a otras cepas de S. uberis. El éxito
relativamente bajo de estas estrategias de vacunas de células completas indica que es dificil proteger a un animal
frente a S. uberis empleando vacunas de bacterias completas convencionales.

En fechas mas recientes, se ha producido una vacuna de subunidades, basada en una proteina de S. uberis
(Fontaine et al., 2002). La publicacon de dicha vacuna de subunidades no ha conducido, hasta la fecha, a un
seguimiento, lo cual ha conducido a la conclusion de que las probabilidades de encontrar una Unica proteina que
proteja a un animal frente a varios tipos de S. uberis son pequefias, y las vacunas de subunidades de este tipo en
general no son la respuesta al problema del control de la mastitis por S. uberis.

En resumen, la mastitis provocada por S. uberis no se evita ni se cura con eficacia mediante la vacunacién con
bacterias muertas, vivas o completas, o mediante una vacuna de subunidades que comprenda una proteina.

A pesar de los anteriores resultados desalentadores de la vacunacién contra la mastitis por S. uberis, los inventores
indican en la presente que la mastitis provocada por una diversidad de cepas de S. uberis puede prevenirse y/o
disminuirse con éxito utilizando una composicion antigénica capaz de provocar una respuesta inmunoldgica contra
S. uberis.

La presente invencion proporciona un método para identificar una proteina de Streptococcus uberis que es capaz de
provocar una respuesta inmunoldgica contra al menos dos cepas y/o tipos de Streptococcus uberis, comprendiendo
dicho método:

a) identificar al menos parte de una proteina segregada, una proteina asociada a la superficie y/o una proteina con
al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina listada en la figura 4;

b) seleccionar al menos una proteina identificada en la etapa a) que se conserva a través de al menos dos cepas y/o
tipos de Streptococcus uberis; y

c) ensayar si al menos una proteina seleccionada en la etapa b) o una parte inmunogénica, un derivado y/o un
analogo de esta, es capaz de unirse especificamente a un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por una primera cepa y/o tipo de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un
animal infectado por una segunda cepa y/o tipo de Streptococcus uberis.

Ademas, la presente invencion indica que una combinacién de al menos dos proteinas de la superficie de S. uberis
aisladas o recombinantes, o una parte inmunogénica de estas, en una composicidon antigénica potencia
considerablemente la respuesta inmunoldgica contra cepas de S. uberis. Mientras que las vacunas de células
bacterianas completas, que comprenden muchas proteinas inmunogénicas bacterianas, no provocan una amplia
proteccion contra diversas cepas de S. uberis, dos o mas proteinas, o una parte inmunogénica de estas, en una
composicion inmunogénica de la invencion tienen el efecto deseado de potenciar la respuesta inmunolégica contra
S. uberis. Los inventores indican en la presente invencidon que la selecciéon de al menos dos proteinas
inmunogénicas, o de una parte inmunogénica de estas, de un organismo de S. uberis, y preferiblemente de al menos
dos cepas o tipos de organismos de S. uberis, y la combinacion de dichas al menos dos proteinas inmunogénicas, o
de una parte inmunogénica de estas, en una composicion inmunogénica potencia la inmunidad frente a diferentes
cepas de S. uberis, porque la respuesta inmunolégica se dirige contra una gama mas amplia de organismos de S.
uberis diferentes.

Para provocar una respuesta inmunoldgica en un sujeto o un animal, preferiblemente se presenta una parte
inmunogénica de una proteina a dicho sujeto o animal. En esta invencion, la expresiéon "sitio inmunogénico” se
emplea de modo intercambiable con la expresiéon "parte inmunogénica”. Una "parte o sitio inmunogénico" significa
una parte de una proteina que es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica en un sujeto. Preferiblemente,
dicha parte inmunogénica de una proteina comprende uno o mas epitopos y, asi, provoca una respuesta
inmunoldégica. Un1a parte inmunogénica comprende al menos 5 aminoacidos, preferiblemente al menos 10-15, y lo
mas preferiblemente 25 o mas aminoacidos consecutivos. Un epitopo conformacional en general esta formado por
varios tramos de aminoacidos consecutivos que estan plegados en posicion y que, juntos, forman un epitopo cuando
la proteina toma su estructura tridimensional. La presente invencion también describe el uso de epitopos
conformacionales como partes inmunogénicas.

Un derivado de una proteina se define como una proteina, que tiene el mismo tipo de propiedades inmunogénicas,
pero no necesariamente en la misma cantidad. Los expertos en la técnica son capaces de alterar una proteina, de
modo que las propiedades inmunogénicas de dicha molécula son fundamentalmente del mismo tipo, pero no
necesariamente estan en la misma cantidad. Puede proporcionarse un derivado de una proteina de muchas formas,
por ejemplo, mediante la sustitucién de aminoacidos conservativa, por ejemplo, mediante la sustitucion de un
aminoacido en una proteina por otro aminoacido. En el cartografiado de sustitucion convencional, se realizan
preferiblemente cambios conservativos como, por ejemplo, la sustitucién de un aminoacido que comprende una
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cadena lateral acida por otro aminoacido que comprende una cadena lateral acida, aminoacidos voluminosos por
aminoacidos voluminosos, aminoacidos que comprenden una cadena lateral basica por aminoacidos que
comprenden una cadena lateral basica, aminoacidos que comprenden una cadena lateral polar sin carga por
aminoacidos que comprenden una cadena lateral polar sin carga, y aminoacidos que comprenden una cadena
lateral no polar por aminoacidos que comprenden una cadena lateral no polar. Los expertos en la técnica son
capaces de generar compuestos analogos de una proteina. Esto se hace, por ejemplo, a través de la seleccion de
un banco de péptidos o mediante programas de cambio de péptidos. Para su uso como un inmundgeno, un péptido
se sintetiza con las caracteristicas apropiadas para asegurar una alta probabilidad de éxito en la produccion de
anticuerpos. Esto incluye un grupo carboxilo libre C-terminal si el péptido es la secuencia C-terminal real de la
proteina nativa, y un grupo amino N-terminal libre si el péptido es la secuencia N-terminal real de la proteina nativa.
Este analogo tiene fundamentalmente el mismo tipo, pero no necesariamente en la misma cantidad, de propiedades
inmunogénicas que dicha proteina.

Una proteina o un péptido se somete a una degradacion mediante una serie de fuerzas diferentes tales como, por
ejemplo, proteolisis, desplegamiento, valores extremos de pH, detergentes y altas concentraciones salinas. Para
prolongar la vida de una proteina o un péptido recombinante, dicha proteina o péptido se prepara para que sea mas
estable para aguantar la degradacion, por ejemplo, sintetizando dicho péptido con una carboxamida C-terminal y/o
acetilando el extremo N-terminal para mantener las caracteristicas de carga nativas. Esto se realiza mediante
mutaciones utilizando una estrategia de mutacion estabilizante para inhibir los procesos de desplegamiento locales
que, en general, hacen que la proteina sea susceptible a la autolisis. Dicha estrategia de mutacion estabilizante se
basa en principios generalmente aceptados de estructura y estabilidad de las proteinas tal como se describe, por
ejemplo, en Matthews (1991), Alber (1991), Vriend y Eijsink (1993), y Fersht y Serrano (1993).

En una realizacion, una composicién inmunogénica comprende una composicion que comprende al menos dos
proteinas de la superficie aisladas o recombinantes, o un derivado o un analogo y/o partes inmunogénicas de estas,
en la que la administracion de la composiciéon a un sujeto o a un animal, preferiblemente una vaca, da como
resultado el desarrollo de una respuesta inmunolégica humoral y/o celular a dichas proteinas de la superficie o sus
partes inmunogénicas.

Una respuesta inmunogénica comprende el desarrollo de una respuesta inmunoldgica humoral y/o celular dirigida
contra dicha proteina o sus partes inmunogénicas en un sujeto o un animal, preferiblemente una vaca. Una
respuesta inmunoldgica humoral conduce a la produccion de anticuerpos en un sujeto o un animal, mientras que una
respuesta inmunoldgica celular potencia, de modo dominante, la formacién de células inmunoldégicas reactivas. En
general, ambas partes de la respuesta inmunolégica son provocadas por la administracion de una proteina
inmunogénica o una parte de esta. Una respuesta inmunoldgica preferida contra S. uberis es la produccion de
anticuerpos. Preferiblemente, dicha respuesta inmunolégica evita y/o disminuye la mastitis y/o disminuye el nimero
de organismos de S. uberis en la ubre. La presente invencion describe métodos para seleccionar y producir
proteinas y epitopos para provocar dicha respuesta de anticuerpos. Otra respuesta inmunoldgica preferida contra S.
uberis es la respuesta inmunoldgica celular. La presente invencién también describe métodos para seleccionar
epitopos de células T de proteinas de la superficie, y para producir epitopos de células T que provocan una
reactividad potenciada de las células T, por ejemplo, acoplando multiples epitopos de células T preseleccionados en
forma de collar de cuentas como se describe, por ejemplo, en Van der Burg et al. (documento WO 97/41440).

En un ejemplo de la invencidn, dicha composicién inmunogénica es capaz de disminuir la duracién y/o la gravedad
de la infeccién y/o aumentar la resistencia del animal a una infeccién por S. uberis.

La presente invencion indica que se prefiere una respuesta inmunolodgica dirigida contra la parte exterior de S.
uberis. Por tanto, la presente invencion describe una composicidon inmunogénica, o una parte inmunogénica de esta,
que es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica contra antigenos que estan localizados preferiblemente en la
superficie celular, o cerca de esta, de S. uberis. Una proteina de la superficie comprende proteinas que, en la
naturaleza, estan preferiblemente cerca de la superficie, o sobre esta, de una bacteria de S. uberis y/o proteinas
que, en la naturaleza, son preferiblemente producidas y/o excretadas de modo extracelular por una bacteria de S.
uberis. Dichas proteinas de la superficie preferiblemente presentan proteinas homologas en otras cepas de S.
uberis. Por tanto, la respuesta inmunolégica provocada con las proteinas inmunogénicas, o partes de estas,
derivadas de una cepa de S. uberis también es eficaz contra otra cepas de S. uberis. Asi, la presente invencién
describe una composicidon inmunogénica capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra S. uberis,
comprendiendo dicha composicion al menos dos proteinas de la superficie aisladas y/o recombinantes derivadas de
Streptococcus uberis y/o una parte inmunogénica de cualquiera o de ambas proteinas.

La expresion "proteina recombinante” se refiere a una proteina producida mediante técnicas de ADN recombinante,
es decir, producida por una célula transformada con una construccién de acido nucleico que codifica la proteina
deseada. Dicha construccion de acido nucleico, por ejemplo, es una construccion de ADN recombinante con una
secuencia reguladora, tal como una secuencia de promotor y/o terminador y/o una secuencia potenciadora, que
controla la secuencia de expresion.

La expresion "proteina aislada" se refiere a una proteina discreta y separada del organismo completo, con el que la
molécula se encuentra en la naturaleza y/o una proteina exenta, totalmente o en parte, de sustancias que
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normalmente estan asociadas con ella en la naturaleza. Dicha composicion inmunogénica comprende al menos dos
proteinas, o una parte inmunogénica de estas, derivadas del mismo organismo de S. uberis, o comprende al menos
una proteina, o una parte inmunogénica de esta, de un tipo de S. uberis y al menos una proteina, o una parte
inmunogeénica de esta, de otro tipo de S. uberis. La invencion también describe la combinacion de al menos 3 04 o
mas proteinas, o una parte inmunogénica de estas, de las cuales una o dos o mas se derivan de otros tipos de S.
uberis.

Preferiblemente, la composicion inmunogénica, o una parte inmunogénica de esta, comprende proteinas de al
menos dos organismos de S. uberis diferentes, porque la amplia respuesta inmunoldgica resultante es de proteccion
cruzada, es decir, se dirige contra diferentes tipos de S. uberis. Ademas, el uso de proteinas inmunogénicas, o una
parte inmunogénica de estas, de al menos dos tipos de S. uberis disminuye la probabilidad de que se desarrollen
mutantes de escape de organismos de S. uberis. Los mutantes de escape de los organismos bacterianos en general
se desarrollan bajo un estrés ambiental, por ejemplo, en presencia de un antibiético o en presencia de anticuerpos
contra un epitopo de dicho organismo. Mediante variaciones naturales tales como, por ejemplo, provocadas por una
baja frecuencia de mutacion en un organismo, algunos organismos de dicha poblacion son mas inhibidos en su
replicacion por dichos anticuerpos que otros, que escapan del efecto inhibidor de la presencia de dichos anticuerpos
y siguen multiplicandose, obteniendo con ello un papel predominante en la nueva poblacion. La posibilidad de que
se desarrolle un mutante de escape para varios epitopos diferentes al mismo tiempo es mas pequefia que la
posibilidad de que se desarrolle un mutante de escape para un solo epitopo. Una composiciéon inmunogénica y/o una
parte inmunogénica de esta preferiblemente provocan una respuesta inmunoldégica contra al menos dos proteinas
que preferiblemente provoca una proteccion amplia contra la infeccion y disminuye las sefiales clinicas de la
mastitis.

Las proteinas que son importantes para el metabolismo, la supervivencia o la multiplicacion de un organismo
bacteriano se conocen en general como proteinas esenciales de un organismo. La secuencia y la funciéon de dichas
proteinas esenciales en general estan bastantes conservadas entre diferentes tipos de S. uberis. En un ejemplo
preferido de la invencion, dichas proteinas inmunogénicas son proteinas esenciales de un S. uberis. De esta
manera, la respuesta inmunoldgica se dirige contra una proteina esencial, o una parte inmunogénica de esta,
formando asi una defensa contra un organismo de S. uberis homodlogo, pero también una defensa de reactividad
cruzada contra diferentes tipos de S. uberis, porque dicha proteina conservada o proteina esencial también esta
presente sobre la superficie de otros tipos de S. uberis. Por tanto, el uso de una proteina de la superficie esencial de
un organismo de S. uberis como proteina inmunogénica aumenta la eficacia protectora de la respuesta inmunoldégica
contra la infeccion por diferentes tipos de organismos de S. uberis y disminuye la posibilidad de que dichos
organismos escapen de la respuesta inmunoldgica.

Los antigenos capsulares de S. uberis son, en general, buenos epitopos inmunogénicos, porque los antigenos
capsulares pueden ser detectados con facilidad por sueros convalecientes de vacas (que han sufrido una mastitis
por S. uberis). Dichas propiedades inmunogénicas son capaces de potenciar la respuesta inmunoldgica contra
epitopos inmunogénicos de S. uberis relacionados. Por tanto, en otra realizacién, la composiciéon inmunogénica
comprende al menos un antigeno capsular, ademas de las proteinas inmunogénicas, porque dicho antigeno
capsular aumenta la respuesta inmunoldgica contra dicha composicidon inmunogénica.

La presente solicitud de patente describe, en la tabla 5 y la tabla 6, proteinas de la superficie aisladas o
recombinantes preferidas derivadas de S. uberis y seleccionadas por su capacidad para provocar una respuesta
inmunoldgica contra diferentes cepas de S. uberis.

En un ejemplo preferido, se realiza una selecciéon de las proteinas de la tabla 5 y/o tabla 6, y se realiza una
combinacion de dos o mas proteinas, como por ejemplo, la proteina n.° 63 y/o una parte inmunogénica de esta de la
cepa 0140J de S. uberis, junto con la proteina n.° 15 o 22 y/o ambas y/o una parte inmunogénica de estas de la
cepa 41-241 de S. uberis. Dicha seleccion proporciona proteinas, o sus partes inmunogénicas, procedentes de dos
cepas diferentes de S. uberis, proporcionando con ello una amplia proteccién contra varias cepas de S. uberis.

En una realizacion preferida, la seleccion de las proteinas de la tabla 5 y/o tabla 6 comprende una proteina
seleccionada del grupo que consiste en P15, P16, P17, P19, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P64, P68, P75, P81,
P93, P100, y P105. Como se indicé anteriormente, estas proteinas son reconocidas por anticuerpos presentes en
sueros de animales infectados por S. uberis, lo cual indica que estas proteinas se expresan in vivo y son
inmunogénicas en vacas, o presentan reactividad cruzada entre al menos dos cepas de S. uberis, segin se muestra
en la tabla 5.

Las proteinas identificadas en el ejemplo 11 son especialmente Utiles para provocar una respuesta inmunolégica. En
una realizacién aun mas preferida de estas, la seleccion de las proteinas de la tabla 5 y/o tabla 6 comprende una
proteina seleccionada del grupo que consiste en P15, P16, P20, P27, P54, P28, P63, P68, P93, y P105. Lo mas
preferiblemente, la seleccion de las proteinas de la tabla 5 y/o tabla 6 comprende una proteina seleccionada del
grupo que consiste en P15, P16, P54, P28, P63, y P105. Como se indico anteriormente, esta ultima seleccion de
proteinas es expresada por todas las cepas de S. uberis que provocan la respectiva infeccion del ejemplo 11, son
expresadas durane la infeccion en el hospedante y son muy inmunogénicas. La numeracion de las anteriores
proteinas, caracterizadas por ejemplo en la tabla 5, se refiere a las proteinas mostradas, por ejemplo, en las tablas
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1, 2'y 3, que muestran ejemplos no limitantes de proteinas de la superficie comunes de S. uberis. Ademas, la figura
4 muestra ejemplos no limitantes de secuencias de acidos nucleicos y de aminoacidos de estos factores de
virulencia/proteinas de la superficie putativas seleccionadas de S. uberis.

A menudo se encuentra un numero bajo de bacterias en la leche o sobre la ubre o en la ubre bajo condiciones de
campo, Y no es necesario que sean perjudiciales para un animal. Una mastitis puede desarrollarse cuando el
numero de bacterias, por ejemplo, organismos de S. uberis, aumenta en la leche o en la ubre. Una respuesta
inmunoldgica, provocada por las proteinas, o por partes inmunogénicas de estas, segun la invencion es
preferiblemente eficaz para inhibir, al menos en parte, el crecimiento bacteriano de organismos de Streptococcus
uberis en una ubre. La disminucion del numero de organismos de S. uberis en el ambiente directo también ayuda a
prevenir la mastitis. La presente invencion describe el modo de prevenir y/o disminuir la mastitis por S. uberis
mediante la inmunizacién de vacas, manteniendo bajo, con ello, el nimero de organismos de S. uberis. Dicho nivel
bajo de organismos de S. uberis se mantiene ain mas bajo aplicando un régimen higiénico durante el ordefio, por
ejemplo, limpiando la ubre, las tetas y todos los aparatos que se ponen en contacto con la ubre y/o las tetas.

Las proteinas de la superficie aisladas y/o recombinantes derivadas de S. uberis son producidas, en una realizacion,
por un sistema de produccién que emplea una célula procariota o una célula eucariota. Los ejemplos de células con
sistemas de hospedante/vector bien desarrollados para la produccion de proteinas recombinantes son, por ejemplo,
para las bacterias Escherichia, Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Brevibacterium, Corynebacterium, Streptococcus 'y
Lactobacillus; y para las levaduras Saccharomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces,
Yarrowia, Trichosporon, Rhodosporidium, Hansenula, Pichia y Candida; y para los hongos Neurospora, Asperqgillus,
Cephalosporium y Trichoderma.

Para la produccion de una proteina recombinante de interés, el gen que codifica dicha proteina, o una parte de esta,
se integra en el genoma, por ejemplo, mediante recombinacién homéloga o de modo aleatorio, o dicho gen se
coloca en un vector plasmidico o en un vector de fago, que se mantiene y se expresa de modo estable en el
microorganismo o la célula seleccionados. Para la expresion de la construccion de ADN seleccionada en el
microorganismo o la célula, el gen se transcribe y se traduce bajo el control de un promotor y un terminador.
Preferiblemente, dicho promotor y terminador son adecuados para el microorganismo seleccionado. Los promotores
y los terminadores adecuados para diversos microorganismos se describen en Biseibutsugaku Kisokoza (Basic
Microbiology), vol. 8, Genetic Technology, Kyoritsu Shuppan (1990)", y los preferidos para levaduras en "Adv.
Biochem. Eng., 43, 75-102 (1990)" y en "Yeast, 8, 423-488 (1992)". Por ejemplo, los vectores plasmidicos
adecuados adecuados para Escherichia, mas especificamente para Escherichia coli, son los plasmidos de la serie
pBR y pUC, y los promotores adecuados comprenden el promotor /ac (B-galactosidasa), el operdn trp (operén de
triptéfano) y el promotor tac (promotor hibrido /ac-trp) y los promotores dervados del fago A PL o PR. Los
terminadores preferidos comprenden trpA o el terminador ribosémico rrnB derivado de fago. Los vectores
plasmidicos adecuados para la producciéon recombinante en Streptococcus comprenden, por ejemplo, pHV1301
(FEMS Microbiol. Lett., 26, 239 (1985)) y pGK1 (Appl. Environ. Microbiol., 50, 94 (1985)). Los vectores plasmidicos
adecuados para la produccidon recombinante en Lactobacillus comprenden, por ejemplo, los descritos para
Streptococcus, como por ejemplo pAMB1 (J. Bacteriol., 137, 614 (1979)). Los vectores plasmidicos adecuados para
la produccién recombinante en Saccharomyces, preferiblemente Saccharomyces cerevisiae, comprenden por
ejemplo los vectores de la serie YRp, YEp, YCp y Ylp. Un vector de integracion (documento EP 5327456) construido
aplicando la recombinacién homadloga del ADN ribosémico con multiples copias en el cromosoma resulta adecuado
para la insercion de multiples copias y para el control de genes estables. Los vectores plasmidicos adecuados para
la produccién recombinante en Kluyveromyces, preferiblemente Kluyveromyces lactis, comprenden por ejemplo la
serie del plasmido 2 um derivada de Saccharomyces cerevisiae, plasmidos de la serie pKD1 (J. Bacteriol., 145, 382-
390 (1981)), y el plasmido derivado de pGK11 implicado en la actividad asesina, el plasmido de la serie KARS con el
gen de replicacion autbnoma de Kluyveromyces y un vector de integracion (documento EP 537456). Los vectores
plasmidicos adecuados para la produccidon recombinante en Pichia comprenden, por ejemplo, el sistema de
hospedante-vector desarrollado en Pichia pastoris utilizando un gen que esta implicado en la replicaciéon auténoma
en Pichia (Mol. Cell. Biol., 5, 3376 (1985)). Los vectores plasmidicos adecuados para la produccion recombinante
en Candida comprenden, por ejemplo, el sistema de hospedante-vector desarrollado en Candida maltosa, Candida
albicans y Candida tropicalis (Agri. Biol. Chem., 51, 51, 1587 (1987)). Los vectores plasmidicos adecuados para la
produccion recombinante en Aspergillus comprenden, por ejemplo, un vector construido mediante la integracion del
gen en el plasmido o cromosoma y el promotor para la proteasa o amilasa extracelular (Trends in Biotechnology, 7,
283-287 (1989)). Los vectores plasmidicos adecuados para la produccién recombinante en Trichoderma
comprenden, por ejemplo, el sistema de hospedante-vector desarrollado en Trichoderma reesei, y el promotor para
la celulasa extracelular, que es adecuado para la construccion del vector (Biotechnology, 7, 596-603 (1989)).

Preferiblemente, dicho sistema de produccién se proporciona con una construccidon de acido nucleico,
preferiblemente una construccion de ADN, que codifica una proteina de la tabla 5 y/o la tabla 6, o una parte
inmunogénica de esta.

En otra realizacion, dicho sistema de produccién se proporciona con una construccion de ADN que codifica dos o
tres o cuatro o incluso mas proteinas de la tabla 5 y/o la tabla 6, o una parte inmunogénica de estas.
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En otra realizacién, dicho sistema de produccién se proporciona con al menos dos construcciones de ADN, que
codifican cada una al menos una proteina de la tabla 5 y/o la tabla 6, o una parte inmunogénica de esta.

En otra realizacion preferida, dicha proteina de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16,
P17, P19, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P64, P68, P75, P81, P93, P100, y P105. Aln mas preferiblemente, dicha
proteina de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16, P20, P27, P54, P28, P63, P68, P93, y
P105. Lo mas preferiblemente, dicha proteina de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16,
P54, P28, P63, y P105.

En una realizacion mas preferida, dicha construccion de acido nucleico codifica una proteina de fusidén, que
comprende epitopos inmunogénicos derivados de mas de una proteina de S. uberis. Mas preferiblemente, dicha
proteina de fusién comprende epitopos derivados de proteinas derivadas de mas de una cepa de S. uberis.

En otra realizacion, dicha construccion de acido nucleico codifica epitopos que han sido modificados para potenciar
la respuesta inmunoldgica humoral y/o celular. Por tanto, la presente solicitud describe un método para producir una
composicion inmunogénica que comprende al menos dos proteinas de S. uberis capaces de provocar una respuesta
inmunolégica contra Strepfococcus uberis, comprendiendo dicho método proporcionar una célula con un vector
recombinante, comprendiendo dicho vector un acido nucleico que codifica al menos dos proteinas listadas en la
tabla 5 y/o la tabla 6 y/o una parte inmunogénica, un analogo o un derivado de cualquiera o de ambas de dichas
proteinas. Para la producciéon recombinante de una proteina a partir de un acido nucleico, dicho acido nucleico
preferiblemente se coloca bajo el control de una secuencia reguladora inducible capaz de potenciar la expresion de
dicha proteina, preferiblemente dando como resultado un mayor rendimiento de la proteina. Preferiblemente, la
acumulacion de dicha proteina recombinante, o una parte inmunogénica de esta, es citoplasmica, por ejemplo, en
los casos en que la proteina recombinante producida se recolecta de las células, o la proteina se excreta, por
ejemplo, cuando la proteina producida se recolecta del fluido de cultivo. Por tanto, la construcciéon recombinante que
codifica dicha proteina inmunogénica se proporciona con las secuencias reguladoras correctas y/o un promotor
unido funcionalmente para la acumulacién intracelular o extracelular.

Por tanto, la presente invencion describe una molécula recombinante que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica al menos dos proteinas listadas en la tabla 5 y/o la tabla 6 y/o una parte inmunogénica, un
analogo o un derivado de cualquiera o de ambas de dichas proteinas bajo el control de un promotor unido
funcionalmente.

En una realizacion preferida, dicha proteina de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16,
P17, P19, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P64, P68, P75, P81, P93, P100, y P105. Aln mas preferiblemente, dicha
proteina de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16, P20, P27, P54, P28, P63, P68, P93, y
P105. Aun mas preferiblemente, dicha proteina de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16,
P54, P28, P63, y P105.

La solicitud también describe un portador recombinante vivo que comprende una secuencia de acido nucleico o una
molécula de ADN de la invencién. En una realizacion preferida, el portador es una primera cepa de S. uberis, y el
acido nucleico recombinante codifica epitopos inmunogénicos de otra cepa de S. uberis. Por tanto, la presente
invencion describe un portador recombinante vivo que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica una
0 mas proteinas listadas en la tabla 5 y/o la tabla 6 y/o una parte inmunogénica, un analogo o un derivado de
cualquiera o de ambas de dichas proteinas bajo el control de un promotor unido funcionalmente. Por supuesto, dicho
portador recombinante vivo también es inmunogénico cuando muere. Por tanto, la presente invencion también
describe un portador recombinante muerto.

La solicitud describe también una célula hospedante aislada que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica una o mas proteinas listadas en la tabla 5 y/o la tabla 6 y/o una parte inmunogénica, un analogo o un
derivado de cualquiera o de ambas de dichas proteinas bajo el control de un promotor unido funcionalmente. Una
célula hospedante aislada comprende, por ejemplo, una célula bacteriana tal como, por ejemplo, Escherichia,
Bacillus, Pseudomonas, Serratia, Brevibacterium, Corynebacterium, Streptococcus uberis, Streptococcus suis,
Lactobacillus, o una levadura tal como, por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces,
Zygosaccharomyces, Yarrowia, Trichosporon, Rhodosporidium, Hansenula, Pichia, Candida, o un hongo tal como,
por ejemplo, Neurospora, Aspergillus, Cephalosporium, ylo Trichoderma. Con la célula hospedante aislada
mencionada anteriormente que comprende una molécula recombinante que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica una o mas proteinas listadas en la tabla 5 y/o la tabla 6 y/o una parte inmunogénica, un
analogo o un derivado de cualquiera o de ambas de dichas proteinas bajo el control de un promotor unido
funcionalmente, la presente invencion describe, a los expertos en la técnica, como producir una molécula proteica
recombinante. Debido al variacion entre diferentes cepas de S. uberis, las proteinas y los péptidos procedentes de
diversas cepas pueden mostrar una ligera variacion en la secuencia de aminoacidos y seguir teniendo la misma
funcién. Por tanto, una molécula proteica derivada de una cepa de S. uberis tiene identidad de secuencia con una
molécula proteica idéntica desde el punto de vista funcional de otra cepa de S. uberis. La "identidad de secuencia"
se refiere al porcentaje de identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos o secuencias de nucledtidos
después de alinear las dos secuencias y de introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de
identidad de secuencia. Los métodos y los programas informaticos para el alineamiento son muy conocidos en la

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2432407 T3

técnica. Un programa informatico que puede utilizarse o adaptarse para el objetivo de determinar si una secuencia
candidata se ajusta a esta definicion es "Align 2", desarrollado por Genentech, Inc., que se presentd con la
documentacién del usuario en the United States Copyright Office, Washington, D.C. 20559, el 10 de diciembre,
1991. Dos secuencias de aminoacidos tienen un alto grado de "identidad de secuencia" entre si cuando las
secuencias muestran al menos aproximadamente 80%, preferiblemente al menos aproximadamente 90%, y lo mas
preferiblemente al menos aproximadamente 95% de identidad de secuencia de las moléculas después del
alineamiento. Por tanto, la presente solicitud describe una molécula proteica aislada y/o recombinante que tiene al
menos 80% de identidad de secuencia con una proteina codificada por un acido nucleico segun la invencién. En un
ejemplo preferido, la invencion describe una molécula proteica aislada y/o recombinante que tiene al menos 95% de
identidad de secuencia con una molécula proteica codificada por un acido nucleico segun la invencion.

Para inducir o provocar una respuesta inmunolédgica en un animal contra una proteina o una parte inmunogénica de
la invenciion, a dicho animal se le proporciona una proteina y/o una parte inmunogénica que comprende al menos
un sitio inmunogénico. Una parte o sitio inmunogénico de una proteina esta formado por uno o mas epitopos y, asi,
es capaz de provocar una respuesta inmunoldgica. Un sitio inmunogénico preferiblemente comprende al menos 5
aminoacidos, mas preferiblemente al menos 10-15, y lo mas preferiblemente 25 o mas aminoacidos consecutivos.
La invencion, en otro ejemplo preferido, describe una proteina, o una parte inmunogénica de esta, que comprende al
menos un tramo de 25 aminoacidos consecutivos de una molécula proteica codificada por un acido nucleico segun
la invencién. Preferiblemente, dicho tramo de al menos 25 aminoacidos consecutivos comprende un sitio
inmunogénico. Una molécula de acido nucleico recombinante en una realizaciéon preferida codifica al menos una
proteina o una proteina de fusidon que codifica al menos dos proteinas, o partes inmunogénicas de estas. En una
realizacion preferida, dicha proteina de fusidbn comprende partes inmunogénicas de al menos dos cepas de S.
uberis. Por tanto, la invencion describe un acido nucleico que codifica una molécula proteica.

