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DESCRIPCION
Antigeno de Streptococcus del grupo B

Campo de la invencién

La presente invencién esta relacionada con polipéptidos, epitopes y anticuerpos dirigidos a estos epitopes, mas
particularmente al polipéptido de Sip de Streptococcus del grupo B (GBS), también llamado Streptococcus
agalactiae, que pueden usarse para prevenir, diagnosticar y/o tratar infeccion estreptocécica.

Antecedentes de la invencién

Los Streptococcus son bacterias Gram (+) que se diferencian por antigenos de hidratos de carbono especificos para
grupos A a O encontrados sobre su superficie celular. Los grupos de Streptococcus se distinguen adicionalmente
por antigenos de polisacaridos capsulares especificos para tipo. Se han identificado varios serotipos para el
Streptococcus del grupo B (GBS): la, Ib, 11, 1lI, 1V, V, VI, VIl y VIII. Los GBS también contienen proteinas antigénicas
conocidas como “proteinas C” (alfa, beta, gamma y delta), algunas de las cuales se han clonado.

Aunque GBS es un componente comun de la flora vaginal y colénica humana normal, este patégeno se reconoce
desde hace tiempo como una causa principal de septicemia neonatal y meningitis, meningitis de aparicion tardia en
lactantes, endometritis postparto, ademas de mastitis en rebafios de ganado lechero. Futuras madres expuestas a
GBS estan en riesgo de infeccion postparto y pueden transferir la infeccién a su bebé cuando el nifio pasa por la via
del parto. Aunque el organismo es sensible a antibiéticos, la alta tasa de ataque y la rapida aparicion de septicemia
en neonatos y meningitis en lactantes produce alta morbilidad y mortalidad.

Las infecciones por GBS en lactantes estan limitadas a una infancia muy temprana. Aproximadamente el 80 % de
las infecciones en lactantes se producen en los primeros dias de vida, la llamada enfermedad de aparicion
temprana. Las infecciones de aparicion tardia se producen en lactantes entre 1 semana y 2 a 3 meses de edad. Los
sindromes clinicos de enfermedad por GBS en recién nacidos incluyen septicemia, meningitis, neumonia, celulitis,
osteomielitis, artritis séptica, endocarditis, epiglotis. Ademas de enfermedad aguda debida a GBS, que es por si
misma costosa, las infecciones por GBS en recién nacidos pueden producir muerte, discapacidad y, en casos raros,
la reaparicién de infeccion. Aunque el organismo es sensible a antibiéticos, la alta tasa de ataque y la rapida
aparicion de septicemia en neonatos y meningitis en lactantes produce alta morbilidad y mortalidad.

Entre mujeres embarazadas, GBS produce enfermedad clinica que varia de infeccion urinaria leve a septicemia y
meningitis potencialmente mortales, que también incluyen osteomielitis, endocarditis, amnionitis, endometritis,
infecciones por heridas (postcesarea y postepisiotomia), celulitis, fascitis.

Entre personas adultas no embarazadas, las presentaciones clinicas de enfermedad por GBS invasiva casi siempre
toman la forma de bacteremia primaria, pero también piel de infecciéon de tejido blando, neumonia, urosepticemia,
endocarditis, peritonitis, meningitis, empiema. La piel de infecciones de tejido blando incluye celulitis, Ulceras
periféricas infectadas, osteomielitis, artritis séptica e infecciones por decubito o por heridas. Entre personas en
riesgo, hay huéspedes debilitados tales como personas con una enfermedad cronica tal como diabetes mellitus y
cancer, o personas ancianas.

Las infecciones por GBS también pueden producirse en animales y producen mastitis en rebafios de ganado
lechero.

Para encontrar una vacuna que protegera a los individuos de infeccion por GBS, los investigadores han vuelto a los
antigenos especificos para tipo. Desafortunadamente, estos polisacaridos han demostrado ser escasamente
inmunogénicos en seres humanos y estan limitados al serotipo particular del que se origina el polisacarido. Ademas,
los antigenos de polisacaridos capsulares son inadecuados como componente de vacuna para la proteccion contra
infeccion por GBS.

Otros se han centrado en el antigeno beta de la proteina C que demostré propiedades inmunogénicas en ratones y
modelos de conejo. Se encontré que esta proteina era inadecuada como vacuna humana debido a su propiedad no
deseable de interaccionar con alta afinidad y en un modo no inmunogénico con la regién Fc de IgA humana. Los
antigenos alfa de la proteina C son raros en serotipos de tipo Ill de GBS, que es el serotipo responsable de la
mayoria de las afecciones mediadas por GBS y, por tanto, son de poco uso como componente de vacuna.

El documento PCT WO 99/42588 se publicod el 17 de febrero de 1999, titulado 'Antigenos de Streptococcus del
grupo B', que describe el polipéptido ID-42, que se reivindica que es antigénico. Este polipéptido se conoce ahora
con el nombre Sip, de Surface Immunogenic Protein (proteina inmunogénica superficial) (Brodeur y col., 2000, Infect.
Immun. 68:5610).

Se encontrdé que este polipéptido estaba altamente conservado y se produjo por cada GBS examinado hasta la
fecha, que incluyd cepas aisladas representativas de todos los serotipos (Brodeur y col., 2000, Infect. Immun.
68:5610). Este polipéptido de 53 kDa es reconocido por el sistema inmunitario humano. Y, lo que es més importante,
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se mostré que la inmunizacién de ratones adultos con el polipéptido de Sip inducia una fuerte respuesta especifica
de anticuerpo y conferia proteccion contra infeccion experimental con cepas de GBS que representaban los
serotipos lalc, Ib, II/R, Ill, V y VI (Brodeur y col.). También se demostré que los anticuerpos especificos para Sip
reconocieron sus epitopes en las superficies celulares de diferentes cepas de GBS, que incluyen representantes de
los nueve serotipos (Rioux y col.,, 2001, Infect. Immun. 69:5162). Ademas, recientemente se informé que la
administracion pasiva de anti-suero de Sip de conejo a ratones prefiados o la inmunizacion de ratones hembra antes
del embarazo con Sip recombinante purificada confiri6 inmunidad protectora a sus crias contra infeccion por GBS
(Martin y col. Abstr. 101th Gen. Meet. Am. Soc. Microbiol. 2001).

Por tanto, queda una necesidad sin satisfacer de polipéptidos de Streptococcus del grupo B que puedan usarse para
prevenir, diagnosticar y/o tratar infeccion por Streptococcus del grupo B. Se presentan datos que describen la
localizacién de regiones accesibles a la superficie sobre el polipéptido de Sip de Streptococcus del grupo B.
También se presentan ejemplos que presentan la utilizacion de estas regiones accesibles a la superficie para el
desarrollo de vacunas.

Resumen de la invencién

Segun un aspecto, la presente invencion proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que
consiste en una secuencia de aminodacidos idéntica al menos el 85 % a la largo de la longitud completa de la
secuencia de aminoacidos elegida de: SEC ID N° 4, 6, 8 y 12, en el que el polipéptido codificado conserva la
capacidad de producir anticuerpos que tienen especificidad de unién por Streptococcus del grupo B. En el presente
documento también se desvela un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene al menos el 70 % de
identidad con un segundo polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 1 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14,
16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo.

En otros aspectos se proporcionan polipéptidos codificados por polinucleétidos de la invencién en la medida en que
estén englobados por las reivindicaciones adjuntas, vectores que comprenden polinucleétidos de la invencién
operativamente ligados a una region de control de la expresion, ademas de células huésped transfectadas con
dichos vectores y procedimientos para producir polipéptidos que comprenden cultivar dichas células huésped en
condiciones adecuadas para la expresion.

En otro aspecto la presente invencién proporciona un procedimiento para la deteccién de un anticuerpo especifico
para antigeno de Streptococcus del grupo B en una muestra bioldgica previamente obtenida de un huésped, que
comprende:

(a) incubar uno o mas de los polipéptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16 con la
muestra biol6gica para formar una mezcla; y

(b) detectar polipéptido especificamente unido en la mezcla que indica la presencia de un anticuerpo
especifico para el antigeno de Streptococcus del grupo B en la muestra.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona un kit que comprende el polipéptido segun una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 15 para la deteccion o el diagnéstico de infeccion por Streptococcus del grupo B.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 representa la secuencia de ADN del gen Asip-1 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo B
de serotipo la/c; (SEC ID N°: 1).

La Figura 2 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-1 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 2).

La Figura 3 representa la secuencia de ADN del gen Asip-2 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo B
de serotipo la/c; (SEC ID N°: 3).

La Figura 4 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-2 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 4).

La Figura 5 representa la secuencia de ADN del gen Asip-3 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo B
de serotipo la/c; (SEC ID N°: 5).

La Figura 6 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-3 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 6).

La Figura 7 representa la secuencia de ADN del gen Asip-4 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo B
de serotipo la/c; (SEC ID N°: 7).

La Figura 8 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-4 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 8).
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La Figura 9 representa la secuencia de ADN del gen Asip-5 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo B
de serotipo la/c; (SEC ID N°: 9).

La Figura 10 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-5 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 10).

La Figura 11 representa la secuencia de ADN del gen Asip-6 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo
B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 11).

La Figura 12 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-6 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 12).

La Figura 13 representa la secuencia de ADN del gen Asip-7 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo
B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 13).

La Figura 14 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-7 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 14).

La Figura 15 representa la secuencia de ADN del gen Asip-8 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo
B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 15).

La Figura 16 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de Aip-8 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 16).

La Figura 17 representa la secuencia de ADN del gen Asip-9 de la cepa C388/90 de Streptococcus del grupo
B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 17).

La Figura 18 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-9 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 18).

La Figura 19 representa la secuencia de ADN del gen Asip-10 de la cepa C388/90 de Streptococcus del
grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 19).

La Figura 20 representa la secuencia de aminoacidos del polipéptido de ASip-10 de la cepa C388/90 de
Streptococcus del grupo B de serotipo la/c; (SEC ID N°: 20).

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona polinucleétidos purificados y aislados que codifican polipéptidos de Streptococcus
que pueden usarse para prevenir, diagnosticar y/o tratar infeccion por Streptococcus. Los polinucleétidos son como
se definen en las reivindicaciones adjuntas.

En el presente documento también se desvelan: un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene al
menos el 70 % de identidad con un segundo polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo;

un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene al menos el 80 % de identidad con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o
analogos del mismo;

un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene al menos el 95 % de identidad con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o
analogos del mismo;

un polinucleétido que codifica un epitope que lleva una porcién de un polipéptido que comprende una secuencia
elegida de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20 o fragmentos o analogos del mismo;

un epitope que lleva porciones de un polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18 6 20 o fragmentos o analogos del mismo;

un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene al menos el 70 % de identidad con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene al menos el 80 % de identidad con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene al menos el 95 % de identidad con un segundo
polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

un polinucleétido que codifica un epitope que lleva una porcién de un polipéptido que comprende una secuencia
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elegida de: SECID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20;

un epitope que lleva porciones de un polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18 6 20.

La presente invencion proporciona un polipéptido aislado que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al
menos el 85 % a la largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de: SEC ID N°: 4, 6, 8 y
12, en el que el polipéptido conserva la capacidad de producir anticuerpos que tienen especificidad de uniéon por
Streptococcus del grupo B. La invencién proporciona ademas el polipéptido de la reivindicacion 11 que consiste en
una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el 90 % a lo largo de la longitud completa de la secuencia de
aminoacidos elegida de SEC ID N°: 4, 6, 8 y 12. La invencion proporciona ademas el polipéptido de la reivindicacion
11 que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el 95 % a lo largo de la longitud completa de la
secuencia de aminoacidos elegida de SEC ID N° 4, 6, 8 y 12. La invencién proporciona ademas el polipéptido
aislado de la reivindicacion 11 que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el 99 % a lo largo
de la longitud completa de la secuencia de aminoéacidos elegida de SEC ID N°: 4, 6, 8 y 12. La invencién proporciona
ademas el polipéptido aislado de la reivindicacion 11 que consiste en la secuencia de aminoéacidos elegida de SEC
ID N°:4, 6,8y 12.

La presente divulgacion proporciona un polipéptido aislado que comprende un polipéptido elegido de:

(a) un polipéptido que tiene al menos el 70 % de identidad con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia elegida de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo;

(b) un polipéptido que tiene al menos el 95 % de identidad con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia elegida de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo;

(c) un polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o
fragmentos o analogos del mismo;

(d) un polipéptido que puede generar anticuerpos que tienen especificidad de unién por un polipéptido que
comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos
del mismo;

(e) un epitope que lleva una porcién de un polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID
N°: 2, 4,6,8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo;

(f) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que el residuo Met del extremo N esta delecionado;

(g) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoacidos secretora esta
delecionada.

La presente divulgacion proporciona un polipéptido aislado que comprende un polipéptido elegido de:

(a) un polipéptido que tiene al menos el 70 % de identidad con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos elegida de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

(b) un polipéptido que tiene al menos el 95 % de identidad con un segundo polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos elegida de: SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

(c) un polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

(d) un polipéptido que puede generar anticuerpos que tienen especificidad de union por un polipéptido que
comprende una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

(e) un epitope que lleva una porcion de un polipéptido que comprende una secuencia elegida de SEC ID
N°: 2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20;

() el polipéptido de (a), (b), (c), (d) o (e) en el que el residuo Met del extremo N esta delecionado;

(g) el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) en el que la secuencia de aminoacidos secretora esta
delecionada.

Segun un aspecto, la presente divulgacion se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo.

Segun un aspecto, la presente divulgacion se refiere a polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos
elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20.

Aquellos expertos en la materia apreciaran que la invencién incluye moléculas de ADN, es decir, polinucleétidos y
sus secuencias complementarias que codifican analogos tales como mutantes, variantes, homélogos y derivados de
tales polipéptidos, como se describen en el presente documento en la presente solicitud de patente. La invencién
también incluye moléculas de ARN correspondientes a las moléculas de ADN de la invencion. Ademas de las
moléculas de ADN y ARN, la divulgacion incluye los polipéptidos y anticuerpos monoespecificos correspondientes
que se unen especificamente a tales polipéptidos.

En otra realizacion, los polipéptidos segun la presente invencidn son antigénicos.
En otra realizacion, los polipéptidos segun la presente invencién son inmunogénicos.

En otra realizacion, los polipéptidos segun la presente invencion pueden provocar una respuesta inmunitaria en un
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huésped.

En otra realizacion, la presente invencion también se refiere a polipéptidos que pueden producir anticuerpos que
tienen especificidad de union por los polipéptidos de la presente invencién como se ha definido anteriormente.

Un anticuerpo que “tiene especificidad de unidon” es un anticuerpo que reconoce y se une al polipéptido
seleccionado, pero que no reconoce sustancialmente y se une a otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una
muestra bioldgica. La unién especifica puede medirse usando un ensayo de ELISA en el que el polipéptido
seleccionado se usa como antigeno.

Segun la presente invencién, “proteccidon” en los estudios bioldgicos se define por un aumento significativo en la
curva, tasa o periodo de supervivencia. El analisis estadistico usando la prueba del orden logaritmico para comparar
curvas de supervivencia y la prueba exacta de Fisher para comparar las tasas de supervivencia y numeros de dias
hasta la muerte, respectivamente, podrian ser utiles para calcular valores de p y determinar si la diferencia entre los
dos grupos es estadisticamente significativa. Los valores de p de 0,05 se consideran como no significativos.

En un aspecto adicional de la divulgacion se proporcionan fragmentos antigénicos/inmunogénicos de los
polipéptidos de la invencion, o de analogos de los mismos.

Los fragmentos de la presente divulgacion deben incluir una o mas de tales regiones epitdpicas o ser
suficientemente similares a tales regiones para retener sus propiedades antigénicas/inmunogénicas. Por tanto, para
los fragmentos segun la presente divulgacion, el grado de identidad es quizas irrelevante, ya que pueden ser el 100
% idénticos a una parte particular de un polipéptido o analogo del mismo como se describe en el presente
documento. La presente divulgacion proporciona ademas fragmentos que tienen al menos 10 residuos de
aminoacidos contiguos de las secuencias de polipéptidos de la presente invencién. En una realizacién, al menos 15
residuos de aminoéacidos contiguos. En una realizacion, al menos 20 residuos de aminoacidos contiguos.

Los términos “fragmento” o “variante,” cuando se refieren a un polipéptido de la invencién, significan un polipéptido
que conserva sustancialmente al menos una de las funciones o actividades biolégicas del polipéptido. Una funcién o
actividad biolégica tal puede ser, por ejemplo, cualquiera de aquellas descritas anteriormente, e incluye tener la
capacidad para reaccionar con un anticuerpo, es decir, que tiene un péptido que lleva un epitope. Los fragmentos o
variantes de los polipéptidos, por ejemplo, de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20 tienen suficiente similitud
con aquellos polipéptidos de manera que se conserva al menos una actividad de los polipéptidos nativos. Los
fragmentos o variantes de polipéptidos mas pequefios, por ejemplo, de los polipéptidos de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18 6 20 conservan al menos una actividad (por ejemplo, una actividad expresada por un dominio
funcional de los mismos, o la capacidad para reaccionar con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
invencion) de una secuencia comparable encontrada en el polipéptido nativo.