La expresion de dicho acido nucleico en una célula hospedante proporciona una proteina inmunogénica de la
invencion. Dicha proteina inmunogénica se incorpora preferiblemente en una composicién inmunogénica.

Dicha proteina recombinante de la invencion es producida por una célula hospedante. Como célula hospedante se
emplean para la produccidon especies bacterianas tales como, por ejemplo, E. coli y/o células de levaduras, de
hongos o eucariotas.

Una composicidon inmunogénica que incorpora una proteina aislada y/o recombinante y/o una célula que exponga
dicha proteina es capaz de provocar una respuesta inmunolégica contra Streptococcus uberis cuando se administra
a un animal, preferiblemente una vaca. Preferiblemente, dicha célula que comprende un acido nucleico de la
invencion bajo una secuencia reguladora adecuada expresa dicha proteina sobre la superficie. Dicha célula se
denomina una célula portadora. Dicha célula portadora preferiblemente se incorpora en la composicion
inmunogénica. Preferiblemente, dicha célula que porta dicha proteina inmunogénica es un portador recombinante
vivo, pero en otra realizacion, dicha célula portadora es capaz de provocar una respuesta inmunolégica cuando la
célula se mata, por ejemplo, mediante un tratamiento con formaldehido. Debido a que una causa de mastitis en las
vacas es el Streptococcus uberis, en un ejemplo preferido, dicho portador recombinante vivo o muerto es una
especie de Streptococcus. En un ejemplo, dicha célula hospedante es una especie de Streptococcus. La molécula
proteica, entonces, se presenta preferiblemente en el contexto de otras proteinas estreptocdcicas, que potencian
una respuesta inmunoldgica. Ademas, la inmunogenicidad puede potenciarse mediante la sobreexpresion de las
proteinas recombinantes sobre la superficie de la célula hospedante, preferiblemente una célula estreptocécica.
Ademas, el uso de diferentes cepas de células hospedantes estreptocdcicas potencia la inmunogenicidad de las
proteinas inmunogénicas o de partes de estas. Existen varias especies de estreptococos que también son
adecuadas como célula hospedante, por ejemplo, S. suis o S. agalactiae o S. dysgalactiae.

Debido a las diferencias entre diversas especies de Streptococcus, y debido a que algunas proteinas, que se
producen en la naturaleza sobre Streptococcus uberis, son capaces de ayudar a provocar una respuesta
inmunolégica contra Strepfococcus uberis, en una realizacion preferida se emplea Streptococcus uberis atenuado
como portador recombinante vivo en una composicion inmunogénica. Preferiblemente, dicho organismo de S. uberis
expresa proteinas de otra cepa de S. uberis, describiendo con ello una vacuna diferenciadora, porque el suero de un
animal vacunado con dicha vacuna es discernible del suero de un animal infectado con una infecciéon de campo,
mediante la deteccion de anticuerpos contra proteinas de ambas cepas. En otra realizacion, dicho organismo de S.
uberis es sustituido como célula hospedante o como portador vivo o muerto por un S.suis, 0 una especie de
Staphylococcus o un E.coli, vivos o muertos.

La administracion de una proteina inmunogénica, o de una parte de esta, o la administracién de un acido nucleico
que codifica dicha proteina de la invencion, provoca una respuesta inmunolégica. Dicho acido nucleico, cuando se
administra a una vaca, se expresa en las células de dicha vaca y es reconocido por el sistema inmunolégico de
dicha vaca. Con ello, el acido nucleico actia como composicion inmunogénica como, por ejemplo, una vacuna de
ADN contra la mastitis.

Debido a que la composicion inmunogénica provoca una respuesta inmunoldgica en un animal, preferiblemente una
vaca, la proteina reduce las enfermedades relacionadas con la mastitis y mejora la salud de dichas vacas, haciendo
con ello que las vacas sean mucho mas resistentes a otras infecciones (secundarias).
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Preferiblemente, la composicion inmunogénica se emplea para fabricar un medicamento contra la mastitis por
Streptococcus uberis que reduce la enfermedad especifica como resultado de una mastitis provocada por
Streptococcus uberis.

Una composicion inmunogénica también se emplea para producir o formular una vacuna contra la mastitis. Una
vacuna, en general, evita que animales o seres humanos contraigan una enfermedad. Preferiblemente, la
composicion inmunogénica es capaz de prevenir la mastitis.

En ofra realizacion, la composicion inmunogénica se emplea preferiblemente para disminuir y/o controlar el nimero
de organismos de S. uberis en la leche y/o en la ubre de la vaca. El proceso de ordefio en una granja de produccion
lactea comprende un peligro potencial de transferir organismos de S. uberis desde una vaca enferma a otra vaca.
Por tanto, la disminucion del nimero de organismos de S. uberis es lo mas adecuado para evitar la dispersion de la
infeccion desde la teta de una ubre a otra teta de la ubre y/o de un animal a otro animal.

Para la administracion de una composicién inmunogénica a un sujeto, la mezcla de las proteinas, o las partes
inmunogénicas de estas, o las células hospedantes con un portador adecuado facilita la aceptacion por un sujeto de
la composiciéon inmunogénica y aumenta el efecto inmunogénico de la composicion. Un portador adecuado
comprende, por ejemplo, un adyuvante adecuado para aumentar el efecto inmunizante de dicha composicion
inmunogénica. Los expertos en la técnica conocen muchos adyuvantes adecuados, con una base de aceite o con
una base acuosa, por ejemplo, el adyuvante Diluvacforte® o el adyuvante Specol®. En una realizacion, dicho
portador adecuado comprende, por ejemplo, una disolucién como, por ejemplo, disolucién salina para diluir bacterias
o proteinas, o partes inmunogénicas de estas.

En un animal, preferiblemente una vaca, que se inmuniza con una composicion inmunogénica descrita por la
invencion, se producen anticuerpos que se dirigen contra S. uberis. La presencia y el nivel de dichos anticuerpos son
indicativos de la inmunidad después de la inmunizacién con una composicién inmunogénica o una vacuna. Dichos
anticuerpos preferiblemente no se dirigen contra epitopos que estan presente en cepas de S. uberis de tipo salvaje
en el campo. Para discernir entre un animal vacunado y un animal que tiene una infeccion del tipo de campo, la
inmunidad de dicho animal vacunado, en una realizacién, preferiblemente se mide midiendo los anticuerpos dirigidos
contra dicha composicion inmunogénica. El antisuero de dicha vaca vacunada también se ensaya para la presencia
de anticuerpos contra antigenos de S. uberis, que no estan presentes en la composicion inmunogénica. La deteccion
de anticuerpos contra un antigeno de S. uberis que no esta presente en la composiciéon inmunogénica o vacuna es
una indicacion de una infeccion de tipo salvaje. Por tanto, la presente invencion describe un método para medir la
inmunidad de un animal contra S. uberis, comprendiendo dicho método determinar, en al menos una muestra
procedente de dicho animal, la presencia de anticuerpos dirigidos contra una proteina seleccionada de la tabla 5 y/o
la tabla 6, o una parte inmunogénica de esta. En una realizacion preferida, dicha proteina seleccionada de la tabla 5
y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16, P17, P19, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P64, P68, P75,
P81, P93, P100, y P105. Aun mas preferiblemente, dicha proteina seleccionada de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del
grupo que consiste en P15, P16, P20, P27, P54, P28, P63, P68, P93, y P105. Lo mas preferiblemente, dicha
proteina seleccionada de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16, P54, P28, P63, y P105.

Para la deteccion de anticuerpos que se unen a la composicion inmunogénica descrita por la invencion, un kit de
diagnostico que comprenda al menos una de las proteinas de la tabla 5 y/o la tabla 6, o una parte inmunogénica de
estas, es adecuado. La unién de un anticuerpo a dicha proteina, o a una parte inmunogénica de esta, se detecta
mediante, por ejemplo, deteccion de anticuerpos inmunofluorescentes o deteccion de anticuerpos acoplados a
enzimas o mediante cualquier otro medio de deteccion de anticuerpos unidos a dicha proteina, o a una parte
inmunogénica de esta.

En una realizacion preferida, dicha al menos una de las proteinas de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que
consiste en P15, P16, P17, P19, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P64, P68, P75, P81, P93, P100, y P105. Aun mas
preferiblemente, dicha al menos una de las proteinas de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en
P15, P16, P20, P27, P54, P28, P63, P68, P93, y P105. Lo mas preferiblemente, dicha al menos una de las proteinas
de la tabla 5 y/o 6 se selecciona del grupo que consiste en P15, P16, P54, P28, P63, y P105.

Por tanto, la presente invencién describe un kit de diagnostico que comprende al menos una proteina seleccionada
de la tabla 5 y/o la tabla 6, o una parte inmunogénica de esta, y un medio para detectar un anticuerpo que se une a
dicha proteina, o a dicha parte inmunogénica de esta. Este kit de diagndstico es, por ejemplo, un ensayo ELISA o
cualquier otro ensayo adecuado para seleccionar sueros. Preferiblemente, dicho kit de ensayo es adecuado para
seleccionar un gran nimero de sueros.

En otra realizacién, se emplea un acido nucleico para la deteccién de animales infectados por cepas de S. uberis de
tipo salvaje en una poblacion de animales vacunados con una composicién inmunogénica o una vacuna. Esta
deteccion se logra, por ejemplo, utilizando una PCR.

La presente solicitud de patente indica que las proteinas inmunogénicas adecuadas son moleculas proteicas y/o
proteinas accesibles para los anticuerpos en la superficie bacteriana y comunes a una serie de cepas de S. uberis.
Como ejemplo, se identificaron proteinas de la superficie a partir de secuencias del genoma de las cepas 41-241 y
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0140J mediante la seleccion de genes que contienen una o mas secuencias que se encuentran habitualmente en
las proteinas de la superficie de bacterias gram-positivas como, por ejemplo, un motivo de sortasa LPXTG necesario
para anclar la proteina a la pared celular, o un motivo de unién de lipidos necesario para lipoproteinas, o una
secuencia sefial o una region transmembrana que predice una localizacién en la superficie de la proteina codificada.

La presente solicitud describe la presencia de proteinas seleccionadas en cepas de S. uberis, segun se estudia
sondando el ADN cromosomico de una serie de cepas de S. uberis con productos de la PCR obtenidos a partir de
los genes seleccionados como se ha mencionado anteriormente.

La invencion se explica mas a fondo en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la
invencion, sino que solo sirven para aclarar la invenciéon. Pueden realizarse muchas realizaciones alternativas, que
estan dentro del alcance de la presente invencion.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Anadlisis FACS de cepas de S. uberis intactas. Se incubaron las cepas 41-241 (A) y O140J (B) de S.
uberis con suero inmunolégico de ratén (barras oscuras) o con el correspondiente suero preinmunolégico (barras
claras). Los anticuerpos unidos se detectaron utilizando anticuerpos secundarios conjugados con FITC. Los datos se
expresan como la mediana de la fluorescencia asociada con las células bacterianas. Se consideré que una
fluorescencia > 10 (2 x fondo) era positiva. Los nimeros de los sueros utilizados se refieren a los numeros del
gen/proteina segun se indica en las tablas 1 a 4.

Figura 2. Patrones del proteoma bidimensionales tefiidos con azul brillante de Coomassie. Se sondaron
lisados de las cepas 41-241 (A) y O140J (B) de S. uberis en crecimiento exponencial con suero bovino obtenido de
vacas después de una infeccion experimental con la cepa 0140J. Se identificaron las proteinas encerradas en un
circulo como proteinas inmunogénicas. Las propiedades de las proteinas identificadas se analizaron mediante una
digestion triptica dentro del gel. La espectrometria de masas MALDI-TOF se muestra en la tabla 6.

Figura 3. Infeccion de vacas con la cepa 0140J o la cepa 41-241 de S. uberis.

3A. Las vacas 6716 y 6717 fueron infectadas a través del conducto de la leche con la cepa O140J de S. uberis. Las
vacas 6720 y 6721 fueron infectadas a través del conducto de la leche con la cepa 41-241 de S. uberis. Nétese que
la vaca 6720 se infecta con 5000 cfu de S. uberis, y la vaca 6721 se infecta con 500 cfu de S. uberis. SSC significa
recuentos de células somaticas en la leche. BO significa investigacion bacteriana y se presenta como el nimero de
organismos como unidades formadoras de colonias (cfu) aisladas a partir de la leche. RV significa cuarto anterior
derecho. LA significa cuarto posterior izquierdo.

3B. Sefales clinicas y resultados bacterianos y citolégicos de las vacas 6718 y 6719 después de una infeccion con
la cepa O140J de S. uberis.

3C. Senales clinicas y resultados bacterianos y citologicos de las vacas 6722 y 6723 después de una infeccion con
la cepa 41-241 de S. uberis.

Figura 4. Secuencias de acidos nucleicos y secuencias de aminoacidos de las proteinas de S. uberis de la
tabla 5.

Ejemplos
Ejemplo 1: Seleccion de antigenos de la superficie comunes

Analisis de la secuencia de ADN. Se ha determinado la secuencia de ADN de la cepa 41-241 de S. uberis con una
cobertura 2x. Los datos de secuenciacion se reunieron para obtener 572 secuencias contiguas que contienen 1815
ORF. La cepa 0140J de S.uberis (Hill, 1988) se secuencio en el centro Sanger. También se reunieron los datos de
la secuencia disponibles en el sitio de Sanger en abril de 2002 para obtener 61 contigos que contienen 1938 OFR.

Seleccion de antigenos de la superficie comunes. Los antigenos de vacunas satisfactorios son proteinas que son
accesibles a los anticuerpos en la superficie bacteriana y son comunes a una serie de cepas de S. uberis. Las
proteinas de la superficie se identificaron a partir de secuencias del genoma de las cepas 41-241 y 0O140J
seleccionando los genes que contienen una o mas secuencias que forman un motivo de firma (véase M&M) que se
encuentran habitualmente en proteinas de la superficie de bacterias gram-positivas. Entre todos los ORF analizados,
17 ORF contenian un motivo de sortasa LPXTG (tabla 1) necesario para anclar la proteina a la pared celular. Cuatro
(P12, P23, P24 y P25) de estas 17 proteinas se encuentran exclusivamente en la cepa 41-241.

Treinta y un ORF contenian un motivo de unién de lipidos necesario para lipoproteinas (tabla 2).

Se encontraron todas estas proteinas en la cepa 0140J, asi como en la cepa 41-241. Ademas, se seleccionaron 87
ORF que contenian una secuencia sefial o una region transmembrana que predice una localizacién en la superficie
de la superficie codificada (tabla 3).
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Se encontraron estas proteinas en la cepa O140J, asi como en la cepa 41-241.

Ejemplo 2: Distribucion de los genes seleccionados entre diversos aislados clinicos y subclinicos de S.
uberis

Para estudiar la presencia de los genes seleccionados entre diversas cepas de S. uberis, se realizaron experimentos
de hibridacion de manchas en los que el ADN cromosémico de un nuimero considerable de cepas de S. uberis
clinicas se sondaron con productos de la PCR obtenidos a partir de 99 de los genes seleccionados. Los datos (tabla
4) demuestran que la mayoria de los genes seleccionados se hibridan con la mayoria de las cepas de S. uberis, o
cual sugiere que la mayoria de los genes seleccionados estan presentes de modo comun entre las diversas cepas
de S. uberis. Por contraste, 4 de los 99 genes ensayados solo se hibridan con un ndmero limitado de cepas. Todos
estos genes estan presentes en la cepa 41-241 y codifican proteinas que tienen un motivo de sortasa LPXTG
necesario para anclar la proteina a la pared celular.

Ejemplo 3: Inmunogenicidad de proteinas de la superficie seleccionadas

Para evaluar el papel de las proteinas como candidatos de vacunas, se clonaron las proteinas codificadas por los
115 genes seleccionados y se expresaron en E. coli con marcadores de polihistidina. Los productos de 106 de estos
genes se clonaron con éxito y se expresarn en E. coli. Después se ensayaron los sueros obtenidos de vacas
infectadas por S. uberis y de conejos inmunizados con células de S. uberis sonicadas o muertas con formaldehido
para la presencia de anticuerpos especificos dirigidos contra las proteinas expresadas mediante un analisis de la
transferencia Western. Los resultados (tabla 5) muestran que 19 de las proteinas expresadas fueron reconocidas por
los anticuerpos presentes en el suero de animales infectados por S. uberis, lo cual indica que estas proteinas se
expresan in vivo y son inmunogénicas en vacas. Ademas, 30 de las proteinas expresadas fueron reconocidas por
anticuerpos presentes en el suero de conejos inmunizados con células de S. uberis sonicadas o muertas con
formaldehido. Doce de las proteinas expresadas fueron reconocidas por los sueros obtenidos de vacas infectadas
por S. uberis, asi como por los sueros de conejos inmunizados con células de S. uberis sonicadas o muertas con
formaldehido. Estos datos indican que la mayoria de las proteinas son antigénicas.

La tabla 5 también muestra que algunas proteinas fueron reconocidas por antisueros inducidos después de una
infeccion experimental con ambas cepas 41-241 y O140J. Sin embargo, otras proteinas reaccionaron de modo
positivo exclusivamente con los sueros obtenidos después de una infecciéon con la cepa O140J o con los sueros
obtenidos después de una infeccién con la cepa 41-241. Esto probablemente indica que existen diferencias entre las
dos cepas en la expresion de proteinas in vivo o en la accesibilidad de las proteinas para el sistema inmunolégico.

Ejemplo 4: Purificacion de las proteinas seleccionadas

Para evaluar mas a fondo el papel de las proteinas como candidatos a vacunas, se purificaron las 36 proteinas
reconocidas por los sueros procedentes de vacas infectadas y/o por los sueros procedentes de conejos
inmunizados. Ademas, se purificaron 4 proteinas que contenian un motivo de sortasa pero que no reaccionaron con
ambos sueros. Treinta y una de las 40 proteinas recombinantes seleccionadas fueron sobreexpresadas con éxito en
forma soluble y pudieron purificarse bajo condiciones nativas, mientras que 5 proteinas fueron expresadas como
cuerpos de inclusion insolubles. Estas proteinas fueron purificadas utilizando condiciones desnaturalizantes y las
proteinas se volvieron a plegar después de la purificacion. Cuatro proteinas no pudieron ser purificadas en
cantidades suficientes para la inmunizacién. Las 36 proteinas purificadas se utilizaron después para inmunizar
ratones. Tal como muestran las transferencias Western, ninguna de las proteinas fue reactiva con el suero obtenido
de los ratones antes de la inmunizacion. Sin embargo, por contraste, las proteinas tienen una fuerte reaccion con los
sueros inmunoldgicos obtenidos de los ratones (tabla 5), lo cual indica que las proteinas son muy inmunogénicas en
ratones. La especificidad de los anticuerpos inducidos fue confirmada mediante una inmunotransferencia contra
lisados (o sobrenadantes de protoplastos) de células de S. uberis. Los resultados demuestran que la mayoria de los
anticuerpos inducidos reaccionan especificamente con una proteina de S. uberis con la masa molecular esperada, lo
cual indica claramente que estas proteinas representan antigenos (de la superficie) que son capaces de inducir una
respuesta inmunolégica en ratones.

Ejemplo 5: Caracteristicas funcionales de los anticuerpos inducidos

Los inventores utilizaron los sueros de los ratones en un analisis FACS para estudiar la unién de los anticuerpos a
células de S. uberis encapsuladas completas (cultivadas en Todd-Hewitt). Tal como se muestra en la figura 1,
ninguno de los sueros obtenidos de los ratones antes de la inmunizacion fue capaz de unirse a células de S. uberis
completas. Sin embargo, por contraste, ocho de los sueros inmunolégicos (sueros inducidos contra las proteinas
P11, P15, P17, P20, P25, P26, P27, P63) se unian con fuerza a las células bacterianas completas, mientras que dos
de los sueros (dirigidos contra las proteinas P17, P18) mostraron una union débil a las células bacterianas
completas. Esto indica claramente que las proteinas reconocidas por estos sueros fueron expresadas bajo las
condiciones utilizadas para cultivar las células bacterianas de S. uberis, y que son accesibles para la union a los
anticuerpos. Ademas, la figura 1 demuestra claramente que la expresion y/o accesibilidad en la superficie de las
proteinas difiere entre las dos cepas utilizadas. La expresion y/o la accesibilidad en la superficie se conservé en tres
de las proteinas (P17, P18 y P20). Por contraste, P11 y P63 fueron exclusivamente detectadas empleando la cepa
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0140J, mientras que P15, P18, P25 y P26 fueron exclusivamente detectadas empleando la cepa 41-241. P27
estaba expuesta en la superficie en ambas cepas 41-241 y O140J, pero solo fue débilmente reconocida por el
antisuero sobre la cepa 41-241.

Tomados conjuntamente, estos datos demuestran claramente que 10 de los antigenos seleccionados son
expresados sobre la superficie de las bacterias cultivadas in vifro y que estan disponibles para la unién del
anticuerpo sobre células encapsuladas intactas. Tres de estas proteinas estaban conservadas en las dos cepas
utilizadas.

Ejemplo 6: Estrategia del proteoma serolégico

Como estrategia alternativa para la identificacion de candidatos a vacunas de S. uberis, se aplicé un analisis del
proteoma serolégico.

Se separaron proteinas de cepas de S. uberis cultivadas en caldo de cultivo TH mediante una electroforesis en gel
bidimensional y se sondaron con anticuerpos presentes en sueros de animales infectados con S. uberis. Se
identifico una serie de proteinas de S. uberis muy inmunogénicas (los datos no se muestran). Se hicieron
corresponder con éxito tres manchas a las proteinas presentes sobre un gel bidimensional tefiido con azul brillante
de Coomassie (figura 2). A partir de estas proteinas, se analizaron los productos de la digestion triptica mediante Q-
TOF, y las huellas de péptido-masa resultantes se compararon con las huellas de péptido-masa generadas in silico
de todas las proteinas predichas a partir del analisis de la secuencia del genoma de las cepas 41-241 y 0140J.
Ademas, se emplearon dos péptidos tripticos importantes seleccionados de cada huella para una MS en tandem. La
secuencia de aminoacidos resultante de los péptidos después se comparé con las secuencias predichas a partir de
las secuencias del genoma de S. uberis. Se hicieron corresponder con éxito las tres proteinas utilizando este
procedimiento. Las propiedades de las proteinas identificadas se listan en la tabla 6. Uno de estos candidatos a
vacuna también se identificd utilizando la estrategia gendmica (P63). Esto subraya la importancia de esta proteina
como candidata a vacuna.

Ejemplo 7: ELISA de sobrenadantes de cultivo con sueros inmunolégicos de ratones

P93 y P105 fueron reconocidos con gran intensidad en los sobrenadantes de los cultivos de ambas cepas, lo cual
indica que estas proteinas son segregadas por las bacterias.

Ejemplo 8: Analisis FACS empleando células de S. uberis cultivadas en suero para imitar las condiciones in
vivo

Se siguid el procedimiento del ejemplo 5 para ensayar la uniéon de anticuerpos a células de S. uberis que se
cultivaron en un medio que imita a la leche.

Ejemplo 9: Conservacion de antigenos entre diversas cepas de S. uberis

Se estudia la conservacion de la expresion de las proteinas seleccionadas y la accesibilidad a anticuerpos entre
diversos aislados de S. uberis mediante analisis FACS. Estos estudios permiten la seleccién de candidatos a
vacunas dirigidos a diversas cepas de S. uberis.

Ejemplo 10: Vacunacion y exposicion en ganado vacuno

Infeccion experimental de animales no vacunados. Se determind la virulencia de las cepas O140J y 41-241 de S.
uberis después de una infeccién experimental. Una ubre se divide en cuatro partes, denominadas en general
cuartos. Cada cuarto comprende células secretoras de leche, conductos de la leche, una cisterna de la leche y una
teta. En este experimento, cada cuarto se infecta de modo individual en la cisterna de la leche a través del conducto
de la leche en la teta. Seis de ocho cuartos inoculados con la cepa O140J se infectaron con éxito (figura 3, tabla 7).
Se aislaron cultivos puros de la cepa O140J de S. uberis a partir de la leche obtenida de estos cuartos y se
detectaron niveles mayores de recuentos de células somaticas (SCC). En dos cuartos (de dos vacas diferentes; las
vacas 6717 y 6719; figuras 3A y 3B) no puedo detectarse infeccion después de la exposicion. Ambos cuartos siguen
siendo bacterioldgicamente negativos durante el desarrollo del experimento. En uno de los dos cuartos se observo
un ligero aumento en SCC. Por contraste, en los ocho cuartos expuestos a la cepa 41-241 se establecid una
infeccion (figuras 3A y 3C, tabla 7). Cuatro de estos cuartos (vacas 6721 y 6723) fueron inoculados con una dosis de
5 x 10% cfu de la cepa 41-241, mientras que los otros cuatro cuartos fueron inoculados con una dosis de 5 x 10° cfe
(vacas 6720 y 6722). Se observaron efectos mas graves después de la inoculacion con la dosis mayor: la
temperatura corporal de las vacas aumentd de modo mas significativo y se observaron sefiales clinicas de
enfermedad mas graves (coagulos en la leche y consistencia firme de la ubre) (tabla 7, figuras 3A y 3C). Sin
embargo, también se indujeron sefiales de mastitis utilizando la cepa 41-241 con una dosis de inoculacion de 5 x 102
cfu. Previamente se habian observado datos similares para la cepa O140J (Hill, 1988).

Comparado con la cepa 41-241, las sefales clinicas de mastitis obtenidas con la cepa O140J (dosis de inoculacion
de 5 x 102 cfu y estudiado durante 16 dias) parecen mas graves (figuras 3B y 3C). Tres de cuatro cuartos se
infectaron con éxito con la cepa O140J y los tres mostraron sefiales clinicas de mastitis durante al menos 16 dias
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después de la infeccion. Dos de estos cuartos permanecieron bacterioldgicamente positivos durante 16 dias
después de la infeccion (figura 3B), y en un cuarto se detect6 un nivel mayor de SCC durante 35 dias (los datos no
se muestran). Los cuatro cuartos infectados con la cepa 41-241 mostraton sefiales clinicas de mastitis durante 10-13
dias después de la inoculacion, pero fueron negativos a las sefiales clinicas desde el dia 13 en adelante (figura 3C).
Dos de estos cuartos (vaca 6723) siguieron siendo bacteriolégicamente positivos durante el desarrollo del
experimento (16 dias), lo cual indica la persistencia de S. uberis en la glandula mamaria (figura 3C).

El estudio histolégico del material de ubre recogido 3-5 dias después de la infeccidon en general se corresponde con
las observaciones clinicas. Ambas vacas infectadas con la cepa 41-241 y una vaca infectada con la cepa O140J
mostraron una mastitis de moderada a grave a través de toda la glandula, con acumulacién intraalveolar multifocal
de granulocitos polimorfonucleares, alteracion focal de la capa epitelial en los alveolos e infiltracion intersticial
moderada de células mononucleares (los datos no se muestran). La segunda vaca infectada con la cepa 0140J
presentaba una mastitis catarral multifocal suave.

Tomados conjuntamente, estos detaso demuestran que ambas cepas 0140J y 41-241 son patégenas en las vacas.

Inmunizacién de vacas lecheras. Se generaron anticuerpos policlonales contra proteinas de S. uberis en vacas.
Las vacas se inmunizaron mediante diversos calendarios de inmunizacion, utilizando una inoculacién subcutanea y/o
intramuscular y/o intramamaria.

La composicion inmunogénica se formulé con un disolvente, como por ejemplo, disolucion salina tamponada con
fosfato, y un adyuvante, por ejemplo, adyuvante de agua en aceite o adyuvante sin aceite.

Después de la inmunizacion se recogié una muestra de sangre y se ensay6 el suero para detectar anticuerpos
contra S. uberis.

Infeccion experimental de animales vacunados. Se expusieron a una infeccién con 500 cfu de la cepa O140J de
S. uberis a vacas vacunadas y no vacunadas. Cada cuarto de ubre se infecté de modo individual a través del
conducto de la leche en la teta.

Después de la exposicion, las vacas vacunadas con una composicién inmunogénica de la invencion muestran
menos sefiales clinicas de mastitis, menos alteraciones en la leche, menores niveles de SCC, un periodo mas corto
de mastitis clinica, menos fiebre. Las puntuaciones clinicas y las pruebas histolégicas de las ubres demuestran
claramente que la inmunizacion segun la presente invencion es eficaz contra la mastitis provocada por S. uberis.

Ejemplo 11: Reactividad de los antigenos con suero convaleciente

Se ensay6 la capacidad de una serie de proteinas seleccionadas (P15, P16, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P68,
P75, P93 y P105) para inducir anticuerpos convalecientes mediante un analisis de la transferencia Western
utilizando sueros de campo obtenidos de 14 vacas que se habian recuperado de una infeccién reciente por S.
uberis. Seis de los 12 antigenos seleccionados (P15, P16, P54, P28, P63, P105) fueron reconocidos por los 14
sueros convalecientes utilizados. Estos datos indican que estos antigenos son expresados por todas las cepas de S.
uberis que provocaron las respectivas infecciones, que estos antigenos se expresan durante la infeccion en el
hospedante, y que estos antigenos son muy inmunogénicos. Cinco de los antigenos (P68, P27, P20, P93 y P22)
fueron reconocidos por 8, 9, 10, 11 0 12 de los sueros convalecientes, respectivamente. Con uno de los antigenos
no pudo detectarse reaccion con ninguno de los sueros convalecientes (P75).

Ejemplo 12: Conservacion de los antigenos entre diversas cepas de S. uberis. Para indicar la idoneidad de los
antigenos para conferir proteccion frente a diversas cepas de S. uberis, se determind la conservacion y la expresion
de los 12 antigenos seleccionados (P15, P16, P20, P22, P27, P54, P28, P63, P68, P75, P93 y P105) entre una
coleccion de cepas de campo recientemente aisladas (35 cepas). La expresion de los antigenos se demostrd
mediante el ensayo de seleccién de transferencias Western blots con sueros inmunoldgicos de raton frente a los
antigenos purificados. Cinco de los 12 antigenos (P15, P16, P28, P75 y P105) fueron expresados en >97% de las
cepas ensayadas; dos de los antigenos (P27, P63) fueron expresados en 94% de las cepas, y cuatro de los
antigenos (P20, P22, P54, P93) fueron expresados en 81-92% de las cepas. Estos datos demuestran claramente
que la expresion de la mayoria de los antigenos esta muy conservada entre las diversas cepas de S. uberis.

Materiales y métodos
Cepas de bacterianas y condiciones de cultivo

Se aisl6 una cepa 41-241 de S. uberis en 1998 de una granja de produccion lactea holandesa comercial en la que se
observé un brote de mastitis por S. uberis (Hill, 1988). La cepa 41-241 mostré una huella RAPD de tipo B que se
encuentra predominantemente en el rebafio concreto durante el brote (Zadoks et al., 2003). La cepa se aislé de una
vaca infectada con S. uberis durante al menos dos meses. La aparicion de la infeccion fue subclinica y fue seguida
de multiples recrudecimientos clinicos.