La materia clave, de nuevo, es que el fragmento conserva las propiedades antigénicas/inmunogénicas.

El experto apreciara que analogos de los polipéptidos de la invencion también se usaran en el contexto de la
presente invencion, es decir, como material antigénico/inmunogénico. Por tanto, por ejemplo, proteinas o
polipéptidos que incluyen una o mas adiciones, deleciones, sustituciones o similares estan englobados por la
presente invencion, en tanto que estén englobados por las reivindicaciones adjuntas.

» o« » o

Como se usa en el presente documento, “fragmentos”, “analogos”, “variantes” o “derivados” de los polipéptidos de la
invencion incluyen aquellos polipéptidos en los que uno o mas de los residuos de aminoacidos estan sustituidos con
un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferentemente conservado) y que puede ser natural o no
natural y que estan englobados por las reivindicaciones adjuntas. En un caso de la divulgacién, los derivados y
analogos de polipéptidos de la invencion tendran aproximadamente el 70 % de identidad con aquellas secuencias
ilustradas en las figuras o fragmentos de los mismos. Es decir, el 70 % de los residuos son los mismos. En otro
caso, los polipéptidos tendran mas del 80 % de identidad. En otra realizacion, los polipéptidos tendran mas del 85 %
de identidad. En otra realizacion, los polipéptidos tendran mas del 90 % de identidad. En otra realizacion, los
polipéptidos tendrdn mas del 95 % de identidad. En otra realizacion, los polipéptidos tendran mas del 99 % de
identidad. En otra realizacién, los analogos de polipéptidos de la invencion tendran menos de aproximadamente 20
sustituciones, modificaciones o deleciones de residuos de aminoacidos, y mas preferentemente menos de 10.

Una variante de un polipéptido de la invencion puede ser, por ejemplo, (i) una en la que uno o mas de los residuos
de aminodcidos estan sustituidos con un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferentemente un
residuo de aminoacido conservado) y tal residuo de aminoacido sustituido puede o puede no ser uno codificado por
el codigo genético, o (ii) uno en el que uno o mas de los residuos de aminoacidos incluyen un grupo sustituyente, o
(iii) uno en el que el polipéptido esta fusionado con otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la
semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) uno en el que aminoacidos adicionales estan fusionados
con el polipéptido, tal como una secuencia conductora o secretora 0 una secuencia que se emplea para la
purificacién del polipéptido, comunmente con el fin de crear una forma genéticamente manipulada de la proteina que
sea susceptible a la secrecion de una célula, tal como una célula transformada. Los aminoéacidos adicionales pueden
ser de una fuente heterdloga, o pueden ser endégenos al gen natural.
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Estas sustituciones son aquellas que tienen una influencia minima sobre la estructura secundaria y la naturaleza
hidropatica del polipéptido. Sustituciones preferidas son aquellas conocidas en la técnica como conservadas, es
decir, los residuos sustituidos comparten propiedades fisicas o quimicas tales como hidrofobia, tamafio, carga o
grupos funcionales. Estas incluyen sustituciones tales como aquellas descritas por Dayhoff, M. en Atlas of Protein
Sequence and Structure 5, 1978 y por Argos, P. en EMBO J. 8, 779-785, 1989. Por ejemplo, los aminoacidos, tanto
naturales como no naturales, que pertenecen a uno de los siguientes grupos, representan cambios conservativos:

ala, pro, gly, gln, asn, ser, thr, val;
cys, ser, tyr, thr;

val, ile, leu, met, ala, phe;

lys, arg, orn, his;

y phe, tyr, trp, his.

Las sustituciones preferidas también incluyen sustituciones de D-enantiomeros para los L-aminoacidos
correspondientes.

Polipéptidos variantes que pertenecen al tipo (i) anterior incluyen, por ejemplo, muteinas, analogos y derivados. Un
polipéptido variante puede diferenciarse en la secuencia de aminoacidos por, por ejemplo, una o mas adiciones,
sustituciones, deleciones, inserciones, inversiones, fusiones y truncaciones, o una combinacion de cualquiera de
éstas. Los polipéptidos variantes que pertenecen al tipo (ii) anterior incluyen, por ejemplo, polipéptidos modificados.
Modificaciones de polipéptidos conocidas incluyen, pero no se limitan a, glucosilacién, acetilacion, acilacion,
ribosilacion de ADP, amidacion, union covalente de flavina, union covalente de un resto hemo, unién covalente de un
nucleétido o derivado de nucledtido, union covalente de un lipido o derivado de lipido, unién covalente de
fosfatidilinositol, reticulacion, ciclizacion, formaciéon de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacién de reticulaciones
covalentes, formacion de cistina, formacion de piroglutamato, formilacién, gamma-carboxilacién, glucosilacién,
formacion de anclaje de GPI, hidroxilacién, yodacién, metilacion, miristoilacion, oxidacion, procesamiento
proteolitico, fosforilacion, prenilacién, racemizacién, selenoilacidn, sulfatacion, adicion mediada por ARN de
transferencia de aminoacidos a proteinas tales como arginilacién y ubicuitinacion.

Tales modificaciones son muy conocidas para aquellos expertos en la materia y se han descrito en gran detalle en la
bibliografia cientifica. Varias modificaciones particularmente comunes, glicosilacion, unién a lipido, sulfatacion,
gamma-carboxilacion de residuos de acido glutamico, hidroxilacién y ribosilaciéon de ADP, por ejemplo, se describen
en muchos textos basicos tales como Proteins — Structure and Molecular Properties, 22 ed., T.E. Creighton, W.H.
Freeman and Company, Nueva York (1993). Muchas revisiones detalladas estan disponibles en este objeto, tal
como por Wold, F., Posttranslationail Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson, Ed., Academic Press, Nueva
York 1-12 (1983); Seifter y col. (1990) Meth. Enzymol. 182:626-646 y Rattan y col. (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci.
663:48-62.

Polipéptidos variantes que pertenecen al tipo (iii) son muy conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
PEGilacion u otras modificaciones quimicas. Polipéptidos variantes que pertenecen al tipo (iv) anterior incluyen, por
ejemplo, preproteinas o proproteinas que pueden activarse por escisién de la porcion de proproteina para producir
un polipéptido maduro activo. Las variantes incluyen una variedad de polipéptidos hibridos, quiméricos o de fusion.
Ejempilo tipicos de tales variantes se tratan en cualquier parte en el presente documento.

Muchos otros tipos de variantes son conocidas para aquellos expertos en la materia. Por ejemplo, como es muy
conocido, los polipéptidos no son siempre completamente lineales. Por ejemplo, los polipéptidos pueden estar
ramificados como resultado de ubicuitinacion, y pueden ser circulares, con o sin ramificaciones, generalmente como
resultado de acontecimientos de postraduccién que incluyen acontecimientos de procesamiento naturales y
acontecimientos provocados por manipulacion humana que no se producen naturalmente. Los polipéptidos
circulares, ramificados y circulares ramificados pueden sintetizarse por procedimientos naturales de no traduccion y
por procedimientos sintéticos.

Pueden producirse modificaciones o variaciones en cualquier parte en un polipéptido, que incluyen el esqueleto de
péptido, las cadenas laterales de aminoacidos y los extremos amino o carboxilo. EI mismo tipo de modificacion
puede estar presente al mismo grado o a un grado variable en varios sitios en un polipéptido dado. Por tanto, un
polipéptido dado puede contener mas de un tipo de modificacion. El bloqueo del grupo amino o carboxilo en un
polipéptido, o ambos, por una modificacion covalente es comun en polipéptidos que se producen naturalmente y
sintéticos. Por ejemplo, el residuo del extremo amino de polipéptidos preparados en E. coli, antes del procesamiento
proteolitico, es frecuentemente N-formilmetionina. Las modificaciones pueden ser una funcién de cémo esta hecha
la proteina. Para polipéptidos recombinantes, por ejemplo, las modificaciones se determinan por la capacidad de
modificacion postraduccionales de células huésped y las sefiales de modificacidon en la secuencia de aminoacidos
de polipéptido. Por consiguiente, si se desea la glicosilacion, un polipéptido puede expresarse en un huésped
glicosilante, generalmente una célula eucariota. Las células de insecto frecuentemente llevan las mismas
glicosilaciones postraduccionales que las células de mamifero y, por este motivo, los sistemas de expresion de
células de insecto se han desarrollado para expresar eficientemente proteinas de mamifero que tienen patrones
nativos de glicosilacion. Consideraciones similares se aplican a otras modificaciones.
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Los polipéptidos variantes pueden ser completamente funcionales o pueden carecer de funcién en una o mas
actividades, por ejemplo, en cualquiera de las funciones o actividades descritas anteriormente. Entre los muchos
tipos de variaciones Utiles estan, por ejemplo, aquellas que presentan alteracién de la actividad catalitica. Por
ejemplo, una realizacion implica una variacion en el sitio de uniéon que produce la unién, pero no la hidrdlisis, o
hidrélisis mas lenta, de cAMP. Otra variacion util en el mismo sitio puede producir afinidad alterada por cAMP.
Variaciones utiles también incluyen cambios que proporcionan afinidad por otro nucledétido ciclico. Otra variacion util
incluye una que previene la activacion por proteina cinasa A. Otra variacién util proporciona una proteina de fusion
en la que uno o mas dominios o subregiones estan funcionalmente fusionados a uno o mas dominios o subregiones
de otra isoforma o familia de fosfodiesterasa.

En un enfoque alternativo, los analogos podrian ser polipéptidos de fusiéon que incorporaran restos que hicieran que
la purificacién fuera mas facil, por ejemplo, marcando eficazmente el polipéptido deseado. Puede ser necesario
eliminar la “marca” o puede ser el caso que el propio polipéptido de fusion retenga suficiente antigenicidad para ser
atil.

La presente invencion proporciona un polipéptido de fusion que comprende el polipéptido aislado de una cualquiera
de las reivindicaciones 11-15.

El porcentaje de homologia se define como la suma del porcentaje de identidad mas el porcentaje de similitud o
conservacion del tipo de aminoacido.

En un caso, los analogos de polipéptidos de la divulgacion tendran aproximadamente el 70 % de homologia con
aquellas secuencias ilustradas en las figuras o fragmentos de los mismos. En un caso, los polipéptidos tendran mas
del 80 % de homologia. En otra realizacion, los polipéptidos tendran mas del 85 % de homologia. En otra
realizacion, los polipéptidos tendran mas del 90 % de homologia. En otra realizacion, los polipéptidos tendran més
del 95 % de homologia. En otra realizacion, los polipéptidos tendran mas del 99 % de homologia. En otra
realizacién, los analogos de polipéptidos de la invenciéon tendran menos de aproximadamente 20 sustituciones,
modificaciones o deleciones de residuos de aminoacidos y mas preferentemente menos de 10.

Puede usarse un programa tal como el programa CLUSTAL para comparar secuencias de aminodcidos. Este
programa compara secuencias de aminoacidos y encuentra el alineamiento éptimo insertando espacios en cualquier
secuencia segun convenga. Es posible calcular la identidad de aminoacidos u homologia para un alineamiento
optimo. Un programa como BLASTX alineara la extensién mas larga de secuencias similares y asignara un valor
para el ajuste. Por tanto, es posible obtener una comparacién en la que se encuentran varias regiones de similitud,
teniendo cada una una puntuacién diferente. Ambos tipos de analisis de identidad se contemplan en la presente
invencion.

En un enfoque alternativo, los analogos o derivados podrian ser polipéptidos de fusiéon que incorporan restos que
hacen que la purificacién sea mas facil, por ejemplo, marcando eficazmente la proteina o polipéptido deseado;
puede ser necesario eliminar la “marca” o puede ser el caso de que el propio polipéptido de fusién retenga suficiente
antigenicidad para ser util.

En un aspecto adicional de la divulgacion se proporcionan fragmentos antigénicos/inmunogénicos de las proteinas o
polipéptidos o de analogos o derivados de los mismos.

Por tanto, lo que es importante para anéalogos, derivados y fragmentos es que posean al menos un grado de
antigenicidad/inmunogénico de la proteina o polipéptido de los que se derivan.

También estan incluidos polipéptidos que se han fusionado a otros compuestos que alteran las propiedades
biolégicas o farmacoldgicas de polipéptidos, es decir, polietilenglicol (PEG) para aumentar la semivida; secuencias
de aminoacidos conductoras o secretoras para facilitar la purificacion; prepro- y pro- secuencias; y (poli)sacaridos.

Ademas, en aquellas situaciones en las que se encuentra que las regiones de aminodacido son polimérficas puede
desearse variar uno 0 mas aminoacidos particulares para imitar mas eficazmente los diferentes epitopes de las
diferentes cepas de Streptococcus.

Ademas, los polipéptidos de la presente invencion pueden modificarse por acilacion de -NHz terminal (por ejemplo,
por acetilacion, o amidacion de acido tioglicdlico, amidacion del carboxi terminal, por ejemplo, con amoniaco o
metilamina) para proporcionar estabilidad, aumento de la hidrofobia para el enlace o unién a un soporte u otra
molécula.

También se contemplan multimeros de hetero y homopolipéptidos de los fragmentos de polipéptidos y analogos.
Estas formas poliméricas incluyen, por ejemplo, uno o mas polipéptidos que se han reticulado con reticuladores tales
como avidina/biotina, glutaraldehido o dimetilsuperimidato. Tales formas poliméricas también incluyen polipéptidos
que contienen dos 0 mas secuencias contiguas en tandem o invertidas producidas a partir de ARNm multicistronicos
generados por tecnologia de ADN recombinante. En otra realizacion, la presente invencion también se refiere a
polipéptidos quiméricos que comprenden uno o mas polipéptidos o fragmentos o analogos de los mismos como se
define en las figuras de la presente solicitud.
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La presente invencion proporciona un polipéptido quimérico que comprende dos o mas polipéptidos en el que cada
uno de los dos 0 mas polipéptidos consiste en una secuencia de aminoacidos elegida de SEC ID N°4, 6, 8 y 12,
siempre que los dos o mas polipéptidos estén unidos de manera que formen un polipéptido quimérico.

En otra realizacion, la presente divulgacion también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden dos o mas
polipéptidos que tienen una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o
analogos de los mismos; siempre que los polipéptidos estén unidos de manera que formen un polipéptido quimérico.

En otra realizacion, la presente divulgacion también se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden dos o mas
polipéptidos que tienen una secuencia elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20, siempre que los
polipéptidos estén unidos de manera que formen un polipéptido quimérico.

Preferentemente, un fragmento, analogo o derivado de un polipéptido de la invencion comprendera al menos una
region antigénica, es decir, al menos un epitope.

Con el fin de lograr la formacién de polimeros antigénicos (es decir, multimeros sintéticos), pueden utilizarse
polipéptidos que tienen grupos bishaloacetilo, haluros de nitroarilo o similares, en los que los reactivos son
especificos para grupos tio. Por tanto, el enlace entre dos grupos mercapto de los diferentes polipéptidos puede ser
un enlace sencillo o puede estar compuesto por un grupo de enlace de al menos dos, normalmente al menos cuatro,
y no mas de 16, pero normalmente no mas de aproximadamente 14, atomos de carbono.

En un caso particular, fragmentos de polipéptidos y analogos no contienen un residuo de partida de metionina (Met).
Preferentemente, los polipéptidos no incorporaran una secuencia conductora o secretora (secuencia sefial). La
porcion sefial de un polipéptido de la invencion puede determinarse segun técnicas bioldgicas moleculares
establecidas. En general, el polipéptido de interés puede aislarse de un cultivo de Streptococcus y posteriormente
secuenciarse para determinar el residuo inicial de la proteina madura y, por tanto, la secuencia del polipéptido
maduro.

En otro caso, los polipéptidos de la divulgacion pueden carecer de un péptido conductor del extremo N y/o un
dominio transmembrana y/o un dominio de anclaje del extremo C.

La presente divulgacion proporciona ademas un fragmento del polipéptido que comprende sustancialmente todo el
dominio celular adicional de un polipéptido que tiene al menos el 70 % de identidad, preferentemente el 80 % de
identidad, mas preferentemente el 95 % de identidad, con un segundo polipéptido que comprende una secuencia
elegida de SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20 o fragmentos o analogos del mismo, a lo largo de toda la
longitud de dichas secuencias.

Se entiende que los polipéptidos pueden producirse y/o usarse sin su codon de iniciacion (metionina o valina) y/o sin
su péptido conductor para favorecer la produccion y purificacion de polipéptidos recombinantes. Se sabe que la
clonacion de genes sin secuencias que codifican péptidos conductores limitara los polipéptidos al citoplasma de E.
coli y facilitara su recuperacioén (Glick, B.R. y Pastarnak, J.J. (1998) Manipulation of gene expression in prokaryotes.
En “Molecular biotechnology: Principles and applications of recombinant DNA”, 22 edicién, ASM Press, Washington
DC, pag. 109-143).