Las cepas 0140J y EF20 de S. uberis fueron una amable donacién del doctor J. Leigh, Institute for Animal Health,
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Compton, Reino Unido. Otras cepas de S. uberis y S. parauberis, aisladas a partir de casos clinicos de mastitis en
diversas granjas de produccion lactea holandesas fueron una amable donacion del doctor D. Mevius, CIDC,
Lelystad, Paises Bajos; de la doctora O. Sampimon, Animal Health Service, Deventer, Paises Bajos; o de
Dierenartsen Praktijk, Diessen, Paises Bajos. Todas las demas especies estreptocdcicas procedieron de la coleccion
del laboratorio de ASG, Lelystad, Paises Bajos. Las cepas estreptococicas se cultivaron en caldo de cultivo Todd-
Hewitt (codigo CM189, Oxoid), y se cultivaron sobre una base de agar-sangre Columbia (codigo CM331, Oxoid) que
contenia sangre de caballo al 6% (en v/v) y aesculina al 0,1% (en p/v), a menos que se indique lo contrario. Las
cepas de E. coli se cultivaron en caldo de cultivo Luria (18) y se cultivaron sobre caldo de cultivo Luria que contenia
agar al 1,5% (en p/v). Si fue necesario, se afiadieron 50 pg/ml de kanamicina.

Preparacion del suero. La leche bruta se obtuvo de una granja de produccion lactea sin infecciones por S. uberis
en su historia (Waiboerhoeve, Lelystad, Paises Bajos). La leche se centrifugé durante 30 minutos a 12.800 x g y se
elimind la grasa. Después se afadieron 40 pl/ml de renina (Lactoferm, Brouwland, Bélgica) y la leche se incubd
durante 2 hr a 37 °C con mezclado frecuente. La leche coagulada se retiré mediante tamizado, y el sobrenadante
remanente se centrifugé durante 30 minutos a 12.800 x g. El sobrenadante aclarado se esterilizd6 mediante filtracion
sobre un filtro Sartobran P de 0,2 um (Sartonus, Goettingen, Alemania).

Muestras de leche y sueros. Las muestras de leche y los sueros se obtuvieron de casos de mastitis por S. uberis
clinicos de diversas granjas de produccion lactea holandesas (doctora O. Sampimon, Animal Health Service,
Deventer, Paises Bajos). Ninguno de los animales habian sido tratados con antibiéticos antes de que las muestras
se recogiesen.

Ademas, se recogio leche y suero de vacas en diversos momentos después de una infeccidon experimental con las
cepas O140J y 41-241 de S. uberis.

Antisuero de conejo. Se generaron en conejos anticuerpos policlonales dirigidos contra células de S. uberis
enteras matadas con formaldehido, asi como contra células de S. uberis sonicadas. Los conejos se inmunizaron por
via subcutanea utilizando 2-4 x 10° células muertas en adyuvante de agua en aceite. Las inoculaciones se repitieron
dos, tres y cuatro semanas después. Después de 6 semanas, los conejos se sacrificaron y se recogio el suero.

Para preparar los antigenos, las cepas de S. uberis se cultivaron durante 16 h en caldo de cultivo Todd-Hewitt. Los
cultivos se diluyeron 10 veces en 1 litro de caldo de cultivo Todd-Hewitt precalentado y las células se hicieron crecer
hasta que la densidad 6ptica (600 nm) alcanzé 0,5. Los cultivos se centrifugaron durante 15 min a 10.000 x g, y los
sedimentos se disolvieron en 100 ml de PBS (NaCl 136,89 mM, KCI 2,68 mM, Na,HPO4 8,1 mM, KH2PO4 2,79 mM,
pH 7,2). Después, la densidad optica (600 nm) se ajusté a 1,0 con PBS. Para preparar las células fijadas con
formaldehido, porciones de 10 ml de estas células se centrifugaron durante 20 min a 10.000 x g y los sedimentos se
resuspendieron en 2,5 ml de PBS. A esta suspension se le afiadieron 250 pl de formaldehido al 3% y se mantuvo
durante 16 h a temperatura ambiente. La suspensién se comprobd para determinar la ausencia de bacterias vivas
mediante cultivo en placas de agar Columbia. Para eliminar el formaldehido, las células se lavaron dos veces con
PBS. Para preparar las células sonicadas, porciones de 10 ml de las células se centrifugaron durante 20 min a
10.000 x g, y los sedimentos se resuspendieron en 250 ul de PBS. Las células se sonicaron durante 15 min
utilizando un sonificador de punta a 100% de salida, 50% de ciclo de trabajo. Después de la sonicacion, las células
se diluyeron 10 veces en PBS. Ambos antigenos se mezclaron 1:1 con Specol para producir emulsiones de agua en
aceite.

Secuenciacion del genoma. El ADN genémico se aisld de la cepa 41-241 de S. uberis tal como se describe en
Sambrook et al. (1989). EI ADN se sometié a cizallamiento y se empled para crear un banco de plasmidos. Se
secuenciaron clones aleatorios utilizando la quimica de tinte-terminador y se analizaron con un analizador de ADN
ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido). Los datos de secuenciacion se recopilaron para
obtener 572 secuencias contiguas. Se identificd un conjunto inicial de marcos de lectura abiertos (ORF) con los
programas informaticos GLIMMER y GENEMARK. Se predijeron las hélicas transmembrana y las localizaciones
subcelulares en los genes con un programa informatico denominado TMHMM, disponible en
www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM. Para buscar en cada ORF para determinar la presencia de péptidos sefal se
empled el programa informatico SignalP (Nielsen ef al., 1999). Se realizaron predicciones alternativas de péptidos
sefial utilizando el programa informatico PSORT disponible en http://psort.nibb.ac.jp, y un programa denominado
GCG-SPScan, disponible en http://www.biology.wustl.edu/gcg/spscan.html. Se descubrieron las lipoproteinas
utilizando el programa informatico GCG-Findpatterns con las siguientes expresiones:

PS00013: ~D,E,R,K)6(L,I,V,M,F,W,S, T,A,G)2(L,I,V.M,F,Y,S, T,A,G,C,Q)A,G,S)C; g-lpp:
<(M,V)X{0,13}(R,K)~(D,E,R,K,Q){6,20}(L,I,V,M,F,E,S, T,A,G)(L,V,|,A,M)(1,V,M,S, T,AF,G)(A,G)C; y g-lpp_rvh:
(M,V,L)X{0,13}(R,K)~(D,E,R,K,Q){6,20}(L,I,V,M,F,E,S, T,A,G)(L,V,,AM)(I,V,M,S,T,AF,G)(A,G)C. Se identificaron las
proteinas con dominios de anclaje a la pared celular utilizando InterPro registro IPR001899. Se empled el programa
informatico BLAST para buscar las secuencias de proteinas con identidad de secuencia con las secuencias de
aminoacidos deducidas.

Transferencia de puntos, transferencia Southern e hibridacién. EI ADN cromosémico se aislé como se describe
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en Sambrook et al. (1989). Para la transferencia de puntos, se establecié una mancha de 1 ng de ADN cromosémico
sobre membranas Genescreen Plus. Las membranas se incubaron en NaOH 0,4 M-NaCl 1 M a temperatura
ambiente durante 10 min para desnaturalizar el ADN, y durante 10 min en NaCl 0,6 M, citrato de sodio 0,06 M (pH
7,0) para la neutralizacién. Para la transferencia Southern, los fragmentos de ADN se separaron sobre geles de
agarosa al 0,8% y se transfirieron a membranas Gene-Screen Plus (NEN), segun se describe en Sambrook et al.
(1989). Las sondas de ADN se marcaron con [(a->2P]dCTP (3000 Ci mmol”, Amersham) utilizando un kit de marcaje
de cebado aleatorio (Boehringer). EI ADN sobre las transferencias se hibridé a 65 °C en un tampo6n que tenia fosfato
de sodio 0,5 M, EDTA 1 mM, y dodecilsulfato de sodio al 7% a un pH de 7,2, con las sondas de ADN apropiadas
segun recomienda el suministrador de las membranas Gene Screen Plus. Después de la hibridacion, las membranas
se lavaron dos veces con una disolucion de fosfato de sodio 40 mM, pH 7,2, EDTA 1 mM, SDS al 5% durante 30 min
a 65 °C, y dos veces con una disolucion de fosfato de sodio 40 mM, pH 7,2, EDTA 1 mM, SDS al 1% durante 30 min
a 65 °C. Se detectaron sefiales sobre un Phosphor-Imager (Storm, Molecular Dynamics).

Clonacion y expresion de proteinas seleccionadas. Los ORF seleccionados se amplificaron mediante PCR con
cebadores oligonucleotidicos especificos para la clonacién en pET200/D-TOPO (Invitrogen). Las proteinas se
clonaron sin secuencias sefial putativas ni regiones transmembrana predichas. Las construcciones se transformaron
en Escherichia coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen) para la expresion de las proteinas recombinantes.

Para la reaccion de PCR (25 pl) se empled la ADN polimerasa Platinum Pfx (Invitrogen) segun describe el
suministrador. La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador Perkin ElImer 9700, y el programa consistio
en una incubacion durante 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 15 seg a 94 °C, 30 seg a 57 °C, y 2 min a 68 °C, y 5 min a 68
°C.

Inmunodeteccion de los antigenos expresados. Las proteinas se separaron mediante una electroforesis en gel
de poliacrilamida-SDS utilizando el sistema de minicélulas XCell SureLock (Invitrogen). Las proteinas en el gel se
visualizaron utilizando tincién de SYPRO-Orange (Molecular Probes, Sunnyvale, Calif.), segun las recomendaciones
del fabricante. Se detectaron sefales en un Phosphor-Imager (Storm, Molecular Dynamics).

Las proteinas se trasladaron a una membrana de nitrocelulosa mediante procedimientos convencionales (19). Las
membranas se bloquearon en Blotto: disolucién salina tamponada con Tris (TBS) (Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl
150 mM) que contenia leche desnatada al 4%, suero de ternera fetal al 5% y Tween 20 al 0,05% a temperatura
ambiente (TA) durante 16 h. Para detectar los antigenos recombinantes, las membranas se incubaron con un
anticuerpo monoclonal contra 6 x marcador HIS (Clontech, Palo Alto, CA). Los anticuerpos unidos se detectaron y se
visualizaron utilizando un anticuerpo anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina y nitro-azul-tetrazolio/5-bromo-4-
cloro-3-indolfosfato, segun se describe en Sambrook et al. (1989).

Se ensay6 la inmunogenicidad de los antigenos expresados utilizando muestras de suero obtenidas de vacas
infectadas clinica o subclinicamente con S. uberis o utilizando antisuero anti-S. uberis de conejo. Los anticuerpos
unidos se detectaron con inmunoglobulinas de conejo anti-vaca o de cabra anti-conejo conjugadas con fosfatasa
alcalina (Jackson Immunoresearch) y se visualizaron utilizando nitro-azul-tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato,
segun se describe en Sambrook et al. (1989).

Purificacion de proteinas. Las proteinas se purificaron por afinidad a partir de sedimentos celulares solubilizados
utilizando una cromatografia en columna de acido Ni-nitrilotriacético (Ni**-NTA), segun describe el fabricante
(Qiagen). Brevemente, las células se hicieron crecer hasta la fase exponencial, se afiadié IPTG 1 mM y se dejo que
las células crecieran durante 4 hr mas a 37 °C. Después, las células se recolectaron y se lisaron. Los sobrenadantes
aclarados se cargaron sobre columnas de agarosa Ni?*-NTA. Las columnas se lavaron y la proteina se eluyé. Se
emplearon diferentes tampones para la purificacion desnaturalizante y nativa. Las proteinas purificadas bajo
condiciones desnaturalizantes se renaturalizaron mediante una dialisis empleando un gradiente lineal de urea 6 M-0
M en NaCl 286,89 mM, KCI 2,68 mM, Na;HPO4 8,1 mM, KH,PO4 2,79 mM, pH 7,2. Las proteinas purificadas
después se concentraron utilizando filtros Amicon Ultra-4 5000 MWCO (Millipore).

Concentracion de proteinas. Se determind la concentracién de proteinas en las muestras después de la
electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Las proteinas en el gel se visualizaron utilizando tincién de SYPRO-
Orange (Molecular Probes, Sunnyvale, Calif.), seguin las recomendaciones del fabricante. Se detectaron sefiales en
un Phosphor-Imager (Storm, Molecular Dynamics). Se empled un intervalo de concentraciones de albumina de suero
bovina conocidas como patrén para calcular las cantidades de proteinas presentes en el gel. Se empled el programa
Molecular Dynamics para los calculos.

Inmunogenicidad de las proteinas purificadas. Ratones OF1 fueron inmunizados por via subcutanea utilizando
20 pg de proteinas purificadas en adyuvante completo de Freund. Las inoculaciones se repitieron tres semanas
después utilizando 20 ug de proteinas purificadas en adyuvante incompleto de Freund. Tres semanas después de la
segunda inoculacioén se sacrificaron los ratones y se recogio el suero.

Analisis FACS. Se cultivaron células de S. uberis en caldo de cultivo Todd-Hewitt hasta que la DOggo alcanzé 0,5.
Las células se recogieron mediante centrigugacion, se lavaron una vez con tampén FACS (PBS-13, pH 7,2 [NaCl
137 mM, KCI 2,68 mM, NapHPO,4 8,1 mM, KH,PO4 2,8 mM], BSA al 0,5%) y la densidad celular se ajusté a
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aproximadamente DOggo 1,0 en tampdn FACS. Las células (250 pl) se recogieron mediante centrifugacion y se
resuspendieron en 50 pl de tampon FACS que contenia antisuero de ratén (en una dilucion 1:50). La muestra se
incub6 durante 45 minutos sobre hielo. Para retirar los anticuerpos no unidos, las células se lavaron dos veces con
250 pl de tampon FACS. Después, las células se incubaron con 50 pl de tampon FACS que contenia anticuerpo
secundario anti-ratéon de conejo marcado con isotiocianato (FITC) (dilucién 1:100, DAKO A/S, Glostrup, Dinamarca)
durante 30 minutos sobre hielo. Las células se lavaron dos veces con 250 pul de tampoén FACS, se resuspendieron
en 100 pl de tampodn FACS y el anticuerpo unido se detect6 con un clasificador de células activado por fluorescencia
(FACS Calibur, Benton Dickinson, Franklin Lakes, EEUU).

ELISA con células completas. Células de S. uberis en crecimiento exponencial se recogieron mediante
centrifugacion, se resuspendieron en tampén de revestimiento, pH 9,6 (NaHCO3; 0,05 M, Na,CO3z 0,05 M) y la
densidad celular se ajustd a DOggo 1,0. Placas de 96 pocillos de union alta se revistieron con 100 ul de esta
suspension por pocillo durante 16 hr a 4 °C. Los pocillos se lavaron 4 veces con tampén ELISA (Tween-80 al 5%,
Na-azida al 0,02%), se afiadio suero (diluido 1:20 en PBS-13 que contenia Tween-80 al 0,05%, NaCl al 2% y suero
de ternera fetal al 5%) y las placas se incubaron durante 1 hr a 37 °C. Para eliminar los anticuerpos no unidos, los
pocillos se lavaron cuatro veces con tampon ELISA. Después, se afiadié un anticuerpo secundario (100 pl de anti-
ratéon de conejo conjugado con peroxidasa de rabano (DAKO) diluido 1:250 en PBS-13 que contenia Tween-80 al
0,05%, NaCl al 2% y suero de ternera fetal al 5%) y las placas se incubaron durante 1 hr a 37 °C. Los pocillos de
nuevo se lavaron cuatro veces con tampon ELISA y los anticuerpos unidos se detectaron a temperatura ambiente
utilizando 100 pl de tetrametilbenzidina (TMB) (CeDi-Diagnostics, Lelystad, Paises Bajos). Las reacciones se
detuvieron después de 15 min mediante la adicion de 100 pl de H>SO4 0,5 M por pocillo. Se leyd la absorbancia
utilizando un lector de ELISA (Thermo Labsystems, Franklin, EEUU) a 450 nm.

Preparacion de las muestras para la electroforesis en gel bidimensional. Las cepas de S. uberis se cultivaron
durante 16 h en 100 ml de caldo de cultivo Todd-Hewitt. Los cultivos se diluyeron 20 veces en 1 litro de caldo de
cultivo Todd-Hewitt precalentado y las células se hicieron crecer hasta que la densidad 6ptica (600 nm) alcanzé 0,5.
Los cultivos se centrifugaron durante 20 min a 10.000 x g, y los sedimentos se lavaron una vez con un volumen igual
de sacarosa 250 mM/Tris 25 mM, pH 8,0, y una vez con un volumen igual de superQ. Los sedimentos resultantes se
disolvieron en 5 ml de superQ. Se sonicaron porciones de 15 ml de estas suspensiontes durante 15 min utilizando
un sonicador de punta (sonificador Branson 250, intervalo del 50%, amplitud 3). Después, las suspensiones se
trataron con ADNasa | y MgCl, (concentracion final de 6,5 ug/ml y 10 mM, respectivamente) durante 10 min a 37 °C.
Se afiadieron los inhibidores de proteasas pepstatina A, leupeptina, pefabloc y aprotinina a unas concentraciones
finales de 2,5 ug/ml, 5 pg/ml, 25 pg/mly 1 pg/ml, respectivamente. Las muestras se centrifugaron durante 30 min a
10.000 x g, los sobrenadantes se recogieron y se centrifugaron durante 30 min mas a 100.000 x g. Los
sobrenadantes se recogieron y se determind la concentracion de proteinas en las muestras utilizando el ensayo de
proteinas RC DC (BioRad) segun las instrucciones del fabricante.

Electroforesis en gel bidimensional. Se solubilizaron muestras que contenian 50-100 pg de proteinas en 450 ul de
tampon de muestras (urea 8 M, CHAPS al 2%, IPG-tampon 3-10 al 0,5%, ditiotreitol 70 mM y trazas de azul de
bromofenol). Las proteinas se separaron en la primera dimension mediante enfoque isoeléctrico utilizando tiras
Immobiline 18 cm DryStrips (3-10 NL Amersham Pharmacia Biotech) sobre un IPGphor (Amersham Pharmacia
Biotech) después de la rehidratacion de las tiras segun las instrucciones del fabricante. Inmediatemente después del
enfoque, las tiras se equilibraron durante 15 min en tampdn de equilibrio (urea 6 M, glicerol al 30%, SDS al 2%, Tris-
HCI 50 mM, pH 8,8, trazas de azul de bromofenol) que contenia ditiotreitol 10 mg/ml, y durante 15 min en tampén de
equilibrio que contenia yodoacetamida 25 mg/ml. Las proteinas se separaron en la segunda dimension mediante
una electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS sobre geles Ettan DALT premoldeado al 12,5% (Amersham
Pharmacia Biotech) en un sistema Ettan DALT 12 (Amersham Pharmacia Biotech) segun las instrucciones del
fabricante.

Tincion. Las proteinas en los geles se tifieron con plata utilizando el kit de tincion de plata PlusOne™ (Amersham
Pharmacia Biotech) segun las instrucciones del fabricante, o con azul brillante de Coomassie segun se describe en
Sambrook et al. (1989) con unos tiempos de incubacion prolongados debido a la capa protectora de plastico de los
geles.

Digestion de las proteinas de los geles bidimensionales. Las manchas de las proteinas identificadas sobre geles
tefiidos con Coomassie se cortaron de forma manual. Los trozos de gel se congelaron en acido acético al 0,1% a -80
°C hasta su uso. Las proteinas en los geles se digirieron con tripsina, tal como se describe en Li et al. (2003).

Espectrometria de masas de las manchas de proteinas digeridas tripticamente de los geles bidimensionales.
Se empled un espectrometro de masas Micromass Q-TOF para analizar las masas de las manchas de proteinas
digeridas tripticamente, tal como se describe en Li et al. (2004).

Experimentos de infeccion experimental

Animales. Se emplearon vacas Holstein-Friesian clinicamente sanas, 2-4 semanas en su primera lactancia, para la
infeccion. Las vacas se ordefiaron dos veces diarias a 7:00 a.m. y 4:00 p.m. Todas las vacas tenian unos recuentos
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de células somaticas (SCC) por debajo de 2,0 x 10° células/ml, eran negativas para patdgenos de la mastitis
basandose en una evaluaciéon microbioldgica repetida de la lecha durante los ultimos 14 dias antes de la infeccion, y
no tenian historia de mastitis.

Preparacion del inéculo e inoculacion. Se emplearon como inéculos las cepas de S. uberis O140J y 41-241. Se
trasladaron colonias individuales, cultivadas sobre placas de agar Columbia que contenia sangre de caballo al 6%
(en v/v) y aesculina al 0,1% (en p/v), hacia 90 ml de caldo de cultivo Todd-Hewitt (Oxoid) y se cultivaron durante la
noche a 37 °C. Los cultivos cultivados durante la noche se diluyeron de 1 a 10 en el mismo medio, y las bacterias se
hicieron crecer hasta una concentracion de aproximadamente 3 x 10° cfu/ml (fase de crecimiento logaritmico). Las
células después se recogieron mediante centrifugacion y se resuspendieron y se diluyeron en PBS.

Dos cuartos de cada vaca se inocularon por via intracisternal con 5 x 10? (de la cepa O140J o de la cepa 41-241) 0 5
x 10% (cepa 41-241) cfu por 5 ml de PBS. Los cuartos control fueron inoculados con 5 ml de PBS. Las inyecciones se
realizaron justo después del ordefio de la tarde utilizando canulas para tetas desechables. Antes de la inoculacion,
las tetas se limpiaron con alcohol. Los indculos se masajearon hacia arriba para que se introdujesen en las cisternas
de las glandulas.

Un grupo de cuatro vacas se expuso a 5 x 10% cfu de la cepa 0140J. Otro grupo de cuatro vacas se expuso a la
cepa 41-241. Dos de estas vacas fueron expuestas a 5 x 10° cfu, y las otras dos vacas a 5 x 10° cfu. Las vacas se
utilizaron en dos experimentos consecutivos, uno terminé después de 45 a 80 horas, y el segundo después de 16
dias.

Toma de muestras y puntuaciones clinicas. Se recogieron muestras de leche de forma aséptica de todos los
cuartos en cada ordefio. Las muestras se estudiaron bacteriolégicamente sobre placas de agar sangre que contenia
sangre de caballo al 6% (en v/v) y aesculina al 0,1% (en p/v), y se determin6 el SCC utilizando procedimientos
convencionales (International Dairy Federation, 1981). Ademas, las muestras de leche se conservaron a -20 °C
hasta el analisis para determinar la respuesta de anticuerpos. En cada ordefio se determiné la temperatura corporal
de las vacas y la produccion de leche, y las vacas se controlaron para determinar la aparicion de sefales clinicas de
mastitis (consistencia de la ubre y coagulos en la leche). Una vez a la semana se recogieron muestras de sangre
para el analisis de las respuestas de anticuerpos en el suero.

Patologia. Para el estudio histoldgico, se tomaron muestras de tejido de la glandula mamaria de cada cuarto de
diferentes sitios de tres secciones transversales horizontales diferentes, a saber, en la base de la glandula, a mitad
de camino entre la base y la cisterna, y en la cisterna de la glandula. Las muestras de tejido se fijaron en
formaldehido tamponado al 4% y se sumergieron en parafina. Para los estudios histoldgicos se cortaron secciones
de tejido y se tifieron con tinte de hematoxilina/eosina.
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Tabla 1. Proteinas de la superficie de S. uberis que contienen un motivo de sortasa LPxTGE

Proteina | n.° de | n.° Homologia en la base | % de | Senial de clasificacion predicha
contigo | de de datos (n.° de | identidad
aa registro)
P11 231c11 | 1270 | Exo-beta-D- 54 LPMTSD
fructosidasa de S. SNNNLEELGILVILTTLGAFLGRVILKKEK
mutans (U78296)
P12 S00737 | 317 Proteina hipotética 60 LPNTGE
desconocida de S. SSIAPFTAIGAIILSVLGLLGFKKRRTY
agalactiae (Q8CM32)
P13 129h4 484 Proteina similar al 45 LPSTGD
colageno de S. KANPFFTAAALAVMASAGMVAVSRKRKED
pyogenes
(AY069936)
P14 K00518 | 565 Proteina similar al 44 LPSTGD
colageno de S. KANPFFTAAALAVMASAGMVAVSRKRKED
pyogenes
(AF336814)
P15 130g06 | 693 5'-nucleotidasade S. | 46 LPTTSS
pyogenes (NC_ QEDTAILLSLLGASSLAMAVALKKKENN
004070)
P16 223b05 | 268 Sin homologia -- LPSTGE
DYQAYLVAAAMALIASSGMVAYGSYRKKKQK
P17 52905 1074 | Desconocido de 34 LPALAD
Bacillus halodurans GSHKDDSKLFWVTGLLVASGGLFAALKRREED
(NC_
002570)
P18 240d11 | 499 Homoélogo de proteina | 26 LPMAGE
de unién al RGSRLFTFIGLSLILGIAGYLLKHKKVKS
fibrinbgeno de S.
aureus (AJ005646)
P19 32a09 | 278 Precursor de beta-N- | 32 LPPTGS QESGIFSLFSALISTALGLFLLKSNKND
acetil-hexosaminidasa
de S. pneumoniae
(NC_003098)
P20 122b06 | 506 Proteina de union a 42 LPSTGD
lactoferrina de KPVNPLLVASGLSLMIGAGAFVYAGKRKKG
S.uberis
(AAQ83577.1)
P22 130906 | 1483 | Precursor de serina 25 LPETRD
proteinasa PrtA de S. SSSMANWSLAFFLSAVICFFKGRRKRLNKL
pneumoniae
(AF127143)
P23 S03520 | 456 Sin resultados -- LPTTGD
KADGSIVQMVIGALMVSFVGFSALKDRKKEK
P24 S00737 | 238 Proteina hipotética 46 LPHTGE EKGFLSIIGGTILSFVAFLFKKKITLN
desconocida de S.
agalactiae (Q8CH3)
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P25

S00737

876

Proteina hipotética
desconocida de S.
agalactiae (Q8CMF2)

49

LPHTGE EGLSILTVIGASILSVLGLSVLKKPKEN

P26

224912

649

Proteina hipotética de
Schizosaccharomyces
pombe (NC_003421)

22

LPTTGD
DQNLLVTLMSSLLLMSLGLGLKKKEDE

P27

113f05

1144

Peptidasa C5a de S.
pyogenes
(NC_004070)

34

LPKTDS
QKTMTFLGIAMLFGGILQVLWSYFKKRD

P115

69h12

818

Ciclonucledtido
fosfodiesterasa de S.
suis (AB066354)

64

LPKAGS
QESKGLFFMGLSLLGLAGLITKKEERQ

Tabla 2. Lipoproteinas putativas de S. uberis

Proteina

n.° de
contigo

de aa

Homologia en la base
de datos (n.° de
registro)

% de
identidad

Sefal de clasificacion predicha

P30

198902

293

Proteina de unién a
fosfato de S.
pneumoniae
(AAL00697.1)

71

MKIMKMNKMLTLAVLTLSSFGLAAC

P31

111h03

451

Proteina de unién a
azlcar de S.
pneumoniae
(AAK75762.1)

24

MSKKILKLATLAILPFVGLTAC

P32

32a09

309

Adhesién a laminina
de S. pyogenes
(AAL98544.1)

62

MKRKFLSFILVLTFFLPFLVGLSAC

P33

71g04

314

Proteina de
maduracioén de
proteasa de S.
pyogenes
(AAK34209.1)

61

MNTSKKIVTGFVTLASVLTLAAC

P34

113f05

416

Proteina de unién a
maltosa/maltodextrina
de S. pyogenes
(AAL97920.1)

85

MKSWQKIIVSGASLTLASTLLVGC

P35

121e03

212

Proteina hipotética de
S. pyogenes
(AAK34138.1)

57

MIGLLMKTQKSITLLLLSVLC

P36

121e03

277

Proteina de unién a
aminoacidos de S.
uberis

(AF086736)

97

MNLKKILLTTLALASTLFLVAC

P37

108f04

351

Lipoproteina putativa
de S. pyogenes
(AAK34087.1)

78

MNKKFIGLGLASVAILSLAAC

P38

108f04

285

Proteina de unién a
fosfato de S.
pyogenes
(AAK34100.1))

80

MKKFFLVGMLTLSMLTLTAC

P39

45f07

282

Proteina de unién a
aminoacidos de B.
subtilis
(CAB12132.1)

49

MKKLFIYLSLMSLLVGAC

P40

198902

310

Proteina de unién a
metales de S.
pyogenes
(AAL97215.1)

79

MKKKLSLAIMAFLGLLMLGAC

P41

130c11

311

Proteina de unién a
ferricromo de S.
pyogenes

70

MKKLLVTLVLIFSTLSLIAC
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(AAL97215.1)

P42 130c11 | 307 Proteina hipotética de | 70 MKIKLNRILFSGLALSILITLTGC
S. pyogenes
(AAK33400.1)

P43 130c11 | 281 Proteina hipotética de | 76 MSYKKILGLIGLTLVSSVLVAC
S. pyogenes
(AAL97072.1)

P44 130c11 | 274 Proteina hipotética de | 66 MTLKKNLGILSLTLGTLAILAAC
S. pyogenes
(AAL97071.1)

P45 240d11 | 434 Proteina de union a 52 MIKFETKKGQKLFLFGLILCFC
azUcar de S. mutans
(AAN59568)

P46 141106 | 272 Proteina hipotética de | 67 MKVKKNIKIAALLPMLTLLAAC
S. pyogenes
(AAK33324.1))

P47 125906 | 539 Proteina de union al 76 MKKRWIASSVIVLASTIVLGAC
sustrato de S.
pneumoniae

(AAK75869.1)

P49 122b05 | 347 Transportador ABC 65 MNKKLTSLALLSAAIIPLAAC
putativo de S.
pyogenes

(AAM78733.1)

P50 161c09 | 552 Proteina asociada a 79 MTVAQKSTFKRFGLGAVTLASAALLMAC
hialuronato de S. equi
(AF100456)

P51 198b02 | 268 Proteina de union al 52 MKTKKILKAAIGLMTLVSMTAC
sustrato de S.
pyogenes

(AAL97497.1)

P52 198902 | 270 Peptidil-prolil cistrans | 67 MKKIISFALLTLSLFSLSAC
isomerasa de S.
pyogenes
(AAM78928.1)

P53 231c11 | 173 Proteina hipotética de | 29 MKKTFTSTLVLLSALMLTAC
Methanosarcina
acetivorans

(AAM03977.1)

P54 53f09 286 Estreptoquinasa de 100 MKKWFLILMLLGIFGC
S.uberis
(AJ131604)

P55 68d07 127 Proteina hipotética de | 61 MGNYFKSLCLLLFSFLLVAC
S. pyogenes
(AE014145)

P56 69h12 357 Sin homologia -- MSKIVKKIFFLTAFLIMFFLSAC

P57 87h02 390 Proteina de union a 46 MKKKLLVSTIACLSLLSLAAC
aminoacidos de
cadena ramificada de
S. pneumoniae
(AE007382)

P58 69h12 221 Hidrolasas asociadas | 44 MINKKIFTSLTVICISNC
a la pared celular de
Clostridium
acetobutylicum
(AE007516)

P112 231c11 | 320 Lipoproteina putativa | 45 MKKGMRFSLILLALMLLTAC
de S. agalactiae (NP_
689064)

P113 52905 322 Proteina de unién a 59 MKCIKKLGFLALFLSMLLLLGAC
ribosa de L. lactis
(NP_689064.1)

P117 198902 | 291 Proteina de union a 72 MKMNKMLTLAVLTLSSFGLAAC
fosfato de S.
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pneumoniae
(AE0Q07497)
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Tabla 5 “é\o ,,oc’ . ‘,&\‘oﬁ
o
4 6@: <© 66 -q,\)e‘o S
o(‘eoeo“'&e 40° 6"’““ A('pp
< 237 00 W« @ o
egve o \4\5‘ 0"\\‘\ ‘\(\ e"’o‘\ o AV
o < % X
n.° de homologia
sortasa 0140J 41-241 0140J 41-241
11 exo-beta D frutosidasa 137 N
12 desconocido de S. agalatiae 30 D
44 proteina de tipo coladgeno 54 N B reaccién positiva fuerte
1§  S'nuclectidasa N T~ reaccién positiva débil
16  sin resultados N reaccion negativa
17  desconocido N
18 desconocido N
19 beta-N-acetilhexosamina 29 N N: purificacion nativa
20 proteina de unidn a lactoferrina48 N D: purificaciéon desnaturalizada
22  serinaproteinasa PriA 157 N X: no purificado
23 sin resultados 46 N
24 desconocido de S. agalatiae 29 N
25 desconocido de S. agalatiae 88 N
26  receptor de aglutinacién 68 N
27  (C5a peptidasa 121 N
11§  5S'nucleclidasa 90 N
lipo
maduracion de proteasa 35 N
34 proteina de union a maltosa 46 N
37 lipoproteina putativa 40 N
41 proteina de union a ferricromo 35 N
48 lipoproteina putativa 40 N
49 ABC putativa 39 N
§0 proteina asociada a hialuronato 61 N
54 estreptoquinasa 33 N
“superficie
4 VieK 49 D
[ proteina de unién a colina 44 X
9 Com¥YD 14 X
28 peptidoglicano hidrolasa 23 N
29 proteina hipotética 57 N
63 proteina de exclusion de superficie 96 N
64 proteina hipotética de §. pyogenes 48 X
68 proteina hipotética de S. pyogenes 23 N
70  proteina hipotética 34 N
75 serina proteasa 26 D
81  proteina de adhesién 57 N
92 ensamblaje de cromosomas 22 N
93  autolisina 82 D
94  proteina hipotética 14 D
100 proteina putativa 19 X
105 intemalina 79 N
109 Mn superoxidasa 26 N

Tabla 6: Proteinas inmunogénicas de S. uberis identificadas en geles bidimensionales y caracterizadas mediante
espectrometria de masas.

n.° de mancha nombre de la proteina masa (kDa) pl
1 proteina de exclusion de la superficie 94,8 5,8
2 factor de activacion (ropA) 47,3 4.3
3 nucledsido difosfato quinasa 16,2 5,7
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REIVINDICACIONES

1.- Un método para identificar una proteina de Streptococcus uberis que es capaz de provocar una respuesta
inmunoldgica contra al menos dos cepas y/o serotipos de de Strepfococcus uberis, comprendiendo dicho método:

a) identificar al menos parte de:
- una proteina segregada y/o
- una proteina asociada a la superficie y/o

- una proteina con al menos 80% de identidad de secuencia con una proteina que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:110, SEQ ID NO:112, SEQ ID NO:114, SEQ ID
NO:116, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:120, SEQ ID NO:122, SEQ ID NO:124, SEQ ID NO:126, SEQ ID NO:128,
SEQ ID NO:130, SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:136, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID
NO:142, SEQ ID NO:144, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:154,
SEQ ID NO:156, SEQ ID NO:158, SEQ ID NO:160, SEQ ID NO:162, SEQ ID NO:164, SEQ ID NO:166, SEQ ID
NO:168, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:174, SEQ ID NO:176, SEQ ID NO:178, SEQ ID NO:180,
SEQ ID NO:182, SEQ ID NO:184, SEQ ID NO:186, SEQ ID NO:188 y SEQ ID NO:190;

b) seleccionar al menos una proteina identificada en la etapa a) que se conserva a través de al menos dos cepas y/o
serotipos de Streptococcus uberis; y

c) ensayar si al menos una proteina seleccionada en la etapa b) o una parte inmunogénica, un derivado y/o un
analogo de esta, es capaz de unirse especificamente a un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por una primera cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de
un animal infectado por una segunda cepa y/o serotipo de Strepfococcus uberis.

2.- Un método segun la reivindicacion 1, en el que dicha proteina segregada y/o proteina asociada a la superficie se
identifica identificando, en al menos parte de la secuencia genodmica de Streptococcus uberis, un gen que
comprende un motivo de una proteina segregada y/o asociada a la superficie.

3.- Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dicha proteina con al menos 80% de identidad de secuencia
con una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:110,
SEQ ID NO:112, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:116, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:120, SEQ ID NO:122, SEQ ID
NO:124, SEQ ID NO:126, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:130,SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID NO:136, SEQ
ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142, SEQ ID NO:144, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:148, SEQ ID NO:150,
SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:154, SEQ ID NO:156, SEQ ID NO:158,SEQ ID NO:160, SEQ ID NO:162, SEQ ID
NO:164, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:174, SEQ ID NO:176,
SEQ ID NO:178, SEQ ID NO:180, SEQ ID NO:182, SEQ ID NO:184, SEQ ID NO:186,SEQ ID NO:188 y SEQ ID
NO:190 se identifica identificando, en al menos parte de la secuencia genémica de Streptococcus uberis, un gen con
al menos 80% de identidad de secuencia con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID NO:109, SEQ ID NO: 111, SEQ ID NO:113, SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:119, SEQ ID
NO:121, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:125, SEQ ID NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:133,
SEQ ID NO:135, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:139, SEQ ID NO:141, SEQ ID NO:143, SEQ ID NO:145, SEQ ID
NO:147, SEQ ID NO:149, SEQ ID NO:151, SEQ ID NO:153, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:159,
SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:165, SEQ ID NO:167, SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:171, SEQ ID
NO:173, SEQ ID NO:175, SEQ ID NO:177, SEQ ID NO:179, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:183, SEQ ID NO:185,
SEQ ID NO:187 y SEQ ID NO:189.

4.- Un método segun la reivindicacion 1 o 2 o 3, en el que dicha proteina con al menos 80% de identidad de
secuencia con una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NO:110, SEQ ID NO:112, SEQ ID NO:114, SEQ ID NO:116, SEQ ID NO:118, SEQ ID NO:120, SEQ ID NO:122,
SEQ ID NO:124, SEQ ID NO:126, SEQ ID NO:128, SEQ ID NO:130,SEQ ID NO:132, SEQ ID NO:134, SEQ ID
NO:136, SEQ ID NO:138, SEQ ID NO:140, SEQ ID NO:142, SEQ ID NO:144, SEQ ID NO:146, SEQ ID NO:148,
SEQ ID NO:150, SEQ ID NO:152, SEQ ID NO:154, SEQ ID NO:156, SEQ ID NO:158,SEQ ID NO:160, SEQ ID
NO:162, SEQ ID NO:164, SEQ ID NO:166, SEQ ID NO:168, SEQ ID NO:170, SEQ ID NO:172, SEQ ID NO:174,
SEQ ID NO:176, SEQ ID NO:178, SEQ ID NO:180, SEQ ID NO:182, SEQ ID NO:184, SEQ ID NO:186, SEQ ID
NO:188 y SEQ ID NO:190 se identifica identificando, en al menos parte de la secuencia genémica de Streptococcus
uberis, un gen que se hibrida con la secuencia de nucleétidos de longitud completa de cualquiera de las secuencias
de acidos nucleicos seleccionadas del grupo que consiste en SEQ ID NO:109, SEQ ID NO:111, SEQ ID NO:113,
SEQ ID NO:115, SEQ ID NO:117, SEQ ID NO:119, SEQ ID NO:121, SEQ ID NO:123, SEQ ID NO:125, SEQ ID
NO:127, SEQ ID NO:129, SEQ ID NO:131, SEQ ID NO:133, SEQ ID NO:135, SEQ ID NO:137, SEQ ID NO:139,
SEQ ID NO:141, SEQ ID NO:143, SEQ ID NO:145, SEQ ID NO:147, SEQ ID NO:149, SEQ ID NO:151, SEQ ID
NO:153, SEQ ID NO:155, SEQ ID NO:157, SEQ ID NO:159, SEQ ID NO:161, SEQ ID NO:163, SEQ ID NO:165,
SEQ ID NO:167, SEQ ID NO:169, SEQ ID NO:171, SEQ ID NO:173, SEQ ID NO:175, SEQ ID NO:177, SEQ ID
NO:179, SEQ ID NO:181, SEQ ID NO:183, SEQ ID NO:185, SEQ ID NO:187 y SEQ ID NO:189 a 65 °C en un
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tampon que tiene fosfato de sodio 0,5 M, EDTA 1 mM, y dodecilsulfato de sodio al 7% a un pH de 7,2,
en el que la molécula de acido nucleico permanece hibridada después de:

- lavar dos veces con un tampon que contiene fosfato de sodio 40 mM (pH 7,2), EDTA 1 mM y dodecilsulfato de
sodio al 5% durante 30 minutos a 65 °C, y;

- lavar dos veces con un tampon que contiene fosfato de sodio 40 mM (pH 7,2), EDTA 1 mM y dodecilsulfato de
sodio al 1% durante 30 minutos a 65 °C.

5.- Un método segun la reivindicacion 2, 3 o 4, que comprende ademas seleccionar un gen que se conserva a través
de al menos dos cepas y/o serotipos de Streptococcus uberis.

6.- Un método segun la reivindicacion 5, que comprende ademas obtener una proteina codificada por dicho gen, o
una parte inmunogénica, un derivado y/o un analogo de dicha proteina.

7.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-6, en el que dicho gen se expresa en un sistema de
expresion procariota.

8.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende:
- obtener proteinas de Streptococcus uberis aisladas y/o recombinantes;

- incubar dichas proteinas con un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal infectado por una primera
cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis, y con un anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un animal infectado
por una segunda cepa Yy/o serotipo de Streptococcus uberis, y

- ensayar si una proteina es capaz de unirse a un anticuerpo y/o una célula inmunoldgica de un animal infectado por
una primera cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis, y un anticuerpo y/o una célula inmunolégica de un animal
infectado por una segunda cepa y/o serotipo de Streptococcus uberis.

9.- Un método segun la reivindicaciéon 8, que comprende ademas expresar dicha proteina utilizando una secuencia
de acido nucleico que codifica dicha proteina.

10.- Un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicho anticuerpo y/o célula inmunolégica
se deriva de un suero convaleciente.

11.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que dicha proteina de Streptococcus uberis
es capaz de suscitar anticuerpos inductores de la opsonofagocitosis.

12.- Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que se identifican al menos dos proteinas
de Streptococcus uberis capaces de provocar una respuesta inmunolégica contra al menos dos cepas y/o serotipos
de Streptococcus uberis.
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Fig. 1A

Analisis FACS de la cepa 41-241 de S. uberis intacta
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Fig. 1B

Analisis FACS de la cepa O140J de S. uberis intacta
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Fig. 3A, Condt.
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Fig. 3A, Condt.
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Fig. 3A, Condt.
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Fig. 3B
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Fig. 3B, Condt.
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Fig. 3B, Condt.
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Fig. 3C
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Fig. 3C, Condt.
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Fig. 3C, Condt.
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Fig. 3C, Condt.
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Figura 4.

Secuencias de acidos nucleicos y secuencias de aminoacidos de las proteinas de S. uberis de la tabla 5.

SEQ ID NO:109

atgactgagaacctaatcggaaatttategttattcgaactttcaatcttatiattacttatttttgitgetgeatattt
tatttatttageagttegtgactatcgaaatgecaaaattaticggecaaatgagtcataaaateegtgacctaatcaatg
gtegttacacggatgaaatcaatgaaaaagetgatattgapctcattgaactticagageaactcaatgatttateggat
gtetttegattgacceatgaaaatettgeccaggaaaaaaategettagecagtattttggectacatgagtgatggegt
tttggcaacagaccgaactegtcaaatcatgatgattaacgaaaccgeccaaaaacaattgaatatitegaaagaagaag
ccettttaatgaatateacggatttgttagggcaagacactecctatacctaccgggaattggtttccaaaacaccgatt
gitaccttgaatagacgegatgagactggtgaatitatcaccetecaggetgegetttgectigaatagaagagaaagtgg
attcattteggggettgttgtegtectacatgacactaccgaacaggaaaaagaagaacgtgagegtegeetetttgitt
cgaatgttagtecacgaattaagaacgecattgacateagtcaaatectatttggaagecctgeatgageeteccttaaaa
gaagatatcgeaccaagtitcatcaaagtttcactagatgaaaccaateggatgatgegaatgatttcggacttgitaaa
cctgtetegtattgataaccaagteacagetetageagttgaaatgaccaatttcacagectttatgacttetatactaa
ategttttgatttagtgagaaaccaaaatacagtticaggegaaaagetatgaaattatacgagattatectattacttet
gtttggctagaaattgacaatgataaaatgacacaagtcattgaaaacattttaaataatgetatcaaatattcacctga
tggtggtaaaaticgtgttaagatgaaaacaacagatagtecaattgattatetetatttcggatcaaggattaggaatte
caaagaaagatctteetttgatttitgacegattttatecggetggataaageacgcagtegtgeacaaggtggaacaggt
ttaggacttgecattgectaaagaaattgtanaacaacataatggtittatatgggcaaaaagtgactatggeaaaggete
gacctttacaattgtattgecatatgaaaaagatgtigtigeaggaacagatgatgaatgggaggatgatattgac

SEQ ID NO:110

MTENLIGNLSLFELSILLLLIFVAAYFIYLAVRDYRNAKIIRQMSHKIRDLINGRYTDEINEKADI
ELIELSEQLNDLSDVFRLTHENLAQEKNRLASILAYMSDGVLATDRTGQIMMINETAQKQLNI
SKEEALLMNITDLLGQDTPYTYRELVSKTPIVILNRRDETGEFITLRLRFALNRRESGFISGLVV
VLHDTTEQEKEERERRLFVSNVSHELRTPLTSVKSYLEALDEGALKEDIAPSFIKVSLDETNR
MMRMISDLLNLSRIDNQVTALAVEMTNFTAFMTSILNRFDLVRNQNTVSGKSYEIIRDYPITSY
WLEIDNDEMTQVIENILNNAIKYSPDGGRKIRVKMKTTDSQLIISISDQGLGIPKKDLPLIFDRFY
RVDKARSRAQGGTGLGLAIAKEIVKQHNGFIWAKSDYGKGSTFTIVLPYEKDVVAGTDDEWE
DDID
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SEQID NO:111

atgaaattcataaaaatcttattatctcaaatcgtecagtetattittgetettaacaateagtttacatgetitagagac
agtcaatgcagetgtactgggggatgactateccattgeatggaaateeggtiggegtacagacacttggggaatgtace
gaaggcaatgcaccteatttgtigetittagattgaatcaagtaaatgeggctitcaateccttctggtitaggaaatget
gatacttggggtcatattgetagacgaatggggtatectgttaatgatatcccageagtaggageegttgectggtttga
taaaggaataaatggtteteatettgectatggacatgtetectggettgecggaggttaatggtaatctagttaccttag
aagaatataattttgatgceggacaaggtectgaacaatatcatagaagagteattaacagteateaagteagtegtttt
attcatttcaaagatgtegatactggaagtatteccatetettetectatgeaaageecgagatecaacaattecaaacea
agpgagttatcattttaccgaacagatgcccataaaagetcagectattgecaatagecaageaattgecttttaccagg
ceggecaaatggttcactatgataaaaccgtaattgetgatggttatcaatggetateatacattgectattetggteaa
agacgetacatcecaattgetaaggtaacttctaaggaaagttcaaaacaggaggactttgecccaggtgaccaagttac
tttttctggtgtitaccaagtcactcaaattcatggtagectgetttctagtaaggacttagetggtggagageetggte
ctctaaattggttagateccaggteetgtecttgaaageaacagagacggacaacaaagtggagatcaaatactetaceee
ggegatttctttatcaticcaggaaactacaaagitttacagattcacaaggaaacaaaaggtetecttaticaaatagg
aaaccgacaaacttgggtatcaatgaacaaggttcagaaatctaca

SEQ ID NO:112

MEKFIKILLSQIVSLFLLLTISLHALETVNAAVLGDDYPIAWKSGWGTDTWG MYRRQCTSTVAT
RLNQVNGLSIPSGLGNADTWGHIARRMGYPVNDIPAVGAVAWFDKGINGSHLAYGHVSWVA
EVNGNLVTLEEYNFDAGQGPEQYHRRVINSHQVSGFIHFKDVDTGSIPISSPMQSPRSTIPNQG
SYHFTEQMPIKAQPIANSQAIAFYQAGQMVHYDKTVIADGYQWLSYIAYSGQRRYIPIAKVTSK
ESSKQEDFAPGDQVTFSGVYQVTQIHGSLLSSKDLAGGEPGPLNWLDPGPVLESNRDGQQSG
DQILYPGDFFIIPGNYKVLQIHKETKGLLIQIGNRQTWVSMNKVQKST

SEQID NO:113

atgactattatcaaaaacatcctggtgaaaataagetgttgecatagtaaagecttecaccettgeggagagteteetgty
tctggcagtgacgaccticaccattetgitgetaagtagetetetggeggetetttatgaaagtgtggaasagagaattpgt
ttttcatttectttgaacatttitategteattgtecanaaaatgagtgttttanaacaagaagaaagtgetttgeacttt
acagcacatcgtatcaaatatggtcagegtgaattagtgattccagatcatattegatigttaaatcaagggactateee
ttttaacaaaacaggtggtagtecattccttageaaanattgagiggeaaacaccaagggagaaattgacataccagetaa
atctagggagtggaaattatcaaaaacgaagacat

SEQ ID NO:114

MTIKNILVKISCCHSKAFTLAESLLCLAVTTFTILLLSSSLAGVYESVERELFFISFEHFYRHCQ
KMSVLKQEESALHFTAHRIKYGQRELVIPDHIRLLNQGTIPFNKTGGSHSLAKIEWQTPREKL
TYQLNLGSGNYQKRRH
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SEQ ID NO:115

atgatcaatctaaaggtaaatactgtecctattcaanaggagaaaggaattatgaagecaagaaaagaaatgtgttaattg
gtitatgegcaagegggggaaacaatggatttatggttgtpgcatittaatttgtggettggttttcggagttgaageta
ctteapgtegetgetgagactattccaacaacagecaacagttgagactttaaattcagatgtaacaagtaagacatctcaa
gaaacacagaagactactgaaatagcaacaccagtttcagaaatagttatgecatctcaacaaaaagttgttgaggaget
aactcaagaagttagegtacaaaatcaagagacgptcataaatatgeetgtgttaactcaaggagtaaatatageaggac
caaatgaaacggcetatattaacggattcgattgtccaaaacaatgticaacctatigatagagttgagaaaatggaaaca
tecttttetaccgaattgactaagaaagetgaaagtagetataatacaaatcttcaagatttgaattatgatccaaatgt
ttgggaagticgtgaagatggtitgtatagtaacgetgttggaaaaggtgacaatttectattttcageatcaactggtg
aaaactttatcttccaaacagacgtaacctttcttcaaaataccggageagettcactegtttteogttcaaacaatgat
coctgaaaatctcaatggttatgtigttaatettgatggaaattcacacaaagecaaggttatggegttgggetgaageaaa
tttaattaatgacaaagaaattetagecagteegpacaataaatatitettaaaagtagtggegactaacgggtggattt
catactacattaatggtattttgattgcaaacttgagegactacactatacaacgtgatgaccttggtcaaacaacatat
attaaagatggtcattttggtettttgaactggaatggtgaaatggtettecaaaatacettetacegtgaattgacaaa
tgaagagttacctcttcttaatgatgtgacggtaacgtcaaaaaacggtecagttgaacctaaaggacaattititicag
agagttcagtttatattcaatatgtatcaaacgatgectecaacggtggacttgagetttgatgetaataatteagatgea
ctaataacagtgactgatgctcatggtasagtttattcaaatccaagegeaaticetgtaactgttggaccaaattatet
cacggtgacaagtacttacacaacaacagatggetacgtaatecectecaacatacegtattaatgttcaceggegteaac
cacagtcagtttattataatgaaaacttcegtgatcaatatcattactetgttaaagatggetgggeaaatgatectaat
ggattagtttactataatggtgtttatcatatgttttaccaatictacgatgatacaaaatgggggecaatgeattggge
acatgcaacaagtactgatttgattcattgggaagaccaaccaattgetttttatecagactataatggaacgatgttct
caggctgtatagtggeagatgttaataattctagtggactttitgatagtgaaaatggtggattagtagetcteattacg
attaacggggaagggcaacgeattaaacttgeatatagtactgatgaaggraaaacctggeaaaaagtggatgaaattgt
ageggattgpactacagacccactacaaactegtgattitegtgaccetaaagttttecgttgggaaaataaatggttta
tggtaatigcaggtegaccactacgtetttattcatcagatgatettaaaaattggactgtggaatcaacgtatceagat
ctteatacagaatgtccagatctttacecagtettggeggaagatcagacagtgaaatgggtictitetegeggtggteg
ttattacaaagttggtgatttacaacaagetgacgeaaattggaaatteataccagatgctaattaccaagaaacagata
gtatcatgaattttggtaaagattcatatgetgegatgacatactatgtacaagattttggtaccaaagetaatccaact
attccaaagattattgaattgaattggatgaatacttgggataactattgeaaccttgtagetgategettaggtecagte
atttaatgggacttttaaccttaatitagaacttggicttgtcaaagaagptgataagtatgticttactcagacacegg
ttgaagcttatgaaagtttacgtgataatgacaacaaagttgaatacaaaaatgtigtcgttggtaaagaaaatgacett
tttaaagatttttctggagatacttatgaaattgitgetcactttaaaccgagtgacaaaacaacaaaagttggtttcaa
ccttagagttggticagggeagatgactaaggtttactatgatttgatagecaggacgaatcattatcgaccgaagteaat
caggcattatattgacggaactitttagtaatattgatagtcaggetgtaacacctaatattgatggaagtattgateta
cacatttttgtigatcgtgetagtgttgaagttttttcaaaaaatcatacagtageaggggctaaccaaattttcacate
apctcagagtctaggattggaagtactcatigatggtgaagatgetaaagecagatattgtettatatecattanagagea
tetggaaaaataaaattattgatacaacaccecaaattgtiatteccagetagtgaaccaaaagtacggatgaatgtgggt
gatageacaaccpgtaaaagettatgtitcaccagttggggegagtcaagatettatttggaatattagcaatecaagtet
agttttagatcaaatatcaggtaatcaggtttttcttaaagegattaagaaaggacaagttattgtaagageacagteac
aatctaatccagcagtttatcaagatittattattgatattttagaagataacttcaatacaaatgttaaagatgtgaat
gtattttetggegattggtacgttgatggegaatetttgaaagttgecaaatecacaattcaaacgacatttacatgteage
agataagataccatatgaaaattatcaaatggacttggatataaaatatggtegaggaattgtaaatatettetttgett
caggtaatcctgacgetaacaacgettatactatecaatttggtageaataatteagtiegtttgttecgettctacaga
gatactatttttgaggcgccaatgatagatgtgattaatgacaateaattcecaccatgticgattggtgaaatcageaaa
tgteatecatgtttatptigataatgaaatggtaatgtettacacatttgatcaagttgaagagtttticaacaatecat
accttggectaggtetttgggatggegaactagetgttcagaactittatgtaattgatttagatgegeaaaaacetgtt
tttgttgaagageatgagaaagagaaactactatcagaattaaaaaaatcagtggttaaaacaagttcatattcaactet
aaaaacaatagagacgtcttcaaaaacaaattetgagaacttagaageteegactgtttctaagaaaaacttacctatga
caagtgatagtaacaataatttagaggaactgggtatattagtaattctaacgactttaggagetttittaggacgegtt
attttasaaaaagaaaaataa
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SEQ ID NO:116

MKQEKKCVNWFMRKRGKQWIYGCGILICGLVFGVEATSVAAETIPTTATVETLNSDVTSKTSQ
ETQKTTEIATPVSEIVMPSQQKVVEEVTQEVSVQNQETVINMPVLTQGVNIAGPNETAILTDSI
VQNNVQPIDRVEKMETSFSTELTKKAESSYNTNLQDLNYDPNVWEVREDGLYSNAVGKGDN
FLFSASTGENFIFQTDVTFLQNTGAASLVFRSNNDPENLNGYVVNLDGNSHKARLWRWAEAN
LINDKEILASPDNKYFLKVVATNGWISYYINGILIANLSDYTIQRDDLGQTTYIKDGHFGLLNW
NGEMVFQNTFYRELTNEELPLLNDVTVTSKNGPVEPKGQFFSESSVYIQYVSNDASTVDLSFD
ANNSDALITVIDAHGKVYSNPSAIPVTVGPNYLTVTSTYTTTDGYVIPSTYRINVHRRQPQSVY
YNENFRDQYHYSVKDGWANDPNGLVYYNGVYHMFYQFYDDTKWGPMHWAHATSTDLIHW
EDQPIAFYPDYNGTMFSGCIVADVNNSSGLFDSENGGLVALITING EGQRIKLAYSTDEGKTW
QKVDEIVADWITDPLQTRDFRDPKVFRWENKWFMVIAGGPLRLYSSDDLENWTVESTYPDL
HTECPDLYPVLAEDQTVKWVLSRGGRYYKVGDLQQADGNWKFIPDANYQETDSIMNFGKDS
YAAMTYYVQDFGTKANPTIPKIIELNWMNTWDNYCNLVADRLGQSFNGTFNLNLELGLVKE
GDKYVLTQTPVEAYESLRDNDNKVEYKNVVVGKENDLFKDFSGDTYEIVAHFKPSDKTTKVG
FNLRVGSGEMTKVYYDLIAGRIIIDRSQSGIILTELFSNIDSQAVTPNIDGSIDLHIFVDRASVEV
FSKNHTVAGANQIFTSAQSLGLEVLIDGEDARKADIVLYPLKSIWKNKIIDTTPQIVIPASEPKVR
MNVGDSTTVEAYVSPVGASQDLIWNISNPSLVLDQISGNQVFLKAIKKGQVIVRAQSQSNPAV
YQDFIIDILEDNFNTNVKDVNVFSGDWYVDGESLKVANHNSNDIYMSADKIPYENYQMDLDI
KYGRGIVNIFFASGNPDANNAYTIQFGSNNSVRLFRFYRDTIFEAPMIDVINDNQFHHVRLVKS
ANVIHVYVDNEMVMSYTFDQVEEFFNNPYLGLGLWDGELAVQNFYVIDLDAQKPVFVEEHE
KEKLLSELKKSVVKTSSYSTLKTIETSSKTNSENLEAPTVSKKNLPMTSDSNNNLEELGILVIL
TTLGAFLGRVILKKEK

SEQID NO:117

atggctgaacttgaaacacaaaaaactcagttaacttetgeggttaatactacaaaatetcaattagaccaagetaagea
agtattgagtaacttacaagecaacacctcttcaaactcaaaatgetcaatectaaacttgatcaagegaaagtagapgttag
cacttgcacaagataactatgttaaageccaagaagetgttaaattagetagtcaagaattagttgtcanagaagetaac
ctaaaaaatgeccaagecgacctattagataageaaaatattttgaatgaagecacaagecaaceettgeagaaagteaatt
agtattagctagtttacaatctaaccttaaagaageacaageaagttiggeagaagetaaaacategttagatacegeta
aaacaaatcttgcacagaaacaagcatacttactttctettcaaaatgegectaaagttctagcagaagetcaagetaaa
cttgttactgetaaaagtgatttagecaaaaaaatggetatittagacaaagaagtagecaaattaaaagaattacaage
tgttcaagetgaagetcaaaaccaatatagtattgtttttgaagettttaaageagtacaagaagetaagaaacaagetg
aattaacagaaatctatgagcatattatctcagaaggaggagaageaataccagttgttgacgaaacaggtaaaataact
ggttatgtagatggtagtaagaaaattgttactaatgaaacgagtittgagetaattagtacagataaatcacctgttga
atcaccagtcaatcaggaaaacaaattagtaagttettcaactaatgatttaccgaatactggtgaatcaageattgcac
cattcacagcaattggagcaattatcttatcagttcttggactattaggetttaaaaaacgtegtacttat

SEQ ID NO:118

MAELETQKTQLTSAVNTTKSQLDQAKQVLSNLQATPLQTQNAQSKLDQAKVELALAQDNYV
KAQEAVKLASQELVVKEANLENAQADLLDKQNILNEAQATLAESQLVLASLQSNLKEAQASL
AEAKTSLDTAKTNLAQKQAYLLSLQNAPKVLAEAQAKLVTAKSDLAKKMAILDKEVAKLKEL
QAVQAEAQNQYSIVFEAFKAVQEAKKQAELTEIYEHIISEGGEAIPVVDETGKITGYVDGSKKI
VINETSFELISTDKSPVESPVNQENKLVSSSTNDLPNTGESSIAPFTAIGAIILSVLGLLGFKKR

RTY
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SEQ ID NO:119

atgacacacatgaataaaaacggacgetacaageaacgetttagectecegeaagtacaaatttggtgeagettecgtect
cctaggaaccatcttcgeectaggeatgaceggaacaacageacaggetcaggaaggatggectggaagtggtetaggag
tacctggegttggagtacetggegttggagtacetggegttggagtacetggegttggagtacccggagtaggtgtacca
getgtaggagteccaggegtaggtgtacctggtgtaggagteccaggeptaggegtaccagegagtaggagtaccaagtgg
ttataataatggetttgattatggaacaggttatggttcagggtacgggaatttaggttatectatgeeegtacetgtac
caggacctatgggecctecgggaatgecaggattgectggaccageaggteegtecaggaccagttggaagaacaggtgag
getggacaacctggaccageagetgctegeggagageaaggaccageaggaccaagaggtgaggetggtgeaactggace
aagaggtgaageaggtectecaaggtaaggaaggaccggeaggaccageaggtgcaaaaggtgaacaaggtececgtggte
aaaaaggtgaaaaaggtgategegpacgteatgeattacaaggittacaaggaaagecaggtaaagatggeegtgatgga
canaagggagaaaaaggtgatccaggtaaaaatggtaageaaggeectgeaggacgtgatggettgaatggteaaanage
tgacccaggtaagaacggtctaaatggtaaaccaggtectaaaggtgetgatggtcaagatggtegegatggtegtgacg
gtaacccaggtaaaccaggtaagaacggtgectaaaggaacaccagetegtpacggtoctanaggecgtgatggtaaagace
getaccaatggtgtagecggtaaaaatggtegtgacggtgecaaaggeegtgatggtaaagatgecgctaaaggtcaaga
cggtaaacacggtegeaacggtcaagatggecagacatggacaagacggtgtegatggeegtaatggtetagatggtegee
gtggtegtgacggacgteatggtegtgatggtategacggtgtegatggtegtgacggtttatcaccaateattaaaace
atgacacactctgatggaagecatactatecacttecteaacccagatggeacacgttcagaaatcacecttegtgateg
taagaacggtcaagatggaaaagatggegetecaggtegtgacggtgtagacggtaaagacggtgeaccaggacgtgatg
geegtgatggtaaagacggtatgeccaggtegtgacggacgtgacggtcacgatggeaaagacggeatgecaggacgegat
ggeatgaacggtaaagatggtcaageageageaggcaacactgetggecaaaggeaatgeticagacatgaaacctaaage
tatggeageacctgecageaatgactaaccaaaacgetcatgeaaataacaaaggteeagetacagegeaattgecateaa
ctggtgacaaggcetaacceattettcacaacegeageectageagteatggeticageaggaatggtagetgiateacge
aaacgcaaagaagat