La presente invencion proporciona una vacuna que comprende el polipéptido de una cualquiera de las
reivindicaciones 11 a 15 y un vehiculo, diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptable. La invencion
proporciona ademas una vacuna que comprende el polipéptido de fusién segun la reivindicacion 16 o el polipéptido
quimérico de la reivindicacion 17 y un vehiculo, diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

Segun otro aspecto de la divulgacion, también se proporciona (i) una composicion de materia que contiene un
polipéptido, junto con un vehiculo, diluyente o adyuvante; (ii) una composicion farmacéutica que comprende un
polipéptido y un vehiculo, diluyente o adyuvante; (iii) una vacuna que comprende un polipéptido y un vehiculo,
diluyente o adyuvante; (iv) un procedimiento para inducir una respuesta inmunitaria contra Streptococcus en un
huésped administrando al huésped una cantidad inmunogénicamente eficaz de un polipéptido para provocar una
respuesta inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora a Streptococcus; y particularmente, (v) un
procedimiento para prevenir y/o tratar una infeccidén por Streptococcus, administrando una cantidad profilactica o
terapéutica de un polipéptido a un huésped en necesidad.

Antes de la inmunizacion, los polipéptidos de la invencidon también pueden acoplarse o conjugarse a proteinas
transportadoras tales como toxina tetanica, toxina diftérica, antigeno de superficie del virus de la hepatitis B,
antigeno del virus de la poliomielitis VP1 o cualquier otra toxina o antigeno virico o bacteriano o cualquier proteina
adecuada para estimular el desarrollo de una respuesta inmunitaria mas fuerte. Este acoplamiento o conjugacién
puede hacerse quimicamente o genéticamente. Una descripcidon mas detallada de la conjugacién péptido-vehiculo
esta disponible en Van Regenmortel, M.H.V., Briand J.P., Muller S., Plaué S., «Synthetic Polypeptides as antigens»
en Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, vol. 19 (ed.) Burdou, R. H. & Van Knippenberg
P.H. (1988), Elsevier New York.

Segun otro aspecto de la divulgacion se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2381967 T3

polipéptidos de Streptococcus de la invencion en una mezcla con un adyuvante farmacéuticamente aceptable.
Adyuvantes adecuados incluyen (1) formulaciones de emulsién de aceite en agua tales como MF59™, SAF™,
Ribi™; (2) adyuvante completo o incompleto de Freund; (3) sales, es decir, AIK(SOa4)2, AINa(SO4)2, AINH4(SO4)s,
Al(OH)s3, AIPOy, silice, caolin; (4) derivados de saponina tales como Stimulon™ o particulas generadas a partir de la
misma tales como ISCOM (complejos inmunoestimulantes); (5) citocinas tales como interleucinas, interferones,
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor de necrosis tumoral (TNF) ; (6) otras sustancias tales
como polinucleétidos de carbono, es decir, poli IC y poli AU, toxina de la colera desintoxicada (CTB) y toxina labil al
calor de E. coli para la induccién de inmunidad mucosa; (7) liposomas. Una descripcién méas detallada de
adyuvantes esta disponible en una revision por M. Z. | Khan y col. en Pharmaceutical Research, vol. 11, n°® 1 (1994)
pp2-11, y también en otra revisiéon por Gupta y col., en Vaccine, vol. 13, n® 14, pag. 1263-1276 (1995) y en el
documento WO 99/24578. Adyuvantes preferidos incluyen QuilA™, QS21™ Alhydrogel™ y Adjuphos™.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden administrarse parenteralmente por inyeccion, infusion
rapida, absorcion nasofaringea, dermoabsorcion, o bucal o oral.

El término “composiciéon farmacéutica” también pretende incluir anticuerpos. Segun la presente divulgacion, también
se proporciona el uso de uno o mas anticuerpos que tienen especificidad de unién por los polipéptidos de la
presente invencion para el tratamiento o la profilaxis de infecciéon estreptocécica y/o enfermedades y sintomas
mediados por infeccién estreptocécica.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para la profilaxis o el tratamiento de infeccion
estreptocdcica y/o enfermedades y sintomas mediados por infeccion estreptocdcica como se describe en Manual de
Clinical Microbiology, P.R. Murray (Ed, jefe), E.J. Baron, M.A. Pfaller, F.C. Tenover y R.H. Yolken. ASM Press,
Washington, D.C., séptima edicién, 1999, 1773p.

En un aspecto, la invencién proporciona el polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para el
tratamiento profilactico o terapéutico de infeccién por Streptococcus del grupo B en un huésped susceptible a
infeccion por Streptococcus del grupo B. La invencidon proporciona ademas la vacuna segun cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 19 para el tratamiento profilactico o terapéutico de infeccion por Streptococcus del grupo B en
un huésped susceptible a infeccidn por Streptococcus del grupo B.

En un caso, las composiciones farmacéuticas se usan para la profilaxis o el tratamiento de septicemia, meningitis,
neumonia, celulitis, osteomielitis, artritis séptica, endocarditis, epiglotis.

En un aspecto, la invencién proporciona el polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para el
tratamiento profilactico o terapéutico de septicemia, meningitis, neumonia, celulitis, osteomielitis, artritis séptica,
endocarditis o epiglotitis en un huésped. La invencion proporciona ademas la vacuna segun cualquiera de las
reivindicaciones 18 a 19 para el tratamiento profilactico o terapéutico de septicemia, meningitis, neumonia, celulitis,
osteomielitis, artritis séptica, endocarditis o epiglotitis en un huésped. En un caso, las composiciones farmacéuticas
se usan para la profilaxis o el tratamiento de infeccion urinaria leve a septicemia y meningitis potencialmente
mortales, que también incluye osteomielitis, endocarditis, amnionitis, endometritis, infecciones por heridas
(postcesarea y postepisiotomia), celulitis, fascitis.

En un caso, las composiciones farmacéuticas se usan para la profilaxis o el tratamiento de bacteremia primaria, pero
también piel de infeccion de tejido blando, neumonia, urosepticemia, endocarditis, peritonitis, meningitis, empiema.
La piel de infecciones de tejido blando incluye celulitis, Ulceras periféricas infectadas, osteomielitis, artritis séptica e
infecciones por decubito o por heridas.

En un caso, las composiciones farmacéuticas se usan para el tratamiento o la profilaxis de infecciéon por
Streptococcus y/o enfermedades y sintomas mediados por infeccidon por Streptococcus, en particular Streptococcus
del grupo B (GBS o S. agalactiae), Streptococcus del grupo A (Streptococcus pyogenes), S. pneumoniae, S.
dysgalactiae, S. uberis, S. nocardia, ademas de Staphylococcus aureus. En otra realizacién, la infeccién por
Streptococcus es Streptococcus del grupo B (GBS o S. agalactiae).

En otro caso, la divulgacién proporciona un procedimiento para la profilaxis o el tratamiento de infeccién por
Streptococcus en un huésped susceptible a infeccidon por Streptococcus que comprende administrar a dicho
huésped una cantidad terapéutica o profilactica de una composicion de la invencién.

En otro caso, la divulgacién proporciona un procedimiento para la profilaxis o el tratamiento de infeccion por GBS en
un huésped susceptible a infeccién por GBS que comprende administrar a dicho huésped una cantidad terapéutica o
profilactica de una composicion de la invencion.

En un caso particular, las composiciones farmacéuticas se administran a aquellos huéspedes en riesgo de infeccion
por Streptococcus tales como lactantes, huéspedes ancianos e inmunodeprimidos.

Como se usa en la presente solicitud, el término “huésped” incluye animales. En otra realizacion, los animales son
mamiferos. En otra realizacion, los animales son rebafios de ganado lechero. En otra realizacién, el mamifero es
humano. En otra realizacioén, el huésped es una mujer embarazada. En otra realizacion, el huésped es una mujer no
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embarazada. En otra realizacion, el huésped es un neonato o un lactante.

Las composiciones farmacéuticas son preferentemente en forma de dosificacion unitaria de aproximadamente 0,001
a 100 pg/kg (antigeno/peso corporal) y mas preferentemente 0,01 a 10 pg/kg y lo més preferentemente 0,1 a 1
pg/kg, 1 a 3 veces, con un intervalo de aproximadamente 1 a 6 semanas entre inmunizaciones.

Las composiciones farmacéuticas son preferentemente en forma de dosificacién unitaria de aproximadamente 0,1 ug
a 10 mg y mas preferentemente pg a 1 mg y lo méas preferentemente 10 a 100 pg, 1 a 3 veces, con un intervalo de
aproximadamente 1 a 6 semanas entre inmunizaciones.

Segun otro aspecto de la divulgacion se proporcionan polinucleétidos que codifican polipéptidos caracterizados por
la secuencia de aminoacidos que comprende SEC ID N° 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos
de los mismos.