SEQ ID NO:120

MTHMNENGRYKQRFSLRKYKFGAASVLLGTIFALGMTGTTAQAQEGWAGSGLGVPGVGVPG
VGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPGVGVPSGYNNGFDYGTGYGSGY
GNLGYPMPVPVPGPMGPPGMPGLPGPAGPSGPVGRTGEAGQPGPACARGEQGPAGPRGEAG
ATGPRGEAGPQGKEGPAGPAGAKGEQGPRGQKGEKGDRGRDGLQGLQGKPGKDGRDGQKG
EKGDPGENGKQGPAGRDGLNGQKGDPGKNGLNGKPGAKGADGQDGRDGRDGNPGEPGEN
GAKGTPGRDGAKGRDGKDGTNGVAGKNGRDGAKGRDGKDGAKGQDGEHGRNGQDGRHGQ
DGVDGRNGLDGRRGRDGRDGRDGIDGVDGRDGLSPIKTMTHSDGSHTIHFLNPDGTRSEITL
RDGENGQDGKDGAPGRDGVDGKDGAPGRDGRDGKDGMPGRDGRDGHDGKDGMPGRDGM
NGKDGQAAAGNTAGKGNASDMKPKAMAAPAAMTNQNAHANNKGPATAQLPSTGDKANPFF

TTAALAVMASAGMVAVSRKRKED
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SEQ ID NO:121

atgaaaaageatattgtgttaaaaageagtatittaggtettgtegetggaatgteagttttagtateatetgtacaage
tgatcaagttgatgttcaaattitaggagttaatgatttcecacggtgeactggatcaaactggtteagettat
atgectgatggaaaagtgtetggggctgggacagegectcaattagatgeatacatggatecaagegeaageagattttaa
ccaaactagtceaactggaacaagtatcegtgtacaagetggtgatatggtegetgeaagicctgecaaattetggattac
tacaagatgagcctacagtccaagtatttaatgaaatgepepttgaatacgeaacactaggaaaccatgaatttpatgaa
ggattagetgagtataacegtattatgactggeactgeacctgeagetgattcaageateaaccaaattacaaaagatta
tacacacattcecateggaccaaacaattgttatcgetaacgtggtigataaaacaactggagagatteegtataactgge
aaccatatgctataaaaaatattectgtaaacaacactictgtgaatateggttttattggagttgttacaacagaaatt
ccaaatctegtettaaaacaaaactatgageaatacaatttcttagacgaageggaaactattgecaaatatgecaaaga
attacaaggacaaaatgttaatgecttagttgtattageteataticctgcaacaagtggtaaagatggtatagtaggeg
acgaaatcgetacaataatggataaggttaaccaattatatectgacaatageattgatattatttttgecagetcataat
caccagtatacaaatggaaccatcggttctactecgaattgttgaageactateccagggtaaageatacgetgatgtgcg
tggtacacttgacactgatacacaagactttatagctaccectactgetcaagttgttgeagttgeacctggegtittaa
caggcacagetgaaatccaagetattgttgatgaagetaatacaattgttaaacaagtgactgatcaaaaaateggaact
geegeaagttcagaattaatttcacgtgaagtaaatgtagataaagaatetgeagtaggaaatetcateacaactgeaca
attgacagttgctegtgaaacatatectgatgttgattttgetattacaaataacggagegaateccgageagatttactag
taagtagtgatcaaageattacttggggtegetgetcaageagitcaacctttiggaaatatectacaaatagtigageta
actggtcaagaaatatacgatgecttaaatgaacagtatgatgaggggeaaaaatacttectecaaatgtcaggettacg
ctatgeatacactgatagtggetcaactgaccetettgticecatttaaagttgtgaaagettacaaagacaatggagaag
aaatcgatccaaatgetacttataaattagtcattaatgacttectatatggtggtggteatggttttgeaacattcaaa
aaagggaaattattaggageaattaatectgatactgaggtetitattaaatatatcaaagacttagaagetgetggeaa
accagtaacagctgeaataacaggegttaaaacctatgttacaacggeecttgageettcaacaactactgatgeaagtg
gtactcatgaaatgatecaategtgtttacegtpategtpatgpanaaattgtggetacagaagtegttteegacctette
actccageteetgttgaagaaactgaaacacctaaaccagetgttaactetattaagattectgttaaaacaccaaaata
tggtcaaagettaacageagtaaaageaggteageaageacaaaaageaagtgacaaaaaacaattgecaactactteaa
gtcaagaagacacageaattctactttcattacttggtgeatcaagtectageaatggeggtageattaaaganaanagaa
aataac

SEQ ID N(O:122

MEKKHIVLKSSILGLVAGMSVLVSSVQADQVDVQILGVNDFHGALDQTGSAYMPDGKVSGAGT
AAQLDAYMDQAQADFNQTSPTGTSIRVQAGDMVGASPANSGLLQDEPTVQVFNEMGVEYGT
LGNHEFDEGLAEYNRIMTGTAPAADSSINQITKDYTHIPSDQTIVIANVVDKTTGEIPYNWQPY
AIKNIPVNNTSVNIGFIGVVTTEIPNLVLEKQNYEQYNFLDEAETIAKYAKELQGQNVNALVVLA
HIPATSGKDGIVGDEIATIMDKVNQLYPDNSIDIIFAGHNHQYTNGTIGSTRIVEALSQGKAYAD
VRGTLDTDTQDFIATPTAQVVAVAPGVLTGTAEIQAIVDEANTIVEQVTDQRKIGTAASSELISRE
VNVDEKESAVGNLITTAQLTVARETYPDVDFAITNNGGIRADLLVSSDQSITWGAAQAVQPFGNI
LQIVELTGQEIYDALNEQYDEGQKYFLQMSGLRYAYTDSGSTDPLVPFEKVVKAYKDNGEEIDP
NATYKLVINDFLYGGGDGFATFKKGKLLGAINPDTEVFIKYIKDLEAAGKPVTAAITGVKTYVT
TALEPSTTTDASGTHEMINRVYRDRDGKIVATEVVSDLFTPAPVEETETPKPAVNSIKIPVKTP
KYGQSLTAVEAGQQAQKASDKKQLPTTSSQEDTAILLSLLGASSLAMAVALKKKENN

63



ES 2432407 T3

SEQ ID NO:123

atgaagaagaaacaagaaatgaagtactacctcaggaaatctgectatggettageageegtatcagtageagteetege
agtcgeaagtccggtatetgeacaggagaaagetgeaageaccgaagetaceccaaaggtageaccaaaagticecagaaa
aaccaagtaaagaagttataaaaaaagcetttaaagaaaactgatgaagaaacaaaagaaaaagagaaagaagecaaagaa
aaagtagaaaattctgaagaatcaacggetatggtttcagagetatettccaccaatgaggaaacatectetgaagaaga
gaataatactgatgaagaggaaacagatggtitagaaagtgaagaatctgaagaaacagaatccgaagtcaaagaagaat
ctgaagaagaaaaagageatgacceatcegaatcagatacagaagtigagaatgtigaagegattaatetttctgaaget
gagggaaatgactcatcaaaacctgaaacttcagaagaggtaactgetgaagaagaccgtcaagagactgateggettge
agaagtcanaacagaggagagtgccaaagaaggtgatgaagatgctgatanaaaagatgaggetgaagaaaaagecaaaa
aaggagctgaattaageegtgtgaaageagaageactggetaaattagaageacttaatgetagtegtttgatgaagaaa
attgttgaatcgggecaaaacggtagaaggeatectttecttecatgaaggaaagettaccteaactggaagetgetagage
atctgaacaagetaaagetceggaagtaactcaatetectgatecacttaccaagtgagaaaaaageagtecacaatecag
tccaagtagetaaaagaagtgaaagettggaacagaaagetgaaaatgetaagacaageacaaatettcaaaatactcaa
attecagtacaagaggcaaaaagaactcaageccaattgecaagtacaggagaagattaccaagettatettgtggeege
agcaatggceecttattgecteatcapggeatgptggcctatggeagetatcgecaagaaaaageaaaaatag

SEQ ID NO:124

MKKKQEMKYYLREKSAYGLAAVSVAVLAVGSPVSAQEKAASTEATPKVAPKVPEKPSKEVIKK
ALKKTDEETKEKEKEAKEKVENSEESTAMVSELSSTNEETSSEEENNTDEEETDGLESEESE
ETESEVKEESEEEKEDDPSESDTEVENVEAINLSEAEGNDSSKPETSEEVTAEEDRQETDRLA
EVKTEESAKEGDEDADKKDEAEEKAKKGAELSRVKAEALAKLEALNASRLMKKIVESGKTVE
GILSFMKESLPQLEAARASEQAKAPEVTQSPDHLPSEKKAVHNFPVQVAKRSESLEQKAENAK
TSTNLQNTQIPVQEAKRTQAQLPSTGEDYQAYLVAAAMALIASSGMVAYGSYRKKKQK
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SEQ 1D NO:125

atgactaaaaatcgttctagtcattctacctatgetgataaagtgattaaaggactatcagettcatgeticatattagg
cgeattegtttttgecacaacaggttagtgeagaagaagtggtaactgetacaaacacgtctttaactgecaccaacegtta
caacagtttcaccgetgacaaatacggatgtttetgetactgeggtegetgeagattccattgecaageccagtaacgact
acagatagtaatctcaattcagetecaattatagatacaageaatecatetaatataactagteccaacagataccaacac
ttcaacaacttcatctgacacgacttcatcacctateccegtaaccttaaataaageageaattgetageccaacaagte
aaacggaaaccetageaagecaagaaatttacatggataaggtcaatcaagtgaccataaatacaacagtaaateeagea
actccaatgacctggacgattgaaaattatecctaatcaaacctataatatgecaaaccggtgattitactggatctecaag
ttatacagtiacatcaactagteccaaataatagtagtgttcaaattgaaattecegecactttttggaacagatttaagte
tacgttggecaaacaatatecagacgtacttacegtgattatatgggttcctatacacttaaagggatcagtgaagatggt
cttaccattgtcaccaaagaattgattctacgaccttatgetgattacatgacacatgaggaactgetaaatgaattaaa
tgetattgaagetaatcatgeaacagacegtttggtaacaatagaaacaateggtcaaagtgetttaggaaatgetatta
aaatpggaatigtagctaaagatecaagcetagettagatacctatttaaatcaaacaaccccaatgatgtigatggatect
gaccaagcattgaatctettagcacaaggaaaatttgattataaacteectatettaatcaataatacccatgeggatga
acagceaggaattgatgttgttegeggtettttcaaaacttttgcaacagagtecagttatcaactateaaactgttgatg
ccgetaataatccaacaacagtacaaattgatatcaaagetetettagacaaagteatectacttttcaacttcacagaa
aatectgatggagacattgecaatacacgegeecttaataacggattagatecaaacegggatactggetatcaaaccaa
tccagaaaccegtgecattgttgaacaaattaataagtggaatectatttcaatttttgacgtgcatggetttgttaaag
aattcttgattgaaccatgtacaccaccacatgateetaactttgagtatgatttatttgatgeaagtetegttgaaggt
geacgagaaatgggaaatgeecggeatcacaaactetgtttacgacagetacatcataccaaaatttgattatggttcage
atggeatgactecttctcaggatacacagetgtitatggattgtatcaaggtatettaggacataccattgaaattecag
aaaccaaccaagaatcctataatgegggctacttcgeagtettageaggtattaattatgacttggecaaatagtgacecag
ctaatgaaaaataagttaaccticttitctegtggtatecacaaageagaagtggctgecgetgaagaageattgettac
agtagacggcetecgtgaaaggtagaattaaagatggtcacgataccttetteccagattattatatgattecaatgacat
tatcaactgaaagtgatactgaccaagetttcaagatgattgattatttcagaagaaatgpegtcattttaaatgaatta
acageggatgttgetggttatecataaaggtgatttagteattgacatggeacaagctaaaagaggatttgetaaccatgt
tctetacaaaggagcaaatgaatcetgaatggecagetatgtatgecagaattagtgatgaatttcectgeaatgegtgget
ttaaagceagatgecatttacgetgatagtttatttgctggaaatettggageagttactttaacaagtgecccaagaace
gegectagteataaagaatactatatigtitcaaataatteacttgeageagtecaagetgteaatgetgetateegtge
aggaaaaaatgtttatttgaccaatgatggatatgttatggataaagecacttatgaaagtgteattggtacatacecat
tatttgctcaageaacctgtatgaaaccagtiggtgacactitgaaagetatcaaagtatatgeacctggaaacecaaac
ctctatttaggatttaattcaccatcagaagtcagtettgetetaaateaaatggeatttgatgtggttecttecagtaga
tcaggctgatgteategtgttagacaatgateaatttgacgeaagtattttaggtaaaaaacctgtcatcatittaggtg
getetgeaatggetaagttagaaagtttggetatetigacaggttttgatgetgecatgactagegaaagegatggatea
agttatgaaggacttatgaaaatctetctagatgecaatagtecttacacgagtggetatgeageaaattetttatacta
tictaactcaggttcttggattgaagegagtcccaacagpatttatgacactagecaatatttetgeaagtgatttictatg
tttcaggatggtggccaaatcatgaaggattagetaataaaacagttgetattagtggtetttatcagggacaaccaatg
tttatcttecgetggaaatecagtgaataagacteataccattaatttctacegttgpgtgagtaatgetatttttggaac
aaacttaaccagettcattgaaggtcaatgtactaticcaactgactetgaaacacaagitgtaagggtitaaccataatg
gtcaaacagtggcagtttatcaacaagtgegctaataagpaagttaatggeacagttagtcaaaatagettgecageatta
getgatgecagtcacaaagatgacageaaactettetgggtaactggattattggttgecaagtggagggattatttgeage
tcttaaacgecgtgaggaagac
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SEQ ID NO:126

MTKNRSSHSTYADKVIKGLSASCFILGAFVFAQQVSAEEVVTATNTSLTAPTVITVSPLTNTDV
SATAVAADSIASPVITTDSNLNSAPIIDTSNPSNITSPTDTNTSTTSSDTTSSPIPVILNKAAIASP
TSQTETLASQEIYMDKVNQVTINTTVNPATPMTWTIENYPNQTYNMQTGDFTGSPSYTVISTS
PNNSSVQIEIPPLFGTDLSLRWPNNIRRTYRDYMGSYTLEKGISEDGLTIVTKELILRPYADYMT
HEELLNELNAIEANHATDRLVTIETIGQSALGNAIEMGIVAKDQASLDTYLNQTTPMMLMDPD
QALNLLAQGKFDYKLPILINNTHADEQPGIDVVRGLFKTFATESVINYQTVDAANNPTTVQIDI
KALLDKVILLFNFTENPDGDIANTRALNNGLDPNRDTGYQTNPETRAIVEQINKWNPISIFDV
HGFVKEFLIEPCTPPHDPNFEYDLFDASLVEGAREMGNAGITNSVYDSYIIPKFDYGSGWDDS
FSGYTAVYGLYQGILGHTIEIPETNQESYNAGYFAVLAGINYDLANSDQLMEKNKLTFFSRGIHK
AEVAAAEEALLTVDGSVKGRIKDGHDTFFPDYYMIPMTLSTESDTDQAFKMIDYFRRNGVILN
ELTADVAGYHKGDLVIDMAQAKRGFANHVLYKGANESEWPAMYAELVMNIFPAMRGFEADA
IYADSLFAGNLGAVTLTSAPRTAPSDKEYYIVSNNSLAAVQAVNAAIRAGKNVYLTNDGYVMD
KATYESVIGTYPLFAQATCMKPVGDTLEKAIKVYAPGNPNLYLGFNSPSEVSLALNQMGFDVVP
SVDQADVIVLDNDQFDASILGKKPVIILGGSAMAKLESLGILTGFDAAMTS ESDGSSYEGLMKI
SLDANSPYTSGYAANSLYYSNSGSWIEGVPTGFMTLANISASDEFYVSGWWPNHEGLANKTVAI
SGLYQGQPMFIFAGNPVNKTHTINFYRWVSNAIFGTNLTSFIEGQCTIPIDSETQVVRVNHNG
QITVAVYQQVANKEVNGTVSQNSLPALADGSHKDDSKLFWVTGLLVASGGLFAALKRREED

SEQ ID NO:127

atgaaatcttatttgaaacgtegttacggtetaatcacaacttetgticttgecgeaactgtattagetactggttggea
aagcacttctgttitggetgaaaateccacaacatecccaacaaccacegtecactagtaatggttttaactttaatgeaa
ctettetagatcacaatggecaaaacagittcegggaaaacagttagtetetatgatattactgatggtaacagaactttg
gtgcagagtgeegtetctgaccaaaatggtategeateatttteccagttgecacteaacegaaatetatecgtttttge
agataatgtcgctcaaggetacacaacacgtactagtgaaagtggacaagtacgetectetgecttttatatigatggac
agggaacaaacacaccaaaatacagtgataagacaatcactattagtgtectaaatgaggaagetgagecacttgecaat
caaaaagtaaccttaaccaatccectaaaagaggttgttggegaageaatgactgatgeagatggteatgttgttttcaa
ggataaacttttagaaggtegtettttacaactatgetgtecaacggaaaageaattgattetgetecagecagattcaaaaa
gaagtpgtetttttagagtccaatecaactagetaaagaaggatttactitcacageaactattttaggaaaaaacggecaaa
actgtcgetggtaaaaccgtaagtetttatgacattactgatggtaacagaactttggtgcagagtgeegtetetgatea
aaatggtategeatcatttictcagttaccactcaaccgaaatctateegtgtitattgatgatgtggetcaaggetaca
ccactegtaccagtgaaaatggacaagtgegticatetgecttetatgtegatggacagggaacaaacacaceaaaatac
agtgacaaaaccattacgattagegticttaatgaggaaggtgaacctctagetaaccaaaaagttaccttgatcaacce
cctagangaagttattggtgaageaaatacagatgeaaatgggaaagtcatetticacagacaagetattagatggtetet
tttacacctatgctgtaaatgatcaaacaattgatgetactcaaccagatacaagecgtaatgtettittaagagetgat
caaatcctgaaggaaagecctasaaatacageaagegageetgetactaatttggaaaaaaccactgaaageaaagaagy
taacatgectcagcaaaaccaatcagaageaaaagaaaaggetectgaaaaacaagtegatgetaatgetgecaacaaaa
aagcgecaggtcatggagaagecaaaaaaggcectaccaatgegctggagaaapgaggaagtegettgttcacetttattgga
cttteacttattttaggaatageeggttacttattgaaacataaaaaagteaaatcec

SEQ ID NO:128

MEKSYLKRRYGLITTSVLAATVLATGWQSTSVLAENPTTSPTTTVISNGFNFNATLLDHNGKTV
SGKTVSLYDITDGNRTLVQSAVSDQNGIASFSQLPLNRNLSVFVDNVAQGYTTRTSESGQVRSS
AFYIDGQGTNTPKYSDKTITISVLNEEAEPLANQKVTLTNPLEKEVVGEAMTDADGHVVFKDKL
LEGVFYNYAVNGEKAIDSAQPDSKRSVFLESNQLAKEGFTFTATILGENGKTVAGKTVSLYDIT
DGNRTLVQSAVSDQNGIASFSQLPLNRNLSVFIDDVAQGYTTRTSENGQVRSSAFYVDGQGTN
TPKYSDKTITISVLNEEGEPLANQKVTLINPLKEVIGEANTDANGKVIFIDKLLDGVFYTYAVN
DQTIDATQPDTSRNVFLRADQILKESPEKNTASEAATNLEKTTESKEGNMPQQNQSEAKEKAP
EKQVDANAANKKAPGHGEAKKGLPMAGERGSRLFTFIGLSLILGIAGYLLKHKKVKS
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SEQ ID NO:129

atgtctaagccaatgacaaagaaaaaaaaggcetatttctaticaaaagtctgtaaaaccaattttaggttttacettcggagecctattatta
tcaactgtttttacaccttcegtatttgetgaagaagtagtgtettcattagggeacgecaacaagtggttigetgtetgtatcagticeccaaaga
attaaccagtcitgagacaacgacctacttaatggeaagtgagtctccaagtaacactctaacttcggataccatttctagtgataatggagg
gacggettcaaatccaaatgaaatagtaaccacagagacaaccagegaggegattectttcgacacagaagteattcaaaatccggattta

cctatapgtgagattaaggtagttcaagaaggagtagetggtgaagtaacggttacaaagacaaccacaactattactctaaatggtgttt

ctcagtcaactacaactgagtcaagggtacctgtcaaaaaacctattaataaaattattgaagtaggtacaaaagagattagtacaagtee
aagtagttetgatgttattacagtcagteccateacectettecaacticatcagagtetaatcageaaggticgttaacteeggeecctaaateac
gtcaaaatagtcaggaaaagaaagetagtcagactaaaaaatecaaagatgacgecaaagaaaaagagggtpataagaaagaactte

ctccaactggetcacaagaaagtggtattttttctetattttetgeacttattageacagetttaggtettttectattaanatcaaataaasatg
at

SEQ ID NO:130

MSKPMTKKKKAISIQKSVKPILGFITFGALLLSTVFITPSVFAEEVVSSLGHATSGLLSVSVPKEL

TSLETTTYLMASESPSNTLTSDTISSDNGGTASNPNEIVITETTSEAIPFDTEVIQNPDLPIGEIK
VVQEGVAGEVITVTKTTTTITLNGVSQSTTTESRVPVKKPINKIIEVGTKEISTSPSSSDVITVSPS
PSSTSSESNQQGSLTPAPKSRQNSQEKKGSQTKKSKDDAKEREGDKKELPPTGSQESGIFSLF
SALISTALGLFLLKSNKND

SEQ ID NO:131

atggaaatcaaacaaaaacatggcaagcatgeettacgcaaageggtcacegeageggtettageaggpacagetttetcaagectaggag
gattcgeaggageagtcacaacagtcaaggeggaagatttatttactataaataaticagaagtccaagataagttagaatcaanagetaa
aacaacttttggaagcccaacgaaaaggagaagacattagegaasaaactacgagagttattaagtpaactteccaaccgatattttaaagy
atattatgctatcaaatattgaagetgactatcttttaggatttctaaaaccagetgttgaggaaatggtgagaagatetgaacaaaatgac
gagepttggaaagatattacagaaaaaacactagetttagaggetittanaagattcagaaagagaaattaggaaagaaaaagagaaac
ttgaggatgaagttcaacttgcaaaggtaaaaatagaaactaaagaatcagaattaaatgatitaaaaaaagattatatigatactageg
aagaattagcagatactatigaagaactagacgaagttaaaaaticaattgtagaaaaagaageaaaagttaaaggettagaagaaaa
gttacgtgatttagaaaaagaattaggtgactacgataaaaaattaggtgaagetgetaageaaaattcagatttatcaaatgaaaacaa
agagttgaaagaaaacttagatactgetgagaatattactgttgaacticagaaaaaatctcatgaattggaaaaaactaaaaaagaagt
tgaattagagctgaaagcagaaaaagaageccttgaggcagaaaaagttaagttagecagaagetaatgaageaaatgataaactatetg
aagaacgtgatgctgccaagaaagaagetgaaaaagttectgaactagaagggeaagttgaaaaattagtigaagaaateactgetget
aagaaagaagcagaagagcettcaagetaaageegaaggecttgaaaaagacticgaagetgttaaageagaasaaagaageccttgaag
ctgaaattgctaaattgaaagaagaccaccaaanagaagtggacgegettaatgetetecttgetgatanagagaaaatgettaagagett
acaagaacagcttgacaaagetaaagaagaaget
atgaagaacgagceaaatgagecaagaagaaaaagetaaattgeaagetgagttggacaaagetaaacaagaattggecagaaaaaate
aaagacatgccaaacaaagtggetectcaagecgaaggeaaagecaatgeaggtcaageagetccaaatcaaaaccaaaacaaccaage
gcaageaaaccaagctaagaacgeaaacaaccteccatcaacaggtgacaaaccagttaacccactectagtggeaagtggtetetecctea
tgatcggagecaggtgecttegtctacgeeggeaaacgecaaaaaaggttaa

SEQ ID NO:132

MEIKQKHGKHALRKAVTAAVLAGTAFSSLGGFAGAVITVKAEDLFTINNSEVQDKLESKVEQ
LLEAQREGEDISEKLRELLSELPTDILKDIMLSNIEADYLLGFLKPAVEEMVRRSEQNDERWK
DITEKTLALEALKDSEREIRKEKEKLEDEVQLAKVKIETKESELNDLEKDYIDTREELADTIEE
LDEVKNSIVEKEAKVKGLEEKLRDLEKELGDYDKKI.SEAAKQNSDLSNENKELKENLDTAE
NITVELQKKSHELEKTKKEVELELKAEKEALEAEKVKLAEANEANDKLSEERDAAKKEAEKV
PELEGQVEKLVEEITAAKKEAEELQAKAEGLEKDFEAVKAEKEALEAEIAKLKEDHQKEVDA
LNALLADKEKMLKSLQEQLDKAKEEAMEKNEQMSQEEKAKLQAELDEAKQELAEKIKDMPN
KVAPQAEGKANAGQAAPNQNQNNQAQANQAKNANNLPSTGDKPVNPLLVASGLSLMIGAGA
FVYAGKREKKG.
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SEQ ID NO:133

ttgegatataaaaaaatgacgagategtcaaatagecagaatagttttacaatcgacactgattatgatttttgettcaagetgtgtaaaccat
tttanaggaacaattcatgcagatgaaaaagtgattaatggttcagaagetitcaatecaagtigattatacattgaatactgeatctgaaaa
cagacaaaticcagaagaaaaggtaactgaggaagetacaaatgateageeggaacttttagagaageaageggeatttttacatgaagg
cegtgaaasaaatactgagaatttgectttagatggtagaggaagtetgattgetagtattgattetggagttgatattaageacgaggeat
ttgcaaataatgatgataaccatgattttcataaagagacagaagtitctgaaggtictacttcaaaaattcectttgtttatgattitettagt
getgataccagtgtgagagatgacgaagaagaacatggtatgeatattgeaggaatettagttggtgattctaaaaaaggtitcaaaggg
atggcacctaaageacagetaattgeatategaacttggagtaaaaataatagtgaaggttatcaagaagecaaaccagttttttgeaatga
aagatgecatcaaacgtggtgctgacgtgattagettgagtattggtgagattggtagtgggeaaaacgatgatatttggoeeaaaggtatt
agaagaagcgaaaaagaaasaatgttgitgtegttgcageaatgggaaactatgggacateageaacaagtaatacttttgatecaagttgtt
gatgaaactttceccacaaaccgatagticcactttgetttcigtatetgeaaateecgaagteattggtgttggetetatttttgaaanagaaat
gtatttaccaacactaaaaattgatactttagaagtaccttatgaaaatatcaactggeaaaattattacctttttaagecaagaaaageaag
aacgtatttcttttaatgaaatgttaataaccttaaaccaatcaaaagaagaaggaagtttaaaagataaagttgtecatcatagaacgtca
agcagaaaatatttttecctcaattaaaagaagtgatgaaaaaaggtgetaaaggtgttatittgattaaccaatcaggaccaactacttatg
gtaac
tatgagacagttccagaattaagaaataccttattagatgatgaagatggtgatttcaaaaaaacatgggetgttageatttcageaaacg
atggtaaageattgaaagattaccttcaaaaacaagacaagaaaaaaagetattcacttgtgtttaatacaaaaccacaattgaaacatg
ttttcaaatateccaggtgtatcaggttttagtacttggeegecaggtetigatitaaceettaaacetgatatagtageacegggaganaatat
ttattetacaggtaatgataatagetattttattagtagegggacttcaatgtetgetecaaaagtegeaggggeaagtgeeatgttteteeea
gtgacaaaaaaatggcaaaaaaaatgggaasaacaaaatgtticcatgtetataccacaattaacgaagttattgticcaaaatacageg
gatattctttatgatcatagtgteecaaatggtaaacctatattacettactcaccicgaagacaaggggeaggggetttaaatgtgaaaaaa
geageacagacgaatgtitttgtaacttctgecagataataaaggageaatactgttaaaagattttaaagaaagtegtaaagagtttgata
ttgtgatcagaaactttteggatcaagteagacgetttanaattgaaccaggatcagttttaggaaagattctttattcaaaagacagaaaa
aattatgataaaaatgagactattcaaacegtgeactctagggttattaaagaticggecattgagagtecattatatgticaaatagetcea
aacagttcaatgattcttectctaaaacttaatgtgggaaaageagtigaaaatgaatttgtggaagggtitataaagettegeteattaga
gaaagatcaaceggatttaaacattecattcatgggattttatggtgattggaactcagaaaacattttagatecagtageetggeaagaag
gaagecaagactegtttaactggtategttcatceatatggtitaggagaagataaatttgatategtgecttgggggettgactatgaaaaat
ggaageaagaccetaaagetttagatgeagatcaacggttittatgttatgecagagtcaggetggeattgecaacecatgetaaaatgegteta
cgt
ttaatatttatgegacatgetaaggattacegtgtigatatecctaaattctcaaaaagacaaggttttaaaaaccttaaaaacaggteateag
gecectaagtatatggaaagtgeattattagaacatggagatecaatatcaaatgeaatttgeagatttigatectgatttagaatgggatgg
aagtgtetataatectaaaacaaacactgaagaceccttacctgacggaaactattttaticggptticetecagaateagtaaaaategtee
atatcaagageatattattcectttgecattgataatcaaaaacctaaagtaaaaattgaagaaaaaactgetettcaagttgtititcatgtt
gatgatgcteaccttcaaggaataaggetagtaaaagataataagattattcaaaccttagaaacagacactcaaggaagatttcgactta
atettgetgatttecaaggtaagggatttgaattagaggetatagatittgecagaaaataaaacaatcatagatitagatictcttanagaa
aaagaagtaggatatttatttggegcaagtagtagtiataacaaatccaggtategatecaccaaggteagtageeccataaaaatgetgaag
atattcticatgagaattcagaggaasagtgaggagatageatcageattaactittgaagatgggagtgattttcacgatggtaagaaaac
aaatgcgtaticagagattaacaaaagtaatgataatagtgtecatttaaaagataatacttattatcgtgactattatateccatttaaaag
aagggcaacgicttttagttaccacaacaaatgeatttcataatagtaaacaaggaaatgatateacagegecaacatggeaagetaacta
tacttatgatcettcgacaaatcagggacaatattategtaagattgetattcegatitatcaaggateaaatactatanatgtaaaageatt
ttataaggataaattaatatitaatasaggatacgeggtaaaattagatacagaagttceteaattaacttttgataatecaaatattagett
tacatctgataaatggeaaaacctatctgatgatgagtatgatgacgataatattgttggtactatcacaattccanataataccttaagatt
a
tcegggaagattcgagacggtctagatggatggagaatgtitattaatggagacatggtegatagtgatattaaactaggtgaatatgatg
atatttttcaacaaaatagaagacaatggaaatatgaaaaacaagitgaaaatgatgactatgtgctcataaaactgagtgatecatgtta
aaaacagecgaagttacctetttaaagtaaaaattgatectactgtttcagagtatcatttcacaaataaaaatgacattattgatgatgaca
aaacattgttaacattaaacaccttaaccgatagetcattgggatatgctaataaacttttaaatatgecaaaagatttggitaaatcaacag
atgatctttitaaageecatgacgatgtitatttanaaaggaaagttttttcctitatcecgettaaaaatgatitaaatactaatggaattagtat
gatgacaagttiggtgcagttccaageaaaggatettaaagagaatataccattagaatgggaaataaaaaccaaageatcegactcaag
geagettetttatcaaaatcttaagaacgaaaaagaaaggttggateaggtttecactaatecactagetcatcaattacctetggaaaattc
taatcaagaaaatggacaagacgctattttgacaagtacaaaagtcttaccaatgtecanateatctatattcagagactegttacgtgaga
cgagtctgecagaaactegtgactettecatcaatggeaaattggteattagetttettcttatetgecagtgatategtitetitaaaggaagaaga
aaaagactgaataagtta
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SEQ ID NO:134