En una realizacion, los polinucleétidos son aquellos ilustrados en SEC ID N°: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 que
pueden incluir los marcos de lectura abiertos (ORF) que codifican los polipéptidos de la invencion, en tanto que
éstos estén englobados por las reivindicaciones adjuntas.

Se apreciara que las secuencias de polinucledtidos ilustradas en las figuras pueden alterarse con codones
degenerados y, sin embargo, codificar los polipéptidos de la invencion. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona ademas polinucleétidos que se hibridan con las secuencias de polinucleétidos en el presente
documento anteriormente descritas (o las secuencias de complemento de la misma) que tienen al menos el 85 % de
identidad entre secuencias. En una realizacion, al menos el 90 % de identidad entre secuencias. En una realizacion,
al menos el 95 % de identidad. En otra realizacion, mas del 97 % de identidad.

En otra realizacion, los polinucleétidos son hibridables bajo condiciones rigurosas.

Condiciones rigurosas adecuadas para la hibridacién las puede determinar facilmente un experto en la materia
(véase, por ejemplo, Sambrook y col., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed, Cold Spring Harbor,
N.Y.; Current Protocols in Molecular Biology, (1999), editado por Ausubel F.M. y col., John Wiley & Sons, Inc., N.Y.).

“Condiciones rigurosas adecuadas” como se usa en el presente documento significa, por ejemplo, incubar una
transferencia durante la noche (por ejemplo, al menos 12 horas) con una sonda de polinucledtidos larga en una
disolucién de hibridacion que contiene, por ejemplo, aproximadamente 5X SSC, el 0,5 % de SDS, 100 ug/ml de ADN
de esperma de salmon desnaturalizado y el 50 % de formamida, a 42 °C. Las transferencias pueden lavarse a
condiciones de alta rigurosidad que permiten, por ejemplo, menos del 5 % de apareamiento de pb (por ejemplo,
lavar dos veces en 0,1X SSC y el 0,1 % de SDS durante 30 min a 65 °C), seleccionandose asi secuencias que
tienen, por ejemplo, el 95 % o mas de identidad de secuencias.

Otros ejemplos no limitantes de condiciones rigurosas adecuadas incluyen un lavado final a 65 °C en tampdn acuoso
que contiene NaCl 30 mM y el 0,5 % de SDS. Otro ejemplo de condiciones rigurosas adecuadas es hibridacion en el
7 % de SDS, NaPO40,5 M, pH 7, EDTA 1 mM a 50 °C, por ejemplo, durante la noche, seguido de uno o mas lavados
con una disolucion al 1 % de SDS a 42 °C. Aunque los lavados de alta rigurosidad pueden permitir menos de un 5 %
de desapareamiento, condiciones de rigurosidad baja o reducida pueden permitir hasta el 20 % de desapareamiento
de nucledtidos. La hibridacion a baja rigurosidad puede llevarse a cabo como antes, pero usando menores
condiciones de formamida, menores temperaturas y/o menores concentraciones de sales, ademas de periodos
prolongados de tiempo de incubacion.

En otra realizacion, la presente divulgacion proporciona polinucleétidos que se hibridan bajo condiciones rigurosas
con tanto

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido como con
(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;

comprendiendo dicho polipéptido SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo.

En otro caso, la presente divulgacién proporciona polinucleétidos que se hibridan bajo condiciones rigurosas con
tanto

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido como con
(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;

comprendiendo dicho polipéptido SEC ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 6 20.
En el presente documento también se desvelan: polinucleétidos que se hibridan bajo condiciones rigurosas con tanto

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido como con
(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;
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comprendiendo dicho polipéptido al menos 10 residuos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende
SECIDN® 2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos del mismo;

Polinucleétidos que se hibridan bajo condiciones rigurosas con tanto

(a) una secuencia de ADN que codifica un polipéptido como con
(b) el complemento de una secuencia de ADN que codifica un polipéptido;

comprendiendo dicho polipéptido al menos 10 residuos de aminoacidos contiguos de un polipéptido que comprende
SECID N°: 2, 4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18 ¢ 20.

En otro caso, los polinucleétidos son aquellos que codifican polipéptidos de la invencion ilustrados en SEC ID N°: 2,
4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 o fragmentos o analogos de los mismos.

En otro caso, los polinucleétidos son aquellos ilustrados en SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 que codifican
polipéptidos de la invencion o fragmentos o analogos de los mismos.

En otro caso, los polinucledtidos son aquellos que codifican polipéptidos de la invencion ilustrados en SEC ID N°: 2,
4, 6,8, 10, 12, 14, 16, 18, 20.

En otro caso, los polinucleétidos son aquellos ilustrados en SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 que codifican
polipéptidos de la invencion.

Como sera facilmente apreciado por un experto en la materia, los polinucleétidos incluyen tanto ADN como ARN.

La presente invencion también incluye polinucleétidos complementarios a los polinucleétidos descritos en la
presente solicitud.

En otro caso, los polinucledtidos que codifican polipéptidos de la invencién, o fragmentos, analogos o derivados de
los mismos, pueden usarse en un procedimiento de inmunizacién con ADN. Es decir, pueden incorporarse en un
vector que es replicable y expresable tras la inyeccidn, reduciéndose asi el polipéptido antigénico in vivo. Por
ejemplo, los polinucledtidos pueden incorporarse en un vector de plasmido bajo el control del promotor del CMV que
es funcional en células eucariotas. Preferentemente, el vector se inyecta intramuscularmente.

Segun otro aspecto se proporciona un procedimiento para producir polipéptidos de la invenciéon por técnicas
recombinantes expresando un polinucleétido que codifica dicho polipéptido en una célula huésped y recuperando el
producto de polipéptido expresado. Alternativamente, los polipéptidos pueden producirse segun técnicas quimicas
sintéticas establecidas, es decir, sintesis en fase de disolucién o fase sdlida de oligopéptidos que se ligan para
producir el polipéptido completo (ligacion en bloque).

Procedimientos generales para la obtencion y evaluacidon de polinucleétidos y polipéptidos se describen en las
siguientes referencias: Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1989; Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel F.M. y col., John Wiley and Sons, Inc. New York;
PCR Cloning Protocols, from Molecular Cloning to Genetic Engineering, editado por White B.A., Humana Press,
Totowa, Nueva Jersey, 1997, 490 paginas; Protein Purification, Principles and Practices, Scopes R.K., Springer-
Verlag, Nueva York, 32 edicion, 1993, 380 paginas; Current Protocols in Immunology, editado por Coligan J.E. y col.,
John Wiley & Sons Inc., Nueva York.

Para la produccién de recombinantes, células huésped se transfectan con vectores que codifican los polipéptidos de
la invencion y luego se cultivan en un medio nutritivo modificado segun convenga para activar promotores,
seleccionando transformantes o amplificando los genes. Vectores adecuados son aquellos que son viables y
replicables en el huésped elegido e incluyen secuencias de ADN cromosomicas, no cromosOmicas Y sintéticas, por
ejemplo, plasmidos bacterianos, ADN de fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de
combinaciones de plasmidos y ADN de fago. La secuencia de polipéptidos puede incorporarse en el vector en el sitio
apropiado usando enzimas de restriccion de forma que esté operativamente ligada a una regiéon de control de la
expresion que comprende un promotor, sitio de unidén a ribosoma (regidén consenso o secuencia de Shine-Dalgarno),
y opcionalmente un operador (elemento de control). Pueden seleccionarse componentes individuales de la region de
control de la expresion que sean apropiados para un huésped dado y vector segun principios de biologia molecular
establecidos (Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989;
Current Protocols in Molecular Biology, editado por Ausubel F.M. y col., John Wiley and Sons, Inc. Nueva York).
Promotores adecuados incluyen, pero no se limitan a, LTR o promotor del SV40, lac de E. coli, tac o promotores de
trp y el promotor del fago lambda P.. Los vectores incorporan preferentemente un origen de replicacion, ademas de
marcadores de seleccién, es decir, gen de resistencia a ampicilina. Vectores bacterianos adecuados incluyen pET,
pQE70, pQE60, pQE-9, pD10, Phagescript, psix174, pBluescript SK, pbsks, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A,
ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 y los vectores eucariotas pBlueBaclll, pWWLNEO, pSV2CAT, pOG44,
pXT1, pSG, pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL. Las células huésped pueden ser bacterianas, es decir, E. coli, Bacillus
subtilis, Streptomyces; fungicas, es decir, Aspergillus niger, Aspergillus nidulins; de levadura, es decir,
Saccharomyces o eucariotas, es decir, CHO, COS.
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Tras la expresion del polipéptido en cultivo, las células se recogen normalmente por centrifugacion, luego se rompen
por medios fisicos o quimicos (si el polipéptido expresado no se secreta en los medios) y el extracto bruto resultante
se conserva para aislar el polipéptido de interés. La purificacion del polipéptido del medio de cultivo o lisado puede
lograrse por técnicas establecidas dependiendo de las propiedades del polipéptido, es decir, usando precipitacion
con sulfato de amonio o etanol, extracciébn con &cido, cromatografia de intercambio anidnico o catidnico,
cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia en hidroxilapatita y
cromatografia en lectina. La purificacion final puede lograrse usando HPLC.

Los polipéptidos pueden expresarse con o sin una secuencia conductora o de secrecion. En el primer caso, el
conductor puede eliminarse usando procesamiento postraduccional (véanse los documento US 4.431.739; US
4.425.437; y US 4.338.397) o eliminarse quimicamente posterior a la purificacion del polipéptido expresado.

Segun otro aspecto, los polipéptidos de la invencion pueden usarse en una prueba de diagndstico para infeccion por
Streptococcus, en particular infeccién por Streptococcus del grupo B.

Varios procedimientos de diagndstico son posibles, por ejemplo, la deteccion del organismo de Streptococcus en
una muestra biolégica previamente obtenida de un huésped puede seguirse el siguiente procedimiento:

a) incubar un anticuerpo o fragmento del mismo reactivo con un polipéptido estreptocdcico de la invencién
con la muestra biolégica para formar una mezcla; y

b) detectar anticuerpo especificamente unido o fragmento unido en la mezcla que indica la presencia de
Streptococcus.

Tales procedimientos de diagnéstico estan englobados por la invencién, en tanto que éstos estén englobados por las
reivindicaciones adjuntas.

Alternativamente, un procedimiento para la deteccién de anticuerpo especifico para un antigeno de Streptococcus, y
en particular antigeno de Streptococcus del grupo B, en una muestra biolégica previamente obtenida de un huésped
que contiene o del que se sospecha que contiene dicho anticuerpo puede realizarse del siguiente modo:

a) incubar uno o mas polipéptidos estreptocdcicos de la invencién o fragmentos de los mismos con la
muestra bioldgica para formar una mezcla; y

b) detectar anticuerpo especificamente unido o fragmento unido en la mezcla que indica la presencia de
anticuerpo especifico para Streptococcus. Tales procedimientos de diagnéstico estan englobados por la
invencion, en tanto que éstos estén englobados por las reivindicaciones adjuntas.

Un experto en la materia reconocera que esta prueba de diagndstico puede tomar varias formas, que incluyen una
prueba inmunoldgica tal como un enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA), un radioinmunoensayo o un ensayo
de aglutinacién en latex, esencialmente para determinar si anticuerpos especificos para el polipéptido estan
presentes en un organismo.

Las secuencias de ADN que codifican polipéptidos de la invencién también pueden usarse para disefiar sondas de
ADN para su uso en detectar la presencia de Streptococcus en una muestra bioldgica de la que se sospecha que
contiene tales bacterias. El procedimiento de deteccidn de la presente invencidon comprende:

a) obtener la muestra bioldgica de un huésped;

b) incubar una o mas sondas de ADN que tienen una secuencia de ADN que codifica un polipéptido de la
invencion o fragmentos del mismo con la muestra biolégica para formar una mezcla; y

c) detectar sonda de ADN especificamente unida en la mezcla que indica la presencia de bacterias
Streptococcus.

Las sondas de ADN también pueden usarse para detectar Streptococcus en circulacion, es decir, acidos nucleicos
de Streptococcus en una muestra, por ejemplo, usando una reaccion en cadena de la polimerasa como
procedimiento de diagnodstico de infecciones por Streptococcus. La sonda puede sintetizarse usando técnicas
convencionales y puede inmovilizarse sobre una fase sdlida, o puede marcarse con una marca detectable. Una
sonda de ADN preferida es un oligémero que tiene una secuencia complementaria a al menos aproximadamente 6
nucleotidos contiguos de los polipéptidos de Streptococcus de la invencion.

Otro procedimiento de diagndstico para la deteccion de Streptococcus en un huésped comprende:

a) marcar un anticuerpo reactivo con un polipéptido de la invencién o fragmento del mismo con una marca
detectable;

b) administrar el anticuerpo marcado o fragmento marcado al huésped; y

c) detectar anticuerpo marcado especificamente unido o fragmento marcado en el huésped que indica la
presencia de Streptococcus.

Otro aspecto de la divulgacion es el uso de los polipéptidos de Streptococcus de la invencién como inmunégenos
para la produccion de anticuerpos especificos para el diagnéstico y en particular el tratamiento de infeccion por
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Streptococcus. Anticuerpos adecuados pueden determinarse usando procedimientos de cribado apropiados, por
ejemplo, midiendo la capacidad de un anticuerpo particular para proteger pasivamente contra infeccion por
Streptococcus en un modelo de prueba. Un ejemplo de un modelo animal es el modelo de ratdén descrito en los
ejemplos en el presente documento. El anticuerpo puede ser un anticuerpo completo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo y puede pertenecer a cualquier clase de inmunoglobulina. El anticuerpo o fragmento puede ser
de origen animal, especificamente de origen mamifero, y mas especificamente de origen murino, de rata o humano.
Puede ser un anticuerpo natural o un fragmento del mismo o, si se desea, un anticuerpo recombinante o fragmento
de anticuerpo. El término anticuerpo recombinante o fragmento de anticuerpo significa anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se produjo usando técnicas de biologia molecular. El anticuerpo o fragmentos de anticuerpos pueden
ser policlonales, o preferentemente monoclonales. Puede ser especifico para varios epitopes asociados a los
polipéptidos de Streptococcus, pero es preferentemente especifico para uno.

Otro aspecto desvelado en el presente documento es el uso de los anticuerpos dirigidos a los polipéptidos de la
invencion para la inmunizacion pasiva. Podrian usarse los anticuerpos descritos en la presente solicitud. Anticuerpos
adecuados pueden determinarse usando procedimientos de cribado apropiados, por ejemplo, midiendo la capacidad
de un anticuerpo particular para proteger pasivamente contra infeccién por Streptococcus en un modelo de prueba.
Un ejemplo de un modelo animal es el modelo de ratéon descrito en los ejemplos en el presente documento. El
anticuerpo puede ser un anticuerpo completo o un fragmento de unién a antigeno del mismo y puede pertenecer a
cualquier clase de inmunoglobulina. El anticuerpo o fragmento puede ser de origen animal, especificamente de
origen mamifero, y mas especificamente de origen murino, de rata o humano. Puede ser un anticuerpo natural o un
fragmento del mismo o, si se desea, un anticuerpo recombinante o fragmento de anticuerpo. El término anticuerpo
recombinante o fragmento de anticuerpo significa anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se produjo usando
técnicas de biologia molecular. El anticuerpo o fragmentos de anticuerpos pueden ser policlonales, o
preferentemente monoclonales. Puede ser especifico para varios epitopes asociados a los polipéptidos de
Streptococcus, pero es preferentemente especifico para uno.

El uso de un polinucledtido desvelado en el presente documento en inmunizacién genética empleara
preferentemente un procedimiento o sistema de administracion adecuado tal como inyecciéon directa de ADN de
plasmido en musculos [Wolf y col. H M G (1992) 1: 363; Turnes y col., Vaccine (1999), 17 : 2089; Le y col., Vaccine
(2000) 18 : 1893; Alves y col., Vaccine (2001) 19 : 788], inyeccién de ADN de pldsmido con o sin adyuvantes [UImer
y col., Vaccine (1999) 18: 18; MacLaughlin y col., J. Control Release (1998) 56: 259; Hartikka y col., Gene Ther.
(2000) 7: 1171-82; Benvenisty y Reshef, PNAS USA (1986) 83:9551; Singh y col., PNAS USA (2000) 97: 811],
eleccion como diana de células por administracion de ADN complejado con vehiculos especificos [Wa y col., J Biol
Chem (1989) 264: 16985; Chaplin y col., Infect. Immun. (1999) 67: 6434], inyeccién de plasmido complejado o
encapsulado en diversas formas de liposomas [Ishii y col., AIDS Research and Human Retroviruses (1997) 13: 142;
Perrie y col., Vaccine (2001) 19: 3301], administracion de ADN con diferentes procedimientos de bombardeo [Tang y
col., Nature (1992) 356: 152; Eisenbraun y col., DNA Cell Biol (1993) 12: 791; Chen y col., Vaccine (2001) 19: 2908]
y administracion de ADN con vectores vivos [Tubulekas y col., Gene (1997) 190: 191; Pushko y col., Virology (1997)
239: 389; Spreng y col. FEEM (2000) 27: 299; Dietrich y col., Vaccine (2001) 19: 2506].