MRYKKMTRSSNSRIVLQSTLIMIFASSCVNHFKGTIHADEKVINGSEASIQVDYTLNTASENRQ
IPEEKVTEEATNDQPELLEKQAAFLHEGREKNTENLPLDGRGSLIASIDSGVDIKHEAFANND
DNHDFHEKETEVSEGSTSKIPFVYDFLSGDTSVRDDEEEHGMHIAGILVGDSKKGFKGMAPKA
QLIAYRTWSKNNSEGYQEANQFFAMKDAIKRGADVISLSIGEIGSGANDDIWAKVLEEAKKKN
VVVVAAMGNYGTSATSNTFDQVVDETFPQTDSSTLLSVSANPEVIGVGSIFEKEMYLPTLKIDT
LEVPYENINWQNYYLFKQEKQERISFNEMLITLNQSKEEGSLKDKVVIIERQAENIFPQLKEV
MKEKGAKGVILINQSGPTTYGNYETVPELRNTLLDDEDGDFKKTWAVSISANDGKALKDYILQK
QDKKKSYSLVFNTKPQLKHVFKYPGVSGFSTWGPGLDLTLEPDIVAPGENIYSTGNDNSYFIS
SGTSMSAPKVAGASAMFLPVTKKWQEKKWEKQNVSMSIPQLTKLLFQNTADILYDHSVPNGKP
ILPYSPRRQGAGALNVKKAAQTNVFVTSADNKGAILLKDFKESRKEFDIVIRNFSDQVRRFKIE
PGSVLGKILYSKDRENYDKNETIQTVHSRVIKDSAIESPLYVQIAPNSSMILPLKLNVGKAVEN
EFVEGFIKLRSLEKDQPDLNIPFMGFYGDWNSENILDPVAWQEGSKTRLTGIVHPYGLGEDKF
DIVPWGVDYEKWKQDPKALDADQRFYVMQSQAGIANHAEMRLRLIFMRHAKDYRVDILNSQ
KDKVLETLEKTGHQAPKYMESALLEHGDQYQMQFADFDPDLEWDGSVYNPRKTNTEDPLPDG
NYFIRVSSRISKNRPYQEHIIPFAIDNQKPEVKIEEKTALQVVFHVDDAHLQGIRLVEDNKIIQT
LETDTQGRFRLNLADFQGKGFELEAIDFAENKTIIDLDSLKEKEVGYLFGASSSYNKSRYRSPR
SVAHKNAEDILHENSEESEEIASALTFEDGSDFHDGEKTNAYSEINKSNDNSVHLEKDNTYYR
DYYTHLKEGQRLLVTTTNAFHNSKQGNDITAPTWQANYTYDPSTNQGQYYRKIAIPIYQGSNTI
NVEKAFYKDELIFNKGYAVKLDTEVPQLTFDNPNISFTSDEKWQNLSDDEYDDDNIVGTITIPNN
TLRLSGKIRDGLDGWRMFINGDMVDSDIKLGEYDDIFQQNRRQWKYEKQVENDDYVLIKLSD
HVKNSRSYLFKVKIDPTVSEYHFTNKNDIIDDDKTLLTLNTLTDSSLGYANKLLNMPKDLVES
TDDLFKAMTMLFKKESFFLYPLKNDLNTNGISMMTSLVQFQAKDVKENIPLEWEIKTKASDS
RQLLYQNLKNEKERLDQVSTNPLAHQLPLENSNQENGQDAILTSTKVLPMSKSSIFRDSLRET
SLPETRDSSSMANWSLAFFLSAVICFFKGRRKRLNKL

SEQ ID NG:135

gtgtcanaaggtcaatctgatttaagecatgeggaacaaggtgttgatgatcaaattacaattgetaaaaaagatagtatcteagtaacaa
ctgattcaaaagatttaacgccaaaatacattgatacéaaagggttgactggttcagctttaacaacagcaatggaaaaaaacattgcact
gtataatcaageggttaatgatgecegtaggtattatggatgettcaagegtecaaatgaaaaaacaaattgetgattatttaacagetttga
caaattatcaaaagggtgtitcttcaaatacagpattacaatggeaaaatagtgttgtecttagaagegggeteaggtgecaagtagacaaac
aggeactgaanatgttgttgattttagtgatggaacgattaaageageaggtatgtatgegacacaaggtecaaaatttagaccaaaatact
gatgeaaattttgataatatttttaagattgagggaacegggattatttgggtaaagaatacgaccaatggagatgttaaattgactitetet
paaattaatagtccatacaatacaggtacttacgttgetatttggggtgatgacaaaggtggtattgettggteagtetttgecttatactate
gtegtgcpagtgotgpagctggtgaaacaggttctaatacaggttctggtatecagtggtegeattttaaattatgtgaattcatataaageaa
cagtagaaacaacaagaggtgtttcagtigtaactittaatpacattgataatcaacagacagttaaaatgtegggacttgataatgeecaa
agtaacaacaggtgagaatattaatcagacaggaaatgattttgttpcaggticgegtgacgtttctcaaagticagecaggagttttaggaa
ccaatggtgttaaatggacttttacaagtgetgataggegtttattctcatitactcattciacageaggaactaaaaacacatcaategtagg
tgptatttttggatcagegtetaacgtacctcaaaagecagtaattcetaaactaacegeteataaageaategttacaggaccaaagggtec
aageatecotgttaatecaaaaagtgacggticattactataaggtiteggttacacctacaccagaaaatecagttactccacaaaaaaaca
tt
acttatagaccaattacaaccactccacaaacaccagtaagecaageaaatgigggactteccaacaactggtgataaagecagatggttcta
ttgttcaaatggtaattggtgcattaatggtateatttgttgggttitcageattaaaagatcggaaaaaagaaaaa

SEQ ID NO:136

MSKGQSDLSHAEQGVDDQITIAKKDSISVITDSKDLTPEYIDTKGLTGSALTTAMEKNIALYN
QAVNDGVGIMDASSVQMEKKQIADYLTALTNYQKGVSSNTGLQWQNSVVLEAGSGASRQTGT
ENVVDFSDGTIKAAGMYATQGQNLDQNTDANFDNIFKIEGTGIIWVKNTTNGDVKLTFSEINS
PYNTGTYVAIWGDDKGGIAWSVFALYYGGASGGAGETGSNTGSGISGRILNYVNSYKATVETT
RGVSVVTEFNDIDNQQTVKMSGLDNAKVTTGENINQTGNDFVAGSGDVSQSSAGVLGTNGVK
WIFTSADRRLFSFTHSTAGTKNTSIVGGIFGSASNVPQKPVIPKLTAHKAIVIGPKGPSIPVNG
KVIVHYYKVSVTPTPENPVIPQKNITYKPITTTPQTPVSQANVGLPTTGDKADGSIVQMVIGAL
MVSFVGFSALKDRKKEK
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SEQ ID NO:137

atgttaaaaaaacaattattagtcectaacttgtgtttcaactettggactagtagggaccacagettttgetgaagatgtagteeeggtagate
caactaccccatcaacagaagtgattacaccatcaacceccaatagatactggtttacegtectgatactactgacectageacteecggttgaace
cgagactectactaatcctactaatectagtactecegatagatecaggaactecaactgatacgacaacgecaacagatgatacaacaacac
ctggaacatctactagteectcagattcagagtcaactaacacaaatcecaggeacaaaaccaacagatgaagtaaaaccagttaccecatet
actectgaagtgecttcaactgttaciccaggagtagttgataatgtigataaagaaacaggtaatattaccattaaaccaateccaattage
ccagataaaacagttgttgggactcagaatggpaatgtgettattcaagategetecaggaaggtatttagtatetgetagtgaacttggtggt
cgacttaatgatgatggaactgtaacaatcaaagattcggaaggaaaagaaaaaacacttectcatacaggtgaagaaaaaggatttita
agtatcattggtggaacaatcttatcttttgtagecttcttattcaagaaaaaaataactttaaat

SEQ ID NO:138

MLKKQLLVLTCVSTLGLVGTTAFAEDVVPVDPTTPSTEVITPSTPIDTGLPSDTTDPSTPVEPET
PTNPTNPSTPIDPGTPTDTTTPTDDTTTPGTSTSPSDSESTNTNPGTKPTDEVKPVTPSTPEVPS
TVTPGVVDNVDKETGNITIKPIPISPDKTVVGTQNGNVLIQDRSGRYLVSASELGGRLNDDGTV
TIKDSEGKEKTLPHTGEEKGFLSIIGGTILSFVAFLFKKKITLN
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SEQ ID NO:139

atgaattcaaacacaaaaggacatggtttittcagaaaatcaaaageatacggtttagtatgtggaategeactageaggtgettttgetttt
agtggagggaatgtatcggeagatgaagttactgetecageagaacgteaaactgitgtaacaaccttaacagagecaacaaataaceaa
geacaageagttacgteagaageacttaatacageagtttcaacagetaaagaageaggagtaactgttaacacaacaggageagttagt
catacagatgtteccaagtgecacaatctgatttagetagtcaaacacaaactgttaaagatgegactgetaaageagaagetaatacacagg
ctattaaagatgegactgegeaaaatgetcaaatigatgetcaaaatcaggeagaagetacacgtgttgetgaaataaataaageaagtea
acttgcggttgatcaaaaaaatgeccaaggtcaageactegtigataaacaaaatgetgatgeacaageacaageagatgegacaaatge
acaacttaaageagattatgaagetaaattagetgaaattaaaactgttgaagactacaacaaageagtagetgaacgeaatgetttaget
aaacaacaageagatgegacaaatgeacaacttasageggattatcaaactaaacttgatgeatataacaaagegttagetgataaaate
aatctaatagctaatgatgttacttttaaaggttatggtaaatcagaagatitaaatgettatggtatagtaacttetgatactataacaatt
gatggtgeaggaaactttatattaaaagaaccaatgtectgatecaacaggggttattggttatatecactacaaaaggtaaattaaactattc
tagtgtttatgatccaacacttaataaagegaatattacgattgaticaattactttaaatacatggeagttagatttgaatcgecccteaattt
cagpaaatactaatgeatttgecagaatacattgggttagacggaacttegttatttaagecaagettatacaggtetaacctcaatgtcacega
ttactategegtaaaactagtcaaattggaaagacattcactgtggeaagegggeaaacaacaccagaatttatgttcttgaaaacaaatee
gttetgggag
tttttegeaccatettetttatttgegeaattaacctataatacageaceattaccaaataaacctattgaaccaacattggttactgttaceeca
gaagcacttaaaccagttccacaaacacceccaactecagtttatgtgacaccaaatetcaaatectteacacctgaagtttacaceecaatea
aaccaactgttaaaccccacgtigetgtacctgataaattagttgtecacagtatcagtacatectgttgtggttccagttgegaatecttectaaa
gacgtigtagatcaagcaggtaaatcaattaatggtttatcagtgttacctaattetgacttaaactacgtggetttacaagacittagtcaat
ataagggaatgagtgcttcacaagataaaatcgecaaaaactttatetttatigatgactacaaagatgaageactagacggaaaateaat
gettgttaatageattaaagetaaaaatggtgatgatgtgteacatettttagaaatgeateatgtattatetaaagatggettagatgtcaa
acttcaagctatcttggetgaaagtgeattatctecagttgptgaattetatatgtgggtagetaaggatecaacaagettctataaagettat
gtgecaaaaaggtttagatattacttacaaccteteattcaaagtacatcaaacatttactgaaagtgaaattgttaatggtgtigetcaaatt
gattttggeaatggetatettggaaatettgtagttaatgattitaccaaaaccagaagticataaagacgicatagatgaageaggaaaatce
tattaacaacggtactgtaaaacttggtgatgaagteacttacaagetagaaggttgggtegticcaactggacgttcatacgatttaticga
gtacaaatttgtagatcagttacaaaatacacatgatctttatttgaaagatagtgttgttgeecaaagttgatattactetatecagacegtac
agtcattacaaaaggttctgatttagcacaatatactgagacagtttacaacaaagaaactggacgetatgaattagegttcaagaaagat
ttettggetaaagttgtacgtictagtgaatttggageagatgecttettagtigttaagegtattasageaggtgatgte
tataacacaactgatctatatgttaatggtaacaasagtgaagtetgaaacagttgtgacacatacceetgaageaccaaaaccagtcactee
aactanagaagtgccaaaaacacctgaaaaagtacttcecacacacaggagaagaagggetttcaattttgaccgttattggtgecaagtatt
ctttcagtacttggtetttcagtacttaaaaaacctaaagaaaat

SEQ ID NO:140

MNSNTKGHGFFRKSKAYGLVCGIALAGAFAFSGGNVSADEVTAPAERQTVVTTLTEPTNNQA
QAVTSEALNTAVSTAKEAGVTVNTTGAVSHTDVPSAQSDLASQTQTVKDATAKAEANTQAIKD
ATAQNAQIDAQNQAEATRVAEINKASQLAVDQKNAQGQALVDEKQNADAQAQADATNAQLKA
DYEAKLAEIKTVEDYNKAVAERNALAKQQADATNAQLEADYQTKLDAYNEALADKINLIAND
VIFKGYGKSEDLNAYGIVTSDTITIDGAGNFILKEEPMSDPTGVIGYITTKGKLNYSSVYDPTLN
KANITIDSITLNTWQLDLNRPSISGNTNAFAEYIGLDGTSLFKQAYTGLTSMSPITIGKTSQIGK
TFTVASGETTPEFMFLKTNPFWEFFAPSSLFAELTYNTAPLPNKPIEPTLVTVTPEALKPVPQT
PPTPVYVTPNLKSFTPEVYTPIKPTVKPHVAVPDKLVVTVSVHPVVVPVANPSKDVVDQAGKSI
NGLSVLPNSDLNYVALQDFSQYKGMSASQDEKIAKNFIFIDDYKDEALDGKSMVVNSIKAKNG
DDVSHLLEMHHVLSKDGLDVKLQAILAESGLSPVGEFYMWVAKDPTSFYKAYVQKGLDITYN
LSFKVHQTFTESEIVNGVAQIDFGNGYLGNLVVNDLPKPEVHKDVIDEAGKSINNGTVKLGDE
VIYKLEGWVVPTGRSYDLFEYKFVDQLQNTHDLYLEDSVVAKVDITLSDGTVITKGSDLAQYT
ETVYNKETGRYELAFKKDFLAKVVRSSEFGADAFLVVKRIKAGDVYNTTDLYVNGNKVKSET
VVTHTPEAPKPVTPTKEVPKTPEKVLPHTGEEGLSILTVIGASILSVLGLSVLKKPKEN
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SEQ ID NO:141

atgggagaaacaactctaggtctegecaattcagetgateagacgattgecttaaaatatgaagecaataatetgaacttggtttcaacagt
gettcatgaaatgacgeatattatcgacttiaagagtggectetaticagaaacgactgaccgtaatacagatggtagtettagtacggteat
ggecttttcagatacccaagagttcttagatgtetaccatacetattttgaccgaceggatgtitggtettactatecgtgataacagegaagaa
gettttgetgaagegcteagtecagtatatcatgeacegtetetttggaacaccatactegacatatattgecaateettatactggagatgecta
caatccaggtgatggttcaggttatageccatttgeggaaacagaattttattttgccagettatacaaccgtttatttgaataccegagaaca
getecaagttgticcatatettgteactactacgacaacagetccagtaaatggtcaagttatitacggageaatgecagaggaaacaactaca
acaacaccttacacaacagtttatgtggeagataccagtticgectatgaccectactggacagactgacegtgtacaageaggtgicgatgg
gacagaaaccattegeacgacctacteactagatageaataaccagttggtageaactcagacggttatticatetacteetgttcaaaatea
aattattacaaaaggcactcaacctaccgttgttgacactagtgttccaatgactattgtttatcaagaagtecacagatggtteattgggtgac
tggeaagttaacgttttggatgeaggtcaagatggettaatecgtageacaacaacctatagtpttgatectgtgacaggtattgtgacacca
agtacaacagaagctactatcacagcaatgagaccaatgattgttcaataccaagttggttcegaaaaagtgacagetattecttaccaaac
cegttatgttatagatactagtitageaactggaacacaagttattgtacaagaaggtgtcaacggtagetcaaccgagagtgttcagtetta
taactttatccaagatggetcaaatagtegatttgacgetattgtetatgetagtecagttgtigtagetgeecaagaceag
gtgatagecagtaggagptcaagaccaagtaactgaccaagetgtegecaaaaacgattttetatcaagaagttactgatggttcattgggeg
actggeapgpttaaaptettagatgecaggtcaagatggtttggttcgtacaacgacaagetatagegttgacectgtgacaggtattgtgaca
ccaagtacaacagaageaactatcaccgegatgaaaccaatgattgttcaatatcaagttggtaaatectaaacttagtgecattectttettg
acagagtatataactgatgatagettagetgttggcttagaaaaagteattcaagaaggegteggagggactcaaategagacagttcaat
cctttaattitattcaagatggtgecaaattctcatitigaaaacattgtetacagttceccaactattgttgttgetgetgttgatcaagtecatag
cgegtggaacganagtagttgaagtigtagttgeagtaccagaagttgtaacaccgaaaccagaaacateggaagtgataagtectgaaa
aaggecaaacagetectactattacagttgaagetattaaagecceggetcagaaaaaggetaaagttgaagttgttacaactccaaaaga
aagtttgccaacaactggtgatgatcaaaatetactegtgactcteatgteaagtetettattaatgagtetaggtttaggacttaagaaaaa
agaagacgaa

SEQ ID NO:142

MGETTLGLANSADQTIALKYEANNLNLVSTVLHEMTHIIDFKSGLYSETTDRNTDGSLSTVMA
FSDTQEFLDVYHTYFDRPDVWSYYRDNSEEAFAEGLSQYIMHRLFGTPYSTYIANPYTGDAYN
PGDGSGYSPFAETEFYFASLYNRLFEYPRTAQVVPYLVTTTTTAPVNGQVIYGAMPEETTTTTP
YI'TVYVGDTSFAYDPTGQTDRVQAGVDGTETIRTTYSLDSNNQLVATQTVISSTPVQNQIITKG
TQPTVVDTSVPMTIVYQEVTDGSLGDWQVNVLDAGQDGLIRSTTTYSVDPVTGIVIPSTTEATI
TAMRPMIVQYQVGSEKVTAIPYQTRYVIDTSLATGTQVIVQEGVNGSSTESVQSYNFIQDGSNS
RFDAIVYASPVVVAAQDQVIAVGGQDQVTDQAVAKTIFYQEVITDGSLGDWQVKVLDAGQDGL
VRTTTSYSVDPVTGIVTPSTTEATITAMKPMIVQYQVGKSKLSAIPFLTEYITDDSLAVGLEKVI
QEGVGGTQIETVQSFNFIQDGANSHFENIVYSSPTIVVAAVDQVIARGTKVVEVVVAVPEVVTP
KPETSEVISPEKGQTAPTITVEAIKAPAQKKAKVEVVITTPKESLPTTGDDQNLLVTLMSSLLLM
SLGLGLKKKEDE
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| SEQID NO:143

atggtgaaaaataacattcactegagaaaaaaacatatattaaaaatctcattattageaacaagtgtattaacgacaac
agtttcaacagtctcagcagagcaattgcaaaatgaaaagcagteggatttgettagtaagatgacagaaacatetacge
ctcatactatcataagttcagaagacctctcaaactcaaatcaagaggcecaatcaaaaggatgagactgectcaaaaage
ttacaacctatgattgaaaaagtcgatccateteatatecaggetetttgggaaaaagttggecacagegeaaggagatet
cttagetgtcatagattcaggaattgaaaccaaacattccatectacagetteccagaggatgetgacaaaatgtacacag
atcaagccagcattgacagtaagaaacaattattaggtattgaacgaggacagtggataaatgataageteccattitac
catgattacacacaaggggaagagtctattgacagaaatacetaccatggaacccacgtegeagggattgeaactgette
aggectaacacagaaagasaataaggageaaatgeaaggeattgtteccaatgeteaattattatttttaaaagtagege
aaccaagtgtagaaggtgaaagagaaaageattatgccatggctattaaagatgetattgetttaggagecaacagetatt
aatatgagttttggacaagttggaaaagetagecatgaacttaatgatgatticaaaaaagecttagecattagecageaga
taaaggcgtegetattgttgttgetgeaggaaatgattatgecatgggeggeagecagacgaaacctettgegaaaaate
ctgatacaggtgteattggaactecageaactacggaggaggtttttacagtageageatatgttgeaccgeactattgg
agcagagtactateggttactgacggtageacatcaaaagecttggegettgaaatggetagtecatttgecagaaaataa
ggactatgagetecattticttagaaaagggattagaaacggaagagaatgcagaaagactgaaaaataaggttttagtet
tgaattatgactttgttaccaatteccaaagaagttgetgaaaaagttgaggetttgggageagetggtgtactigtecac
aataatcaagctaaaaaaccgctcattcctitagettataatggtectttacetatggectttatcagtaaagaggatge
agattggttaaaaacgatgacaagtecacagttiagattaaasaaagagaageaattagttgageteectgetggecagac
aaatgacaaacttttcaagetggggettatcagttgatggeaatatgaaacctgattttgetgeacetggetatgaaatt
tattcacctactccaggaaacgactactcaaagatgtecaggaactagtgetgeaagtecacatgetatgggaattattca
tttagtecgtaaacacattecagaaagaatacecteacttaagtegctaaggaacagttacagttagttaagaacttattaa
tgtctactgecagtecaatttattcagagttagatcacagttactattectectagggticaaggagecaggggeactggat
gccaaaaaggeccttgaaacagatgtttatgtaacagetgeggatggtetttcaaaaattcaattaggtgatgteaataa
tcagttcgaattaagagtaaccttacataatttaageaatcaggaaaaaaactitacttactttgecaagggtgettactg
acaaagttgaaaaggggegtattetettgegtecacaagagetatatcaaacgagaceecteccaagtaaaactageteeg
aatcaaaagcaagaagtggttatcaaggtigatatttctaactitgatcaacagettaaagetcaaatgectaacggtta
ttttetagatggttitgtapgtatttecagtetaaggaaggtgetcaaaaagacttatetattecctttategetttcaaag
gaaaatttgcagatttagaggetettgatagtecaatttatcgaaatttagatggtacgtittactacagecccaaagaa
ggecaagaceettatgactttgaagtggatagtatecaacaaattaaagaacaatatatgactggtettataacaacatt
tacgecttgpteactggttgaaggaagtaaaatagatggettttcaccagagatggettetgaatttageacgactgatt
acctepggttectataataaagaaggagataatacagttegtegattecgatttgtecgaaggeaaaccttatetageactt
tcacctaatggcgatgataatatggataaagtgggatttagaggtgttticttaagaaatgtcagagacatcaaageaca
ggtatttgeaagtgatgatttgeaacatecgatttgggagagtectataaaagettttgetaaaaaagatgtgaatacaa
atgatatcaaagaaageatgettgaaaataccgtttgggaaggtaaagatgettctggaaatceggttacagagggatta
tatcgatategtgtaacttatacgecacttgetgaaggegecaaagaacagtttattgattttgatatictagttgattt
aaccccgtcaaaactgecacaaagigeaatettgatgetageegaaagacggatigagetaacagaatcaagagactatt
tatctcatgatacttatcgtgategactitactataaatatggaacagatgatattaatttcaccacttttgaasaagat
gatatgggacattttgtgateccaaaccaagttgaagatgaactcagtggagagaagattactatcaatettgataaaac
tgatcatttctictttgtcagagaagatttcicaggtaattttagtgttattagectgtecacaattattgaacaateatt
capatcaaatgeattcacttgaagagagtaagagtgatagaaaagaatctaatacaggtgatattagacacgaaaageaa
gaaaatcttagtcaacaaactctactatcgacaccatcaattgatggecaaaaacaaaatgaccaattaatggttgaaaa
agagaaagacattatggatgaaagtaagtctgaaagaagtgagaaaaataagtttccaaaagtteeccgettcaatcacge
ttaaggatggaactettiatecgeagtecaataagecaaaaaacaagtettectaaaacagtigattcacaaaagacaatg
acatttttagggattgecatgttatitggtggcatattacaagtectatggtcatactttaaaaagagagat
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SEQ ID NO:144

MVKNNIHSRKKHILKISLLATSVLTTTVSTVSAEQLQNEKQSDLLSKMTETSTPHTIISSEDLSN
SNQEANQKDETASKSLQPMIEKVDPSHIQALWEKVGTGEGDVLAVIDSGIETKHSMLQLPED
ADKMYTDQASIDSKKQLLGIERGQWINDKLPFYHDYTQCEESIDRNTYHGTHVAGIATASGLT
QKENKEQMQGIVPNAQLLFLKVCGQPSVEGEREKHYAMAIKDAIALGATAINMSFGQVGKASH
ELNDDFKKALALAADKGVAIVVAAGNDYAMGGSQTKPLAKNPDTGVIGTPATTEEVFTVAAY
VAPHYWSRVLSVTDCGSTSKALALEMASPFAENKDYELIFLEKGLETEENAERLKNKVLVLNY
DFVINSKEVAEKVEALGAAGVLVHNNQAKKPLIPLAYNGPLPMGFISKEDADWLKTMTSPQF
RLKKEKQLVEVPGGROMTNFSSWGLSVDGNMKPDFAAPGYETYSPTPGNDYSKMSGTSAASP
HAMC IHLVRKHIQKEYPHLSAKEQLQLVKNLLMSTASPIYSELDHSYYSPRVQGAGALDAKK
ALETDVYVTAADGLSKIQLGDVNNQFELRVTLHNLSNQEKNFTYFARVLTDKVEKGRILLRPQ
ELYQTRPLQVKLAPNQKQEVVIKVDISNFDQQLKAQMPNGYFLDGFVVFQSKEGAQKDLSIPF
IAFKGKFADLEALDSPIYRNLDGTFYYSPKEGQDPYDFEVDSIQQIKEQYMTGLITTFTPWSLY
ECSKIDGFSPEMASEFSTIDYLGSYNKEGDNTVRRFRFVEGKPYLALSPNGDDNMDKVGFRG
VFLRNVRDIKAQVFASDDLQHPIWESPIKAFAKKDVNTNDIKESMLENTVWEGKDASGNPVT
EGLYRYRVTYTPLAEGAKEQFIDFDILVDLTPSKLPQSAILMLAERRIELTESRDYLSHDTYRD
RLYYKYGTDDINFTTFEKDDMGHFVIPNQVEDELSGEKITINLDKTDHFFFVREDFSGNFSVIS
LSQLLNNHSDQMHSLEESKSDRKESNTGDIRHEKQENLSQQTLLSTPSIDGQKQNDQLMVEK
EKDIMDESKSERSEKNKFPKVPASITLKDGTLY PQSISQKTSLPKTVDSQKTMTFLGIAMLFGG
ILQVLWSYFKKRD

SEQ ID NO:145

atgegatttttgaaapggtaaaaaagtttttctagetgttataggtitggeagtcatgatgacacttgtcataatgttccaaccacaageaaaa
aataagagtgtatctgetgaaacectagettecagggeaaacacaageattiatcaatcaaategegggtactgeaagecaaategeagetg
aacgagatttatatgegteagteatgattgeccaageggtittagaatctagtagtggecaatcaggtttaagtcaggegecatattataattt
ttttgggattaaaggaagttataatggtggctecagttacaatgaaaacttgggaagatgatgegattgggaaatecttatgaaattgateag
getttecgtgectatecaagtatttatgattecetttatgattatgetaatttgttaagticaccaacttatgteggageaagacgatetaatace
ttatcttaccaagatgcaacagetgetttaacggoattatatgeaacagatacttcctataatgttaaattgaatgecattatacaaaattatg
gettgacagecatatgatgttgttaatectgeagttgeaactteccacaacagatgteectagtgatagtgttgeaactgttgatactagecaata
cgtttggaacaaacacagaggaagttacacagatactageactttagecacaagacgatgettggtetetttteataaaaggetat

SEQ ID NO:146

MRFLEGKKVFLAVIGLAVMMTLVIMFQPQAKNKSVSACETLASGQTQATINQIAGTASQIAAER
DLYASVMIAQAVLESSSGQSGLSQAPYYNFFGIKGSYNGGSVITMKTWEDDGLGNPYEIDQAFR
AYPSIYDSLYDYANLLSSPTYVGARRSNTLSYQDATAALTGLYATDTSYNVKLNAIIQNYGLTA
YDVVNPAVATSTTDVPSDSVATVDTSQYVWNEKHRGSYTDTSTLAQDDAWSLFIKGY
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SEQ 1D NO:147

atgaaaaagatatttcazagaaaatggttcaaacgaacatcecattgttttaggtatittgettgtagetetgatigecttaggttetttttatta
ttcanagtcagecgtgattgategttatgtigttgetaaaagtaaaaagaatggegggtectitgaaaatattaaagettttttagtectggeat
gataccgatgaaatcattacaaatgatcaagcagettttgettcattcacgecacttccaaaatcagagatttectecgttaaaaaaagagete
azaagtgcaacagectetgatecagtatacattaagtecattggteategtttttggattiticcggattatcgggtagecatgaaaccaatgt
cactaaccttapaaacgaatgteectaatatggatetgetettaaatcagaaaaaagtageaacatctaattcggaaaattttacgacagaa
ttaaaaaggttaccaattgetgactacagtgeaagtatcaatgggactiacaaagataaaaaaatcaaagttactanaaaatatgatggg
caaaaaccagtactagatttatctgttacatttaagaattttacagtaagecagtaatcttacagaaggtgagetttattttgacgaggatege
gteggtactctaaaaaatggtcagtatcaagtcacagactatcccattactaatggtageaaagettttgtaaaacgaaattteccagatget
gagctcaagagtpaaaaagetgaccttgaacaggtigetgaaggtictgaactgaagttaacggtegataatetettagategeactaaag
ctggagaatatettttagetgettttaatcaactgatggeatatacaagtagecgacaagattcaacgacagtigeagatgtettcgaaaatg
gegtaaataacgatttttatnaaggtttaaaagaaagtgtpaaagcaaaattggaaacagatagicgecaaggcttctagtttigecattcea
aatgttgccctaaatgecatgacgeaagteggeaaggagtettacctettagattttgeggetacatatgattttgectatccanaagaaaca
gaccetgaaaaaggecagttcaggtaacatcattcaagagttaagtggacaactaacgetcaaaaaatcaggagategttatgtgattagte
aagetggtacaaaaaatatctetgtgaccagtgaaaaaaataatattaaaaaaccgteattactgecagatggeatagttggaacttggaa
gggaactaaagacgacattacctatacgttgaccatitctgaggatggaacagtaacacgtcatategatticaaagateegaaaaaaget
gatgaaagtagaacagcaaaaatcacgaagaccgaagaaaagaatccaggagatticcaggttattatecaccecagaaactgatagete
aattcteatcattggtgotegtattggtggtpctaacatcaagtatgectatggecticatttagatggeaatcaattaacacegattatttgge
aaacaggtatggataaggactttgatttttcgaaaceggeaccaggtitacctitaacgaaacaa

SEQ ID NO:148

MKKIFQRKWFKRTSIVLGILLVALIALGSFYYSKSAVIDRYVVAKSKKNGGSFENIKAFLYVWDD
TDEIITNDQAAFASFTPLPKSEISSLKKELKSATASDPVYIKSIGHRFWIFPDYRVAMKPMSLTL
KTNVPNMDLLLNQKKVATSNSENFITELKRLPIADYSASINGTYKDKKIKVIKKYDGQKPVL
DLSVIFKNFTVSSNLTEGELYFDEDRVGTLENGQYQVTDYPITNGSKAFVERNFPDGELKSE
KADLEQVAEGSELKLTVDNLLDRTEKAGEYLLAAFNQLMAYTSSRQDSTTVADVFENGVNNDF
YEKGLKESVKAKLETDSREASSFAIPNVALNAMTQVGKESYLLDFAATYDFAYPKETDPEKGSS
GNIIQELSGQLTLKKSGDRYVISQAGTKNISVITSEKNNIKKPSLLPDGIVGTWKGTKDDITYTLT
ISEDGTVTRHIDFKDPKKADESRTAKITKTEEKNPGDFQVIITPETDSSILIIGGGIGGANIKYAY
GLHLDGNQLTPIIWQTGMDEKDFDFSKPAPGLPLTKQ

SEQ ID NO:149

atpaatacatcaaaaaaaattgttacgggatttgtaacgettgeatetgtecttacecttgeageatgticttcaacaagtgacaatacaaaa
gtagttaccatgaaaggtgataccattacagtaactgatttttataatgaagetaaaacgtcaacageggeacaacaatecatgttgagttt
gattttatcacgtgictitgaaaaagaatatgegtanaagtgtcecctgagaaaanaggttgaggaatcttataataaaacagetaageagtac
geticttctttetecgatgetitageacaggeaggactgacaacggacacctataaaaaacaaattcgcactacaatgttagttgaatatgeg
gtaaaacaagetgccaaaaaagaactaacagatgataattataaaaaagettttgaatcatataccectgaaatgacaacacaagttatt
gettttgatgatgaagaaaaagecaaaaaagttttagaagaaacaaaagetgaaggtgetgactttgetaacategcaaaagaaaacac
gactgaagcecaataaaaaaattgattacacctttgaticageegacactgtittaccaagtgatgtcattaaagaaacagecaaaattaaatg
aaggtgaaaaatcagetgttattacagttatggaticangaacttatcagaaaaaatattatgtggticatttagtcaagaaapcetgagaa
aaaagccgattggaaagaatacaaatcacgactaaaagaaatecattatgaatgaasaaggaaaacgacagtaacttccaaaacaaagtg
atttcaaaaactttagataaggcaaatgttaaaattaaagacaaagectttgeaaatatettgtcacaatttgetictaataaaaacaatac
caacaatgctttaacaagttcagtaggtaaa

SEQ ID NO:150

MNTSKKIVTGFVTLASVLTLAACSSTSDNTEVVIMKGDTITVIDFYNEAKTSTAAQQSMLSLIL
SRVFEKEYGKSVPEKKVEESYNKTAKQYGSSFSDALAQAGLTTDTYKKQIRTTMLVEYAVEQ
AAKKEILTDDNYKKAFESYTPEMTTQVIAFDDEEKAKKVLEETKAEGADFANIAKENTTEANK
KIDYTFDSADTVLPSDVIKETAKLNEGEKSAVITVMDSRTYQKKYYVVHLVKEAEKKADWKE
YKSRLKEIIMNEKENDSNFQNEVISKTLDKANVKIKDKAFANILSQFASNKNNTNNALTSSVG
K
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SEQ ID NO:151

atpasatcatggeaaaaaattategttagegrageaagtitaacacttgecaagtacacttttagtgggetgtgetictgactcaaaaggaaa
aacagaatcageatcatecagattcaaaaacaattaaattgtgggticcaactggggetaaaaaatettatgeagatactgitgetaaatttg
agaaagattctggttatanagtaaaagttattgaatcagaagatccaaaagetcaagaaaaaatcaaaaaagatgetactactgetgetg
acgtattttcacttectcacgaccaacttggtecaattagtagaatetggaactattcaagaagtaccagaacaatacactaaagatattgetg
caactgcgactgatcaageaattgtaggtgctcaatataaagegecaaaacttatgetticceatttggaattgaatcacaagttctittctataa
taaagaaaaattaagcgctgaagatatcgeatettatgatgeaattacaageaaageaacatttggiggtaccttcaaacaagetaatgett
acgtaactggtectttattcatgtotgttggtaacacattgtttggtgaanacgptgaapatactaaaggaactaactggggtaacgaaaaa
getgctgcagtacttaaatggatigetgatcaaaagaacaacaaaggatttgttagettagatgetaataacgttatgtetaaatteggtga
cggttetgtagectecatttgaatcaggteettggpattacgaagetgeacaaaaagetateggtaaagacaaacttggtgttgetgtitateea
aaagtgactatcggtggtgaagaagtticaacaaaaageaticetiggtgttaaattatacgetgttaaccaageacctgetaaaggtgatac
taaacgtattgcagcaagctataaacttgeticttacttaacgapgtgetgaaagecaagaaaatcaatttaaaacacgteatategtacetge
taacaaagagattcaatcatcagaagaagttcagtcaaatgaacttgetaaaacagttattacaatgggatcttcaaaagattacacagtt
gtaatgcctaaattaagecaaatggcaacattetggactgaaagtgeagetattttaagtgatactttcaatggtaaaattcaagaa
getgattacctaactaaattacaacaatttgataaagatategetictacaaaa

SEQ ID NO:152

MKSWQKITVSGASLTLASTLLVGCASDSKGKTESASSDSKTIKLWVPTGAKKSYADTVAKFEK
DSGYKVKVIESEDPKAQEKIKKDATTAADVFSLPHDQLGQLVESGTIGEVPEQYTKDIAATAT
DQAIVGAQYKGKTYAFPFGIESQVLFYNKEKLSAEDIASYDAITSKATFGGTFKQANAYVTGPL
FMSVGNTLFGENGEDTKGTNWGNEKGAAVLEWIADQKNNKGFVSLDANNVMSKFGDGSVA
SFESGPWDYEAAQKAIGKDKLGVAVYPKVTIGGEEVQQKAFLGVKLYAVNQAPAKGDTKRIA
ASYKLASYLTSAESQENQFKTRHIVPANKEIQSSEEVQSNELAKTVITMGSSKDYTVVMPKLS
QMATFWTESAAILSDTFNGKIQEADYLTKLQQFDKDIASTK

SEQ ID NO:153

atgaacaagaaatttattggtettggtitagettcaptagetatattaagtttagetgeatgtggeaacegtggtgeticaaaatetgatagea
aagatgctaaaacagatttaaaagetgetattgttactgatacagetggtgttgatgataaateatttaaccaatetgettgggaagetitag
aagcttggggtaaagaaaatgggettaaaaaaggtgetggtitegactacttccaatcaaatagtgaatcagaatatgetactaatettgac
actgetgtetcaagtggttataacgtagtatatggaateggatttgeecttaaagatgecaattgataaagetgetggtgacaatagtgatgtt
aactatattatcgttgacgatgtecategaaggaaaagataatgttgeaagtgtaactittgeggataacgaagetgeitatettgetggtatt
getgeagetaaaactacaaanactaaagtagtaggtittgtaggtggtatggaagetactgttatcactegtttigaaaaagegttttgagege
ggegagtgaaatcagttgatgatictatccaaatcaaagttgactacgetggateatitggtgatgctgetaaaggtaaaacaattgeegeag
ctcaatatpcaggtggtgctgacgttatttatcaagecgetggtggtactggageaggtgtettcaatgaagetaaagetgtaaatgagaaa
aaagatgaagctgataaagtttgggtaateggtgtagacegtgaccaaaaagagegaaggtaaatacacttcaaaagacggtaaagaate
taactttgttctageatcttcaattaaacaagttggtaaatetgtacaactgattaacaaacttgttactgataaaaaattecctggtggaaa
aacaactgtttatggattaaaagatggtgetettgatattgeaacaacaaacettictgatgatgetataaaagetgttaaagaagetaaay
aaaaaattatttctggegatgtaaaagtticctgaaaaataa

SEQ ID NO:154

MNEKKFIGLGLASVAILSLAACGNRGASKSDSKDAKTDLKAAIVIDTGGVDDKSFNQSAWEGL

EAWGKENGLKKGAGFDYFQSNSESEYATNLDTAVSSGYNVVYGIGFALKDAIDKAAGDNSDV
NYIIVDDVIEGKDNVASVTFADNEAAYLAGIAAAKTTKTKVVGFVGGMEGTVITRFEKGFEAG

VKSVDDSIQIKVDYAGSFGDAAKGKTIAAAQYAGGADVIYQAAGGTGAGVFNEAKAVNEKKD

EADKVWVIGVDRDQKEEGKYTSKDGKESNFVLASSIKQVGKSVQLINKLVTDKKFPGGKTTV

YGLKDGOVDIATTNLSDDAIKAVKEAKEKIISGDVKVPEK,
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SEQ ID NO:155

atgaaaaaattacttgtcacattagtgttgattttcagcacattatcattgattgettgttcatcacaaagecacaaagcaagaagatcataaa
acaaaactatcacaaatgccaaagatctctggttttacctataaagggaaggtaccagaaaaccctaaaagagtagttagtttatcttcaac
ctacaccggttatttggeaaagetegatateccactagttggaateacticttatgatcacaaaaateecgtcttaaagaaatacatcaagga
tgctaaagtigictetgecaaccgacctagaaageattacggecttggaacctgatttaattattgigggticaaatgaagaaaatatcagteca
attagctgaaatcgetececttatticcattgaataccgeaaacatgactatttacaggtattctcagattttggtaaagtetttaacaaaacea
aagaaaccgacaaatggttacaggaatggaaaacaaaaacagettcttttgaaagtgacgttaaagecagttacaggtaataatgetacct
ttaccataatgggattatatgagaaagatatctatettttcggtaaagattggegtegtggtgegtgaaateattcaccaagecttecaatate
aagctccagaaaaagtaaaaatggaggttttcccaaaaggetatttgtecatttcacaagaagttcticcagattatattggtgattatgteg
ttgtecgetgcagaggatgaaaaaacaggttctictetttatgaaagtgacctitggaaaaatataccagecgttcaaaaaaatcatgteata
aatgttaatgegaatacctittatttcactgacectetgtecattagagtatgaattaaaaaccttaacggatgetatettgactcagaaaacte
acaac

SEQ ID NO:156

MEKKLLVTLVLIFSTLSLIACSSQSTKQEDHKTKLSQMPKISGFTYKGKVPENPERVVSLSSTYT
GYLAKLDIPLVGITSYDHENPVLEKYIKDAKVVSATDLESITALEPDLIIVGSNEENISQLAEIAP
LISIEYREHDYLQVFSDFGKVFNETKETDKWLQEWKTKTASFESDVRKAVTGNNATFTIMGLY
EKDIYLFGEKDWGRGGEITHQAFQYQAPEKVKMEVFPKGYLSISQEVLPDYIGDYVVVAAEDEK
TGSSLYESDLWENIPAVQKEKNHVINVNANTFYFITDPLSLEYELKTLTDAILTQKTHN

SEQ ID NO:157

atgaacaagaaatttattggicttggtttagettcagtagetatattaagtttagetgecatgtggcaacegtggtgettcaaaatetgatagea
aagatgctaaaacagatttaaaagetgetattgttactgatacaggtggtgttgatgataaatcatttaaccaatetgettgggaaggtttac
aagcttggeggtaaagaaaatgggettaaaaaaggtgetgetttcgactacttccaatcaaatagtgaatcagaatatgetactaatettgac
actgetgtctcaagtgpttataacgtagtatatggaateggattigeccttaaagatgeaattgataaagetgetggtgacaatagtgategtt
aactatgttategttgacgatgtecategaaggaaaagacaatgttgeaagtgtaactittgeggataacgaagetgettatctigetggtatt
getgeapcetaaaactacaaaaactaaagtagtaggttttgtaggtegtatgraagetactgttateactegttttgaasaaggtittgagee
gggagtgaaatcagttgatgattctateccaaatcaaagttgactacgetggatcatttggtpatgetectaaaggtaaaacaattgecgeag
ctcaatatgeaggtggtgctgacgttatttatcaagecgctggiggtactggageaggtgtettcaatgaagctaaagetgtaaatgagaaa
aaagatgaagctgataaagttigggtaatcggtgtagaccgtgaccaaaaagaggaaggtaaatacacttcaaaagacggtanagaate
taactttgttectagcatettcaattaaacaagtiggtaaatetgtacaactgattaacaaacttgttactgatazaaaattecctggtggaaa
aacaactgtttatggattanaagatggtggtgttgatatigecaacaacaaacctttectgatgatgetataaaagetgttaaagaagetaaag
aaaaaattatttetggegatgtaaaagttectgasaaataa

SEQ [D NO:158

MNEKEKTFIGLGLASVAILSLAACGNRGASKSDSEDAKTDLKAAIVIDTGGVDDKSFNQSAWEGL
QAWGKENGLKEGAGFDYIFQSNSESEYATNLDTAVSSGYNVVYGIGFALKDAIDKAAGDNSDV
NYVIVDDVIEGKDNVASVTFADNEAAYLAGIAAAKTTKTKVVGFVGGMEGTVITRFEKGFEAG
VESVDDSIQIKVDYAGSFGDAAKGKTIAAAQYAGGADVITQAAGGTGAGVFNEAKAVNEKKD
EADKVWVIGVDRDQKEEGKYTSKDGKESNFVLASSIKQVGKSVQLINKLVTDRKFPGGKTTV
YGLEDGGVDIATTNLSDDAIKAVEKEAKEKIISGDVKVPEK.
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| SEQID NOQ:159

atgzaataaaaaattaacatcccttgecttattatcagetgetattateccattageggeatgtictecatanaggecaaaaatetgettctttate
agatttaaaagtagccatgattactgaccaagggggtgttgatgatasatectttaaccaateagettgggaaggtetacaagettggggea
aatcagaaaatttgaaasaaggaagtgattttaattatitccaatcaaccaatgaatcagaatatgtgacaaaccttgatactgeaaagte
aaatggttttaatgtcatetitgptatiggetitaacctgactgatictattanaaaagegtetictgataacgeagatacaaaatacgetatt
ptegatgatgteatigaaggaaaagacaatgtigeaagtateacttitgeecgacaacgaageagettacttagetggtgttgeggetgetaa
aaccagcaaaagcaaacaapgttgettttgtaggtgetatggaaggaacegttgttaaacgttttgaaaaaggctitgaageaggtgttaaa
tcagttgatecttctatcaaagtatcaategettacgeagggteatttgeggatgetgetaaaggaaaatcaattgeageaacacaatatgea
agtggtgetgatgteatctatcaageageaggtggaacgegtgetggtetetticaacgaagecaaagetattaatgaaaaacgtgeegette
agataaagtttgggtecttggtgiagaccgigaccaaaaagetgaaggtgaatacactgataaagaiggtcaaaaaggaaacttigtectt
gettcaagtatcapagaagttggtaaaaccatgecaaaaagteattggtatgactgaaaaaggtgacttcectggtggtaaagteaatacett
tggtttaaaagaatcaggtgttaacctcaccacaaaagatcticcagaagatgttaaaaaageagttgaaacageacgecaagacattate
tcaggtaaaatcaaagteccagaaaaa

SEQ ID NO:160

MNEKKLTSLALLSAAIIPLAACSHKGQKSASLSDLKVAMITDQGGVDDKSFNGSAWEGLQAWG
KSKNLKKGSDFNYFQSTNESEYVTNLDTAKSNGFNVIFGIGFNLTDSIKKASSDNADTKYAIV
DDVIEGKDNVASITFADNEAAYLAGVAAAKTSKSKQVGFVGGMEGTVVKRFEKGFEAGVEKSV
DPSIKVSIAYAGSFADAAKGKSIAATQYASGADVIYQAAGGTGAGVFNEAKAINEKRAASDKY
WVLGVDRDQKAEGEYTDKDGQKGNFVLASSIKEVGEKTMQREVIGMTEKGDFPGGEVNTFGLK
ESGVNLTTEDLPEDVEKAVETARQDIISGKIKVPEK

SEQ ID NQ:161

atgacagtagcacaaaaatctacatttaagegetteggectaggagetgtaacacttgettcagecageectattgatggettgtggtaacaag
acagcagcaaaaaatgataacaaaaatgagattaactggtacacaccaacagaacteateactttagacatttcaaaaaatactgacactt
attetggtettgecaateggtaactcagaaagtaacttacttegtgttgacggaaaagggaaattgecaaccagacttagetaaaaaagtaga
agtttcagaagatggtttaacttatactgcaaccttgagagatggtttgaaatggtctgacggaagtgaattaacagecagaggactitgtit
acacttggaaacgtattgtagacccagcaacigettcagaatatgettacttageaactgaatcacatttattaaatgetgaagatattaata
caggtaaaaacacigatttaaattetettggtgttaaageecgaaggeaacaaagttatctitacattgagtgeaccetgeteetcaattcaaga
gettattgteatttgetaactteatgecteanaaagaagaatttpgttactanaacaggaaaagactatggtacttetictgaaaaacaaattt
attctggtecatacattgtaaaagattggaatggtacaagtggttcaticaaattagttaagaatgacaaatattggeatgctaaaaacgtt
aaaatgaaaactattaacgttcaaacagttaaaaaaccagatacagecgttcaaatgtataaacaaggaaaacttgattatgcaaacatt
tcaggaacatctgetatatacaatgcaaacaaaaacaacaaagacgttgticcegtattagaagecaacaactgettatatggtatacaatca
aacaggttctgtaccageattgageaaccttaagattcgtecaageattgaatttageaacagacegtaaaggaattgtgtetgeageagtgg
atactggtictaaaccagcaacageaattgetectactggacttgecaaaacttaaagatggatetgatttaactaaatttgtagetectggtta
taaatatgatgaaaaagaagecaggaaaactiticaaagaaggacttgetgaacteggaaaagattctettanaattacaattaccgetgat
BCE
gatgcaccageagetaaatcttcagtigactacattaaagaaacttgggaaaaagetttaccaggattascagtigaagaaaaatttgitee
atttaaacaacgtttagaagatacaaaaaatcaaaactttgaagttgetgtageactttggegigetgactatecagaaggateaactttet
atggtitgittaaatcaggttctgeatataactacggtaaaticaccaatgecaaaatttgatgetgettatgaaaaagetttaacaaccgatg
cattagatacagacgcecgeagetaatgattataaagaageagaaaaagetetttatgatgaageaaactataacccactttactteegtage
gegagaaggattacaaaatccaagtattaaagggttaattcgtaattcaacaggtcttaatgtigactttacetatgettataaaaaa

SEQ ID NO:162

MTVAQKSTFKRFGLGAVTLASAALLMACGNETAAKNDNENEINWYTPTELITLDISKNTDTY
SGLAIGNSESNLLRVDGKGKLQPDLAKKVEVSEDGLTYTATLRDGLKWSDGSELTAEDFVYT
WEKRIVDPATASEYAYLATESHLLNAEDINTGKNTDLNSLGVKAEGNEVIFTLSAPAPQFKSLL
SFANFMPQKEEFVIKTGKDYGTSSEKQIYSGPYIVKDWNGTSGSFKLVENDKYWDAKNVKM
KTINVQTVKKPDTAVQMYKQGEKLDYANISGTSAIYNANKNNKDVVPVLEATTAYMVYNQTGS
VPALSNLKIRQALNLATDRKGIVSAAVDTGSKPATAIAPTGLAKLKDGSDLTKFVAPGYKYDE
KEAGKLFKEGLAELGKDSLKITITADADAPAAKSSVDYIKETWEKALPGLTVEEKFVPFKQRL
EDTRNQNFEVAVALWGGDYPEGSTFYGLFKSGSAYNYGKFTNAKFDAAYEKALTTDALDTD
AAANDYKEAEKALYDEANYNPLYFRSGEGLQNPSIKGLIRNSTGLNVDFTYAYKK
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SEQID NQ:163

atgasaaaatgetttttaatattaatgettitgggaatatetggtigtgetactcaaccatcaaaggttgeageaataaceggttatgatteeg
actactacgctagatatattgatcccgatgaaaataaaataacatttgecataaatgttgatggttttgtegaapggtagtaatcaagaaate
cttattagaggaattcatcatgttttaacagatcanaaccaaaagattgttacaaaggecgagttgttagacgetattagacatcaaatggt
tettctacaattggattattectatgaactagtegactttgegeetgatgcacaattattaacacaagategacggettttatitgecaatcaan
attttgaggaatecgtatcacttgaagatactattcaagaataccttttaaaagggeatgttatictcagaaaacgggttgaagaacctatca
cicatcctactgagactgctaatattgagtataaagticaattcgegactaaagatggggaattecacecactacetatitttgtagactacgg
agaaaaacatattggagaaaaattaacctctgacgagtttcgaaaaattgecagaagaaaagettttgcaactctaccetgactatatgatt
gatcaaaaagaatatactatcattaaacacaattctettggteaactteccaagatattattettatcaagateatttcagetacgaaaticaag

ataggcaacgtatcatggetaaggacccaaaatecggaaaagaacteggtgaaactcaaagtattgataatgtttttgagaaataccttatt
accaaaaaaagttataaacct

SEQID NO:164

MKEKWFLILMLLGIFGCATQPSKVAAITGYDSDYYARYIDPDENKITFAINVDGFVEGSNQEILI
RGIHHVLTDQNQKIVTKAELLDAIRHQMVLLQLDYSYELVDFAPDAQLLTQDRRLLFANQNF
EESVSLEDTIQEYLLKGHVILRKRVEEPITHPTETANIEYKVQFATKDGEFHPLPIFVDYGEKHI

GEKLTSDEFRKIAEEKLLQLYPDYMIDQKEYTIIKHNSLGQLPRYYSYQDHFSYEIQDRQRIMA
KDPKSGKELGETQSIDNVFEKYLITKKSYKP
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SEQ ID NO:165

atggaattcgaaaacacaaaatctaatcagattaaaacaacacttgetttaacgtcaacactegeacttettggaactggtgttggtatgeg
acataccgttaatgeggatgacatgacaactgetgatcaatcacctaaattacaaggtgaagaageaacattggegectacaaacattgaa
gatactaaagcagcecattgatattaaaacagetacattagcagaacaaaccgatgetcttaatactgtaaatgagacaatcacaageacaa
atgaagaattagctactttagaaggaggcttagetgataaagaaacageagtigecagatgetgaaaaaacattggagtetgtttcaaatge
ctcagaagaagaatttaatcaattagcagaacaaaataaagetgacttagetaaaactcaagaggagetaaaacttgetgaageaacaa
aagaagaagttgcaacacaggtattgacacaatctgacgaggtaacagetgeagetaatgaagetaaaaaaatggetgaaaaagttgea
caagcagagacaaaagtttcagacttgacgaaaatggteaatcaaccagaageaataacagetcaagttgaaatagaacaaaacaatgt
casaatcatttcggaagatttagcaaaagecaaaactgatttagttgetgtaacapataatacaaaaacacaattageaaatgatttageg
actgctcaatctagettaagtgecaaacaaaatgaattagetaaagtacagteacaaacaagtaatgtegecagtgaatgttatggetgeta
ataaaatggttgcteccaactaattacccaattaatgaaatcaaaaaattaatgtcaagtggttacatigggacacaatettatctaaataca
ttctatgetitaaaagatcaactggtitctasageagaagttggggeatacttaaatcattacgtigatategecaagtgacttaaaccegtateg
ttaacccagataacttatcagtigaggttcaaaatgaattggctgtatttgcageaacattgattaattetgticgtcaacaatttggtetttet
geagtcgaagtgacgeaagetgetcaagagtttgetegeactttgactegaaactataaagtaacacatggaaacactgttectttetttaat
tacaatcaacct
ggcaagaatggtcatataggeattggtecacacgatagaacaattatecgaacaageagetacaagtgttggettaaaagetaatgatgata
atatgtatgaaaacatcggattctttgatgatgticatactgttaatggtatcaaacgtagtatitataacagtattaagtacatgetgtitac
agacttcacctatggaaatacatttggacatacggttaacttgtigegttctgataaaacaaacecaagtgeteeggtetatttaggagtttca
acagaaactgttggtggtttaaatacecactatgttatetteceggeaageaatattgtaaatgecagecaattcageaaacaagtggtttea
ggtecattaacaacagttgataacagtegctaaaattageacteticaageaagtattactictgtigagtetaaaaticaaacettacaaaaa
cgtattgecaaatatticttcagaagcactagttgtetetgcacagagaaaagtagatggtttagetgecaaaacttcaaaaagetgaatctaa
cgttgaaaaagcaaaagetcaacttcaacagttacaagattcaaaagaagatttacataaacaacttgetttttcectttcaactegtaagg
atttaaaaggtcaacttgacgaategettgttcacctaaatecagtectaaaaticttttacatagettagaagaaaaacaaagtcaagtggea
agtcaaattaacgtctigacattgaagaaggcacaacttgaaaaagaactagectttaactcteatecaaategtgaaaaagttgeaaaag
aaaaagttgaagaggcetcaaaaageattaacagaaaccttatctcaaattaaaactaaaaaagetatcttaaatgatttaacacaagaaa
aagcaaaattgacgtcagcaatcacaacaactgaacaacaaattgtitigttgaagaatcatttagecaaatcaagtggegaatgetecaaa
aatcagcagtattgtccaaagatcagaaaacaatagagtaagacctgatgtttctgatacaagagagaaggeagtagatactgetcaaga
agcgacaattcttgetcaageagaaacaatggetgaagaagteattacaaatictgecaaaagecattgttgeaaatgetcaaaatgtigeac
aagag
attatgaaaptageacetgaagtaacacctgatcaaggagttgttgcaaaagtigeagataatattaagaaaaataatgeeccagecaagt
aaatcatatggtgcaagttcatcaacggtaggaaatgctacttettcacgagatgaaagtacaaaacgtgetitaagageaggaatigttat
getggeageageaggacttactggttacaaactcagaagagatggeaaaaaataa

SEQ ID NO:166

MEFENTKSNQIKTTLALTSTLALLGTGVGMGHTVNADDMTTADQSPKLQGEEATLAPTNIED
TRKAAIDIKTATLAEQTDALNTVNETITSTNEELATLEGGLADKETAVADAEKTLESVSNASEEE
FNQLAEQNKADLAKTQEELKLAEATKEEVATQVLTQSDEVTAAANEAKKMAEKVAQAETKV
SDLTKMVNQPEAITAQVEIEQNNVKIISEDLAKAKTDLVAVTDNTKTQLANDLATAQSSLSAK
QNELAKVQSQTSNVAVNVMGANKMVAPTNYPINEIKKLMSSGYIGTQSYLNTFYALKDQLVS
KAEVGAYLNHYVDIASDLNRIVNPDNLSVEVQNELAVFAATLINSVRQQIGLSAVEVTQGAQE
FARTLTRNYKVTHGNTVPFENYNQPGENGHIGIGPHDRTIIEQAATSVGLKANDDNMYENIGF
FDDVHTVNGIKRSIYNSIKYMLFTDFTYGNTFGHTVNLLRSDKTNPSAPVYLGVSTETVGGLN
THYVIFPASNIVNASQFSKQVVSGPLTTVDNSAKISTLQASITSVESKIQTLQKRIANISSEALVV
SAQRKVDGLAAKLQKAESNVEKAKAQLQQLQDSKEDLHKQLAFSLSTRKDLKGQLDESLVH
LNQSKILLHSLEEKQSQVASQINVLTLKKAQLEKELAFNSHPNREKVAKERVEEAQKATL TETL
SQIKTKKAILNDLTQEKAKLTSAITTTEQQIVLLKNHLANQVANAPKISSIVQRSENNRVRPDV
SDTREKAVDTAQEATILAQAETMAEEVITNSAKAIVANAQNVAQEIMKVAPEVTPDQGVVARKV
ADNIKKNNAPASKSYGASSSTVGNATSSRDESTKRALRAGIVMLAAAGLTGYKLRRDGKK
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SEQ ID NO:167

atgaaaaaattattagctigtatgttaatggtettttttetatetectatttetgttattagtactgaaaaatetatateatttccaagtacaace
attcatcaattgtetcaaaacgtgctaacttctagtacgtattttaatgeaattectaanaaatecaaatgtetacgatgagettcaaacatata
gtgatcaatctttaacaattccaagtggagttcttaaaccaaatgatgattttataatcaataatettitgttaaatcaaaataatttaccaat
ttttcaattagcaaatggacaatttatittggeaaataaasagttcatttatgaagacgaaacaactaatcaaaccaatctcaatagttggtt
gtgegctacaaaaagatittacaatctatgaagaacctcttgtaaaaggagtittacctattaatagtgatttaaaaccttaticaaaagttca
tgttacaaaactatcacaaacacageatggaaatttttattatattgaaaacaaaggtigggttictgagaaatatetctcaaaagetgata
acagaatggtaaaagttcaagaaatgetgagtcaaaaatataataaagaaaattattctatitttgttaaacaattaacaacacagacaa
gtgcaggaatcaatgecgataaattaatgtatictgcaagtattgetaaattageaaccttatactatgticaaaataagattgaaactggta
aaacttetcttaatcagaccttaaaatatactgatcaagtaaaccattitaaaggtgactatgatecatcagggagtggtaaacticcaaaa
acgtcagataatgagaattatactgttgatgattitattaaaagecagttgeccageatictgataatgtigetacaaatatacttggetattate
tagctaatcaatatgatagagatttctetactcaaatgacagetatttetggtattaattgppatatggaagaacggatgttatettcanaag
cagcagcaaatgtaatggaatctatttactatcaaaatggacctattgtttettatttaacaaatactgattttgacaatcaacgtattictaa
aaatattgctgtaccagtagetcataaaattggtgatgectatgattataaacatgatgttgecaatagtttatagtgacteg
ccattcattctategatttttagigagaacgeatectatgatgatattactgecaategecgatggtatttattetatattgaaa

SEQ ID NO:168

MEKKLLACMLMVFFLSPISVISTEKSISFPSTTIHQLSQNVLTSSTYFNAIPKNPNVYDELQTYSD
QSLTIPSGVLKPNDDFIINNLLLNQNNLPIFQLANGQFILANKKFIYEDETTNQTNLNSWLWL
QKDFTIYEEPLVKGVLPINSDLKPYSKVHVTKLSQTQHGNFYYIENKGWVSEKYLSKADNRM
VKVQEMLSQKYNKENYSIFVKQLTTQTSAGINADKLMYSASIAKLATLYYVQNKIETGKTSLN
QTLKYTDQVNHFKGDYDPSGSGKLPKTSDNENYTVDDLLKAVAQHSDNVATNILGYYLANQY
DRDFSTQMTAISGINWDMEERMLSSKAAANVMESIYYQNGPIVSYLTNTDFDNQRISKNIAVP
VAHKIGDAYDYKHDVAIVYSDSPFILSIFSENASYDDITAIADGIYSILK

SEQ ID NO:169

atgattagaaaagaaaattttaaaaaacgttatattagetttggaattttgggatttgecagtggeattgttagetettgttttigetttticaag
taagaaagtagatacagaatcatatgetaaaaaatcagaatctaaagitgttaaaaatgtaacaaaatcacaatcaacateatetteaact
caaaaagttgaagcatcaacagaacaaagttcticaagtcaagaacaagetacacctgatacttcagtggetacteaatcagtacctgtag
aacaggttgetcaaccaacaccgacaccttcaactgaggttgcacaacaggtigtaccageteagectagtgttccaacaactcaatatgetg
caactccagtaacttattatcaatcaaatggaaatactgecggagetattggtagtcagectgetgetcaaatggetgeageaacaggtgtte
ctcaatcaacttgggaagetattatigetegegaatcaaacggtaacceatatgtaagtaatgcatetggtgectetggttigtttcaaacaat
geeaggatgeggottecaactgeaactgtacaagateaaatecaattctgetatttcageatataatgeacaaggettatcagetiggggttatta
a

SEQ ID NO:170

MIRKENFKKRYISFGILGFAVALLALVFAFSSKKVDTESYAKKSESKVVENVTKSQSTSSSTQK
VEASTEQSSSSQEQATPDTSVATQSVPVEQVAQPTPTPSTEVAQQVVPAQPSVPITQYAATPVT
YYQSNGNTAGAIGSQAAAQMAAATGVPQSTWEAIIARESNGNPYVSNASGASGLTQTMPGWG
STATVQDQINSAISAYNAQGLSAWGY
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SEQ ID NO:171

atgaaatcattttttaatagicggattiggettggacttgtticggtgtitittgetatigicetetitttaacageagettcaaatagttategaa
actetgeaaaccaageatacageccaatcgaaacctatacccacaacctatcagatgticctategatatcaaatatgacagegacaagtac
tttatcagtgagtactcctacggggcacaagtetatttgacctcaaccaaccgggtiaaactggaticegaggttaacactgataccegtaatt
ttaaaatcgtcgcagacttaacagatageaageetggaaaageaactgttectettaaagtcaataacctaccttetggegtggeagecaaa

gtgaccceagataaaatgaccatcaccateggeaagaaageacgtaagacctttaatgtegtaggaagtgtegatecaaaacaagtggea

acaggttatgaattgeteteaatggacacaggeattgacaaagttgaagtgaccagtgacgagtctaagattgatttgattgateatgtegtt
gecaaactacctgacgatgttaaattaaatgcagactacegaggagaagtgactettcaageagtetcageagatggaacggttttageea

getecatticaccagecaaaacgaccttateggtticagtcaaaaaaatecaccaagtetpttccaataagagtttcaatggtaggaaccatgg
atgaaagettgpegegatattcagecasaactiggaaaagaaacagetgteatttcagggecaagagaagttetggataccattaatgaagt
getagegegaagtcaatattagtggtgtgactaaagatacggaaaaaacggttagectecatteggatattgtatecattgaaccttetteegt
geeggtteagttgacaaccaaaaagaaa

SEQ ID NO:172

MEKSFFNSRIWLGLVSVFFAIVLFLTAASNSYRNSANQAYSPIETYTHNLSDVPIDIKYDSDKYFI
SEYSYGAQVYLTSTNRVKLDSEVNTDTRNFKIVADLTDSKPGKATVPLEVNNLPSGVAAKVTP
DEMTITIGKKARKTFNVVGSVDPKQVATGYELLSMDTGIDKVEVTSDESKIDLIDHVVAKLPD

DVKLNADYRGEVTLQAVSADGTVLASSISPAKTTLSVSVKKITKSVPIRVEMVGTMDESLADIQ
PELGKETAVISGPREVLDTINEVVAEVNISGVTKDTEKTVSLHSDIVSIEPSSVPVQLTTKKK

SEQ ID NO:173

atgaagccatcaaatacggaaaaactattictcattttgagtettttaacattaattcttgeaggtagtitttatttattetttgecaagaaaceat
atcggaaacgeettaacacaaaaagaaacacaaacagticaaaaaagtaatatgttaageaaggecattgacgecctagaaaaagetga
gaaaaatccaagtcttgaageaattgaaaaagetgagaaagecattaatcagttgaaaaaaacteatactaagttacgtetecaagageg
actaaatcaactaaaaaaagettteteccattgaaaaggaagecattagageacttgaggaggetgaaaaaaatectagtettgaaaccaa
agacaaagctaaagaagecattgataaaattggaaatctcaccaaaaaaaatgagetettaaategattaggageaattgteatttecagat
caagcacctgaatcaagetecacatcgtcagaapetgcaagtgacacgactataagtgatgecaaacacaggaaatgeagaacaageaace
atttatgaaagtceggtigeaccagetgaaagetatgticectcaageeccegetcaaagtgttggagaacetgtecaaccegeaacaceaagt
actcetgegeecaagecctgagegetecaagtactecteccaactgttectgegacagataccecaagtgaateaaceectaateea

SEQ ID NO:174
MEKPSNTEKLFLILSLLTLILAGSFYLFFARNHIGNALTQKETQTVQKSNMLSKEAIDALEKAEKN
PSLEAIEKAEKAINQLKKTDTKLRLQERLNQLKKAFSIEKEAIKALEEAEKNPSLETKDKAKE

AIDKIGNLTKKNELLNRLGAIVISDQAPESSSTSSEAASDTTISDANTGNAEQATIYESPVAPAE
SYVPQAPAQSVGEPVQPATPSTPAPSPEAPSTPPTVPATDTPSESTPNP
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SEQ ID NO:174

atgaagaaaaaaacacttgtcatgatgggattggeaggactagtageaggegetcaactetatcaagecaaageagtittagecagaccaa
gaaaaactcaaagtggtaaccactttttatectgtttatgaatttacanaaggtgtggtaggtasagagggagatgttteccatgetgatgaa
ggctggaactgagecacatgactttgaaccetcaacaaaagacattaaaaaaatacaagattegeaageetttatttatatggatgacaac
atggaaacttggattccagaagtgaaaaaagetattaagtecgaaaaaagtagectatattgaaggtactggegacatgttattageagetg
gaacggaagaaggtecacgatcatgaaggagaagatgatcatcatcatgatggtgaagacaaacatggtecatgaagaacatagteataaa

dgdagirldargclaacgiiddpiutdliditgddaddlipdddaaguiigativgpadatatavagdadaiiitawdavigitaaavagaay
agttttgtgacgecaacacgeeggeatttggatatatggeattggattatggettgaatcaggtigetattaatggtatetcagecagagagtgaa
ccatcagctaagegtattgefgaattgtctaaatatgttanaaaatatgatattaactatatetattttgaagaaaatgettcaaataaagta
getaagactcttgecaaatgaageaggtgtcaaagetgtigtittaageectettgaaggtttgacecaaaaagaaatggataagggagaag
attacttctctgtcatgegtgataatttaaaageccttecagttgacaaccgaacgegaaggtaagpgaaattgacccagaagaagatgeaagt
aaatctgtttataatggttatttcaaagatictgaagtcasagacegtaaattaagegattpgtetggtgattgpeagteegtatatecatact
tacaagatggtaccettgatcaggttatggattacaaagetaaaaagtectaaaggtgaaaaatetgegaaagaattcaaagactattacga
aacaggt
tataaaacagatgtcaacaagattcaaattgatggeaaaaaganaaccateacctttgaasgaaatggggacaagaaaacctttacttat
cagtactcaggeaagaaaatcttaacatatgaaasaggaaacegtggtgtecgtiatatgtttgaaactaaggataaagatgegggegaa
ttcaaatacattcaatttagtgatcatggcattgetcecegaaaaageaggacatttecacatttattggggtoateaaggacatgatgecatt
gettcaaaatgggatcattggecaacttactatggtictgatitaagtggtegtgaaattgeccaagaaatgaatgeteat

SEQ ID NO:176

MEKKEKTLVMMGLAGLVAGGQLYQAKAVLADQEKLKVVITFYPVYEFTKGVVGKEGDVSMLM
KAGTEPHDFEPSTKDIKKIQDSQAFITYMDDNMETWIPEVEKAIKSKKVAYIEGTGDMLLAAGT
EEGHDHEGEDDHHHDGEDKHGHEEHSHKFDPHVWLSPYRSISVVEHIRDSLSKKYPERAEK
FNANAQAYIEKLKKLDSEYTETLSSAKQKSFVTQHAATGYMALDYGLNQVAINGISAESEPSA
KRIAELSKYVEKKYDINYIYFEENASNKVAKTLANEAGVEKAVVLSPLEGLTQKEMDKGEDYFSV
MRDNLEKALQLTTEREGKEIDPEEDASKSVYNGYFKDSEVEKDRKLSDWSGDWQSVYPYLQDG
TLDQVMDYKAKKSKGEKSAKEFKDYYETGYKTDVNEKIQIDGKEKTITFERNGDEKTIFTYQYS
GKKILTYEKGNRGVRYMFETKDKDAGEFKYIQFSDHGIAPEKAGHFHIYWGDQGHDAIASKW
DHWPTYYGSDLSGRETAQEMNAH

SEQ ID NQ:177

atggcaaactacaaaaaaataacatctitatcactittgaceettttateacttgetacettttcageaactecaatattctaaagtetatgeaca
agatcctgagtcatcctecatcagtcaatattaaaaccattgatggteagtiagetattgetgacaaagaggeagagecattatacaaagaaa
tggatagtattcaaatgagtatagaaaaaattaaggeaageegetttaaacctgetgaaatagetattacaacagaaattcaacaactgga
aaatcttaatgaaactctattagaaaapttttatcagaaaattggcaategtatctggaatactaaagaagaageactcaatttaattagta
agacaactctttcacctictgaaaaapagetattaaagpactactttaatasagatgaggtattgcaaaaaaaattaaaagaaaatgactt
actcattgatcaagagacagcetcaatacaacgeaaaactggetatectaactcageaagetgataaaatttatgaaaaacacgggattace
aaagatatctiggcagettactatatgecaaacaggaatggaageagattaa

SEQ ID NOQ:178

MANYKKITSLSLLTLLSLATFSATQYSKVYAQDPESSSSVNIKTIDGQLAIADKEAEPLYKEMD
SIQMSIEKIKASRFKPAEIAITTEIQQLENLNETLLEKFYQKIGNRIWNTKEEALNLISKTTLSPS
EKELLKDYFNEKDEVLQKKLKENDLLIDQETAQYNAKLAILTQQADKIYEKHGITKDILAAYYM
QTGMEAD
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SEQ ID NO:179

ttgaaatctaaaaagtcttatgttttattattageaccgtitgtictggettcattttggeagtcaaagatggtgtetgettcagaaatcgecaat
caaaacgtgacagttgattcaagtgcaaataataacatgteatctaagttgtetacticaaatttagatacaattecagaaagtactictgaa
gtaactgttttggateagtegacaaatttagtaacagaaaatgtagteccaagaaaaggegetageatecatcagaaatacaaacagatgag
agtatcatagtatcatetceatcaggtgacctcagtgettcagaagataacacactttctgaagegaatgetttatcagcagtaggggcagta
aaatctagttttcaatcagttaatactgatgtatcaageaatctcaaaactgetaaacaggaaacggtegtttetttagetgetcaagtagea
gageecgtaactgeaactgtagatgacanaggtattageattcaatataatgaggegattcecacaagatacaageattitattigetgteteg
getgatanacaagatcagaatgatttggtetggtataatgeatcatcaactggetatgectatgttgatttttcacgecataaagaatatgga
ttataccataticatacttatgecaaaacgcaatggcaatatgtatggaattagegetettcaagtecacacttttgacaccacaaattactagte
aaatcgeteaaaaggatgecaactetttcacaattacagtateccaatgteccttctacaatcaccagtgttaagattccagtttggacagataa
agatgaccaaaatgatitgatttggtataatgcccgtcaagtgtcaaaaggaacctatcaagtactggtgaatacagetaateataataatg
aaaaaggtctitatcacattcatatttatggetatagtacaattttggegtagtcagattggacttgecagecaaaaccttcaataatgtggata
gtcgeecaaatgetacagtatcagttgtaaattatgecegaaaacaaaaccacctttacegttaatgttgteggttctacaaatacaaaagtat
taacaggtgttcaaategeagtatggtetgazacaaategtcaggatgatttaaaatggtataagectettgtttetgggaat
apgtgctagtcaagtgattgatgttgctaatcatagtaataccagtgatcaatatattattcacgittatacggattatactgatggaagtegte
ttggaacgaatttagggeectataaaattgttanagaaattetgeetgtegtaaaacctaacgtaacagttcaaaattaccaagetgacaag
gegttacttgaagtcaaggticaggaaggtagtaaageaatetcaaaaataagegtageageatggtegacttctaatcaaacaaatetee
attggtatcaagaaattccaatagetggtcaagagacgattattaaagtcaatcaagectaccatgattttttagttggaaattacactgtic
atacttatattgattatacggacaagtcacgagatggettcaatctaggaaattatgaattiectgttaaagttggectttetgeticacaagg
aaattatgatattgtcaataaggtcatttacctagatgetggtecatggeggttatgateccaggageagtttattttgggacatetgaaaaaac
cttgaatttgeaaatgeaaacctigetaaaaagtaaattagaatcteaaggetacacagtegtaactacaagaacagatgactectttacag
atttgcticcacgtteggaaaaageaaataacagtetttcagatetetitgttagecteeattttaatgectetacaagticgeaageetetgga
attgaaacttattactatgaatactacgaagagtatecttecacgeattaatgagattittcataatgatectgaacgtitgagtegaagtagte
ttttagecgaagetattcaggeggegaccactgetaaaactggegetaaaaacaatggtpttttgagaaatacatttgcagtattaagagaa
acaacagecccageagtgctagtagaattaggttacatgtcaaatgetagegagttccaaaatattageaatgtgaactatcaagaaaaat
tagcacaaggaattgtttcagggattttatectattatcaaacctacagtgtt

SEQ ID NO:180

MKSKKSYVLLLAPFVLASFWQSKMVSASEIANQNVTVDSSANNNMSSKLSTSNLDTIPESTSE
VTVLDQSTNLVTENVVQEKALASSEIQTDESIIVSSPSCGDLSASEDNTLSEGNALSAVGAVKSST
QSVNTDVSSNLKTAKQETVVSLAAQVAEPVTATVDDKGISIQYNEAIPQDTSILFAVWGDKQD
QNDLVWYNASSTGYAYVDFSRHKEYGLYHIHTYAKRNGNMYGISALQVTLLTPQITSQIAQKD
ANSFTITVSNVPSTITSVKIPVWIDKDDQNDLIWYNARQVSKGTYQVLVNTANHNNEKGLYHI
HIYGYSTILGSQIGLAAKTFNNVDSRPNATVSVVNYAENKTTFTVNVVGSTNTEKVLTGVQIAV
WSETNGQDDLEWYKPLVSGNSASQVIDVANHSNTSDQYITHVYTDYTDGSRVGTNLGAYKIV
KEILPVVKPNVIVQNYQADKGLLEVKVQEGSKAISKISVAAWSTSNQTNLHWYQEIPIAGQETI
IKVNQAYHDFLVGNYTVHTYIDYTDKSRDGFNLGNYEFPVKVGLSASQGNYDIVNKVIYLDAG
HGGYDPGAVYFGTSEKTLNLQMQTLVKSKLESQGYTVVITRTDDSFTDLLPRSEKANNSLSD
LFVSLHFNASTSSQASGIETYYYEYYEEYPSRINEIFHNDPERLSRSSVLAEAIQAATTAKTGAK
NNGVLRNTFAVLRETTAPAVLVELGYMSNASEFQNISNVNYQERKLAQGIVSGILSYYQTYSV

SEQ ID NQO:181

atganaaaaagaaagaataaatggaggtttittatgattaaaatgagaaaatcacagttgteagteagtettgeccttttigeettactaact
tttgeggetteacctatttatgeettacaaacgaatcaaaaccaagetgggeaagaagteccaacaagatagtettgetgteacggeteatitac
aagcteagaaacctettttagatattgetattcagataccagetcaactggetaagggaggtcaageaaaagtgegaattgettgatcaaaca
ggtecaggtcaaaaataccattagetatgacttgeaagecaggatggacacaaatgtecageetggtttgacatgacaggttacccaagtggty
attatagtgttaaggttacctacaatggeatcagecaacaatcatcacctattcactattaa

SEQ ID NO:182

MKKRKNKWRFFMIKMRKSQLSVSLALFALLTFAASPIYALQTNQNQAGQEVQQRDSLAVTAHL
QAQEPLLDIAIQIPAQLAKGGQAKVELLDQTGQVKNTISYDLQAGWTQMSAWFDMTGYPSGD
YSVKVTYNGISQQSSPIHY
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SEQ 1D NO:183

atgaataccasaaaaataatgcaatttatacttgeaattaccgtgactctatttgeaactgteggtatgaaaacggtagetgaaagtitttgg
getggecatcatgatattgaaatgattaatcgaaacatagacactttgtctaatcgeattanaacaaaaaateagaaaatttcagatttaaa
cgcaagcatttcaactttaaaatcagatattgetictcaaaacagecaagtgagegeactgeaacaacaattaatccaagetaatattgata
aacaaaatgagatcaatcaaaaaattaatgaaatcaacgctaanattgcagaaggtaatcaaaaggttpgeccgaaaaacaacttgaagty
gatgcegecaatcaaaaaatageagaattgaatcaacaagtatectcattacaagataaattgaatcaaaatgattctcaageattaagag
atgttcaaaacactcgtcagaaatetgataaagetgttitagaaacggaa

SEQID NO:184

MNTEKKIMQFILAITVTLFATVGMKTVAESFWAGHHDIEMINRNIDTLSNRIKTKNQKISDLNA
SISTLKSDIASQNSQVSALQQQLIQANIDKQNEINQKINEINAKIAEGNQKVAEKQLEVDAANQ
KIAELNQQVSSLQDKLNQNDSQALRDVQNTRQESDKAVLETE

SEQ ID NO:185

atgaagaaaaaaacttatttatttgttgctggaatcactgtaacctgtggtactgeattggegatteatttatcacaaccaaagteaatacca
atgacaanatcaggacatgagaaaatgatttcaaaatceccaactaatagtgatgataaatctaggaaaaaagataagggtattgetggt
attgattatcctactagtgatggatttaaactagataageaatctaaaatcatttctaaaacagacacaggaattattgtigetcatggagat
cattcteactttattttttataaagatttgagagggactgeatttgeatatttaataccaaatggegttcaaataactaaacctttaataggtg
atacaaatgaatcgataaatggacatgggeatcattatgttttcaatccaaaggatatigttgcagaagatgettttggttatactgtecagac
atgatgatcatttecattatattttaaaatetagtetaggaatgacecetatgttgaccaactataatcaaggecgtcatttccanagggatag
tcattacaaacctaatgttcaaggaatteccaggtcttgattttgetacctetgatggttttcaatttgatggtagegegaattgtaggtaaaaca
aatgatagtatttiggttagtcacgatgaccatettcateccatitegtttgatgatttaaggaaaacaggttgggeagagatagteaaaatt
tatgagaaaagagaaattgeaacteeccttagtcatgtageaageaaggaggacttggticaaaagacecatagaatatitagegaaatcat
tggeettaccattatcatetattgaaataatcaaaactgacgatggtaaaattgggtttaaatatectecatcatgatcatagecatgtcatcat
gttagaagatatcgaaatcggtaaaccaattccagatectcatcaacttcatcatgecaaagaatiggaaaageategeattggeatgaata
cattaagggagatcggetttgatgaagaagtcattettgatattgttagaaceeatgatgeaaaaacagaatttccatcaaatgaaaaaaa
tecggannagatgaaggagtggttgaccacagitacanaattggatttaggaagecgaaaagaceccttgaategatttggactteat
ttattacctaaictagagaatttaggaatcggetttacacetatecaaaaatatggagectgtictacaatttaaaaaattaaaacgactetta
atgacagcaactggtgttaaaaactatgatttictgaagtacatgecaaatettgagggattagatatttcacaaaacaacttaaaggattt
gagctttttgacgeettataaacaactcaatetattagetgeegeagataaccaattateaacattgeaaccattageggaactgecaaagtt
acaatttttagtattaagtaataataagataaaagatttgagtccattgaaaaatttaacaaggettcaagaagttcatattgagaacaate
tggtcagagatttaaccectttaaatgacaaagaaaacttaaaagtittaaatectatcegaaaataggggagttgacttaaagactttgagg
ttacegettettgagacacttaccgtaaataaageatetttgacggatttaaactittttgaagetaatectaacctgactgaagtaacageaa
caaaaaatgctattcagaaattagatggcattgagaaageaaagaaattgcaatttttagatttgecaagaaaataaggtiaatcatttaaa
cattaaggazaaacaagagtcactaactttcttgaatetttctgataatgeattggaatecgctcgaaggegtaaatgactttacagetttgga
gacattaagagtgpcatcaaataaaatttcgagettacacettgaagaaageaatcagcaagtaaaaagettagatgtcagttataatcaa
ttgccaaaggaggaattaacattaaatgaaaacgacatacecctiggtgtigeteatcattttacageggttaaggaagggtecaatagags
ggaatcectetctaaatgatgttttagaaapgtcaaaatcaaaagaataataaaaaagaa

SEQ ID NO:186

MEKEKTYLFVAGITVICGTALAIHLSQPKSIPMTKSGHEKMISKSPTNSDDKSRKKDKGIAGIDY
PTSDGFKLDEQSKIISKTDTGIIVAHGDHSHFIFYKDLKGTAFAYLIPNGVQITKPLIGDTNESI
NGHGHHYVFNPEDIVAEDAFGYTVRHDDHFHYILKSSLGMTPMLTNYNQGRHFQRDSHYKP
NVQGIPGLDFATSDGFQFDGSGIVGKTNDSILVSHDDHLHPISFDDLRKTGWGEIVKIYEKREI
ATPLSHVASKEDLVQKTIEYLAKSLALPLSSIEIIKTDDGKIGFKYPHHDHSHVIMLEDIEIGKPI
PDPHQLHHAKELEKHRIGMNTLREIGFDEEVILDIVRTHDAKTEFPSNEKNPEKMKEWLTTV
TKLDLGSREDPLNRFGLHLLPNLENLGIGFTPIKNMEPVLQFKELKRLLMTATGVENYDFLK
YMPNLEGLDISQNNLKDLSFLTPYKQLNLLAAADNQLSTLQPLAELPKLQFLVLSNNKIKDLS
PLENLTRLQEVHIENNLVRDLTPLNDKENLKVLNLSENRGVDLKTLRLPLLETLTVNKASLTD
LNFFEANPNLTEVTATENAIQKLDGIERKAKKLQFLDLQENKVNHLNIKEKQESLTFLNLSDN
ALESLEGVNDFTALETLRVASNKISSLHLEESNQQVESLDVSYNQLPKEELTLNENDIPLGVA
HHFTAVKEGSIEGNPSLNDVLESQNQENNKKE
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SEQ ID NO:187

atggcaattattttacctgaccttccatatgeatatgatgetettgagecacaaattgataaagaaacaatgactettcatcatgacaaacate
atgegacatatgttgctaatgecaatgetgegettgaaaaacatccagaaattggtgaagatttggtggegttattatetgatgtgteatcaa
ttccagaagataticgtcaagetcttatcaataatggaggeggacatettaaccatgeacttttttgggaacttctttcacctgagaaaacaga
aatcacttcggaagtagettetgetattgatgaageatttggtictttigatgeatttaaagaaaaatttacageageageaacgggacgtttt
gegatctgettggecttggttagttgtcaataaagaaggaaaacttgaagtaacttcaactgecaaaccaagatacaccaatttetgaaggta

aacagcctattttgggtettgatgtatgggaacatgettattacttaaattatcgtaatgtacgtecaaattacattaaagetttctttgaaatt
attaattggaaaaaggttgatgagetttataaagcagcaaaageg

SEQ ID NO:188

MAIILPDLPYAYDALEPQIDKETMTLHHDKHHATYVANANAALEKHPEIGEDLVALLSDVSSI
PEDIRQALINNGGGHLNHALFWELLSPEKTEITSEVASAIDEAFGSFDAFKEKFTAAATGRFGS
GWAWLVVNKEGKLEVTSTANQDTPISEGKQPILGLDVWEHAYYLNYRNVRPNYIKAFFEIIN
WEKKVDELYKAAKA
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SEQ ID NO:189

atgagaaaacattatgtitcaaaaagtgecatttttttagecatgttapgttgecaacaggttcagetcaattegtaaaagetgagacaceaaca
actacaactageccagcaacaagtettactgatgectetgecaagtacgacteccaacaacgaacacgacgtcaactgtgacacetgetettgat
ccaaatactaatttcaccgttgattetagtgetacaacaagtactactactccaagtecagtggaggeageagecatetetectgtgatageaa
ctgctcaacctacaactaatgteactagtgetagectigegecageagetaacacaatggeaacaactecagttgaaggecaaacagtigat
gtgegeatcatetcaaccactgaccttcactetaacttagtcaactatgattactatcaagataaageatctcaaactateggtttagegaaag
ctgeegttettatcgatcaageaaaagetgaaaatectaatgetgticttgttgataacggegatatettacaaggtacaccacteggaactta
tgaagcattgattgatcctttacaaccaggtgaagtgeacccaatgtacgeageecttgataaacttggtittgacgcttcaactttaggtaac
cacgaattcaactatggecttaccttcategaaaatgecattgettcageeggactaceaatectaaatgetaacgtetttgatgeageaacgg
gagaataccttttecaaccttacgetategttacgaaaagetttacggatgetaatggecaagetgtegacctaaaaategptatcacaggta
ttgtgecaccicaaatcatgetttgggataaggetaacetegaaggtaaagttacgetcaaagatgeegtgeaagetgtgacagaaateatt
cectaccatcaaaaatgeiggegetgacategtittagteettgeccacactggtateggteatgatgtttatgaaactggtgaagaaaatgteg
getaccagattgeaagtettgetggtottgacgegptegtaacaggtcactcacatgeagaatteccttecaggacaagataceggettetacg
aatcctataatggtetegacgggetgtetggtttaattaacggaacacetgttaccatggeaggaaaatacggggateat
atcggtattattgatttaaatgtgtectatacaggtggtaaatggactgttaatcgegataaaaaccatgeagaaateegtaaaattgatace
aaatcaaccategecgatgetgatattttagetttggetcaageatetecaccttggaacaattgattacgtgegtecaaactgttggtgaaacaa
ctgecaccaattaacagttacticgetttagtcaaagatgatecatetgttcaaattgtecaataatgeacaactttggtatgecaaacaacaatt
agctggtactecagaagetgacttacetettetitecageageageaccatttaaagetggtactegtaatgaccecaacegettatactgatatee
cggetggaccaatigecattaaaaacgttgecgacctatacttatatgataatgteactgetatcctaaaactgacaggtgcagatateaaag
aatggitagagatgtecagecaggacaatttaataccategacecaaatgtagetggacctcanaacctagteaatacggattatagaacttac
aacttigatgtgattgatggegttacttacgagtttgatgtaacacaacctaacaagtatgatgecaaaggtaatettettaacectaatgeta
gtegtgttcgtaaccttaaattecaaggtaaagaaatcgatccaaatcaagaattcatggttgtcactaataactacegtgetagiggaagtt
tcecagggetaasaaatgeaaccattaategattgettaaccttgaaaategacaagecateatecaattatategttictgaaaaaaceatta
acccaagtgcagataacaactggtactitgecagataccattcaaggactigatttacacttcttaagtgeagatacttctaagaatttaattgg
tgacaaagetgatatticttataceggeccttetactattpaaggtttiggtgacticgtetttacatatgttaaaccagaattaccagtageea
ctceggaaacaccacaagaaactggtagecaattgactgaaaaccegicgtcaagaaatteateaattagetacgegtgtttacaateaaaca
aaagcegacatcatcaagtactactaaggetgaattaccaaaagetggtagecaagagtctaaaggtttatteticatg
gecttaagettacttggtitageeggattaatcacgaaaanagaapaaagacaa

SEQ ID NQ:190

MREKHYVSKSAIFLAMLVATGSAQFVKAETPTTTTSPATSLTDASASTTPTTNTTSTVTPALDPN
TNFTVDSSATTSTTTPSPVEAAAISPVIATAQPTTNVTSASLAPAANTMATTPVEGQTVDVRIIST
TDLHSNLVNYDYYQDEASQTIGLAKAAVLIDQAKAENPNAVLVDNGDILQGTPLGTYEALIDP
LQPGEVHPMYAALDKLGFDASTLGNHEFNYGLTFIENAIASAGLPILNANVFDAATGEYLFQP
YAIVTKSFTDANGQAVDLEKIGITGIVPPQIMLWDKANLEGKVTVKDAVQAVTEITPTIKNAGADI
VLVLAHTGIGDDVYETGEENVGYQIASLAGVDAVVTGHSHAEFPSGQDTGFYESYNGVDGVS
GLINGTPVTMAGEKYGDHIGIIDLNVSYTGGKWTVNRDENHAEIRKIDTKSTIADADILALAQAS
HLGTIDYVRQTVGETTAPINSYFALVKDDPSVQIVNNAQLWYAKQQLAGTPEADLPLLSAAAP
FKAGTRNDPTAYTDIPAGPIAIKNVADLYLYDNVTAILKLTGADIKEWLEMSAGQFNTIDPNVA
GPQNLVNTDYRTYNFDVIDGVTYEFDVTQPNKYDAKGNLLNPNASRVRNLKFQGKEIDPNQE
FMVVTNNYRASGSFPGVENATINRLLNLENRQAIINYIVSEKTINPSADNNWYFADTIQGLDL
HFLSADTSKNLIGDKADISYTGPSTIEGFGDFVFTYVEPELPVATPETPQETGSQLTENRRQEI
HQLATRVYNQTEKATSSSTTKAELPKAGSQESKGLFFMGLSLLGLAGLITKKEERQ
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