En otro caso, la divulgacién proporciona un procedimiento para tratamiento profilactico o terapéutico de infeccion por
Streptococcus en un huésped susceptible a infeccidn por Streptococcus que comprende administrar al huésped una
cantidad profilactica o terapéutica de una composicién farmacéutica de la invencion.

En otra realizacion, la invencion, en tanto que esta englobada por las reivindicaciones adjuntas, proporciona el uso
de un procedimiento farmacéutico para el tratamiento profilactico o terapéutico de infeccion estreptocdcica
bacteriana en un huésped susceptible a infeccidon estreptocdcica que comprende administrar a dicho huésped una
cantidad terapéutica o profilactica de una composicién de la invencion.

En otra realizacidn, la invencion proporciona un kit que comprende un polipéptido de la invencion para la deteccion o
diagnostico de infeccidn estreptocdcica.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente es entendido por un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencion. En caso de conflicto controlara la presente memoria descriptiva, que incluye definiciones.

Se entiende que la presente invencion se refiere a SEC ID N: 3, 4,5,6,7, 8,11y 12.

Sin embargo, referencias a otros niumeros de identificacién de secuencias se mantienen en los siguientes ejemplos
para ayudar en el entendimiento de la invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe la clonaciéon de productos génicos de sip truncados por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y la expresion de moléculas truncadas.

Los fragmentos del gen sip estreptocdcico del grupo B (SEC ID N° 42 del documento PCT WO 99/42588) se
amplificaron por PCR (ciclador térmico de ADN GeneAmp PCR system 2400 Perkin Elmer) de ADN gendmico de la
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cepa C388/90 estreptocdcica del grupo B de serotipo la/c usando pares de cebadores de oligonucledtidos que
contenian extensiones de bases para la adicion de sitios de restriccion y metionina (Tabla 1). La metionina se afiadio
para el polipéptido de Sip truncado del extremo C e interno. Los productos de PCR se purificaron en gel de agarosa
usando un kit de extracciéon en gel QlAquick de QlIAgen siguiendo las instrucciones del fabricante, y se digirieron con
endonucleasas de restriccion. El vector pET (Novagen, Madison, WI) se digirié con las mismas endonucleasas y se
purificé en gel de agarosa usando un kit de extraccion en gel QlAquick de QIAgen. Los productos de PCR digeridos
se ligaron a uno de los siguientes plasmidos de expresion pET linealizados, pET21 o pET32. El producto ligado se
transformé en la cepa DH5a de E. coli [Fg80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 endA1 recA1 hsdR17 (r mi') deoR
thi-1 phoA supE44 AN'gyrA96 relA1] (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) segun las recomendaciones del fabricante. Los
plasmidos pET recombinantes (rpET) que contenian fragmentos de genes sip se purificaron usando un kit de
plasmidos QlAgen y se secuencié su inserto de ADN (kit de secuenciacion Taq Dye Deoxi Terminator Cycle, ABI,
Foster City, CA). Cada una de las construcciones de plasmido resultantes se usé para transformar por
electroporacion (aparato Gene Pulser 1l, BIO-RAD Labs, Mississauga, Ontario, Canada) la cepa de E. coli
BL21(DE3) (F" ompT hsdSg(rsms) gal dcm (DE3)) o AD494 (DE3) [Aara-leu7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR
AmalF3 F' [lac*(lacl®) pro] trxB: : Kan (DE3)] (Novagen). En estas cepas de E. coli, el promotor T7 que controla la
expresion del polipéptido recombinante es especificamente reconocido por la T7 ARN polimerasa (presente en el
profago ADE3) cuyo gen esta bajo el control del promotor lac que es inducible por IPTG. Los transformantes se
cultivaron a 37 °C con agitacion a 250 rpm en caldo LB (peptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l) que
contenia 100 ug de carbenicilina (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Ontario, Canada) por ml hasta que la Asoo
alcanzé un valor de 0,6. Con el fin de inducir la produccion de polipéptidos recombinantes de Sip truncados
estreptocdcicos del grupo B, las células se incubaron durante 3 horas adicionales en presencia de IPTG a una
concentracion final de 1 mM. Las células inducidas de un cultivo de 500 ml se sedimentaron por centrifugacién y se
congelaron a -80 °C. Los polipéptidos recombinantes expresados se purificaron de fracciones de sobrenadante
obtenidas de centrifugacion de cultivos de E. coli inducidos por IPTG sonicados usando una resina de quelacién de
metales unidos a His (QlAgen, Chatsworth, CA). Los productos génicos generados se enumeran en la Tabla 2. Las
cantidades de polipéptidos recombinantes obtenidas de la fraccion soluble de E. coli se estimé por MicroBCA
(Pierce, Rockford, lllinois).

Tabla 1. Lista de cebadores de oligonucleétidos de PCR

Cebador Sitios de restriccion | Secuencia 5' - 3' SEC ID N°
DMARA41 Ncol catgccatggcagggctccaacctcatgtt 21
DMAR54 Ncol catgccatggcagctaatgaacaggtatcaacagc 22
DMARS5 Xhol gaaactcgagtgcattttcaggatgtgcagctac 23
DMAR207 Bglll gcccagatctgggtaaaaaccaagcacttgg 24
DMAR208 Bglll gcccagatctggttatctggcaacaaaagttttac 25
DMAR1451 | Hindlll cgggaagcttattatttgttaaatgatacgtgaaca 26
DMAR1452 | Ncol caagccatgggtatgacaccagaagcagcaaca 27
DMAR1453 | Xhol accgctcgagttigttaaatgatacgtgaacatggtca 28
DMAR1454 | Ncol ccatccatggtcagtcagtcaacaacagtatcaccag 29
DMAR1455 | Ncol aatgccatggttcctgtgactacgacttcaacagce 30
DMAR1456 | Xhol aactcgaggctgctaaacctttaccatgatcacct 31
DMAR1457 | Ndel atgggaattccatatgaaaatgaataaaaaggtactat | 32
tgacatc
DMAR1458 | Xhol atagctcgagtgacgtctgagttggtttaacttcc 33
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Tabla 2. Listas de productos génicos de sip truncados generados a partir de la cepa C388/90 de GBS

Designacion de Conjuntos de cebadores Identificacién ( aminoacidos Vector de

polipéptidos de PCR codificados) clonacion
Asip-1 DMAR1457-DMAR1458 Extremo N' de Sip (1-214) pET-21a(+)
ASip-2 DMAR1453-DMAR1454 Extremo C' de Sip (215-434) pET-21d(+)
ASip-3 DMAR1452-DMAR1453 Extremo C' de Sip (146-434) pET-21d(+)
ASip-4 DMAR1453-DMAR1455 Extremo C' de Sip (272-434) pET-21d(+)
ASip-5 DMAR1456-DMAR1457 Extremo N' de Sip (1-360) pET-21a(+)
ASip-6 DMAR1453-DMAR54 Extremo N' de Sip (184-434) pET-21d(+)
ASip-7 DMAR1452-DMAR55 Interno a Sip (146-322) pET-21d(+)
ASip-8 DMAR1453-DMAR41 Extremo C' de Sip (322-434) pET-21d(+)
ASip-9 DMAR207-DMAR1451 Extremo C' de Sip (366-434) pET-32a(+)
ASip-10 DMAR208-DMAR1451 Extremo C' de Sip (391-434) pET-32a(+)

Ejemplo 2

Este ejemplo ilustra la reactividad de los polipéptidos recombinantes de Sip truncados marcados con His con
anticuerpos presentes en sueros humanos.

Como se muestra en la Tabla 3, los polipéptidos recombinantes marcados con His ASip-2 (215-434), ASip-3 (146-
434) y ASip-4 (272-434) fueron mejor reconocidos en inmunotransferencias por los anticuerpos presentes en el
conjunto de sueros humanos. Esto es un resultado importante, ya que indica claramente que seres humanos que
estan normalmente en contacto con GBS desarrollan anticuerpos que son especificos para la porcion del extremo C
del polipéptido (aa 215-434). Estos anticuerpos humanos particulares podrian participar en la proteccion contra
infeccion por GBS.

Tabla 3. Reactividad en inmunotransferencias de anticuerpos presentes en sueros humanos con polipéptidos de Sip

truncados.
I.D. de polipéptido recombinante purificado  * Reactividad con sueros humanos

Sip (1-434) +++

ASip-1 (1-214) ¥
ASip-2 (215-434) .
ASip-3 (146-434) P

ASip-4 (272-434) —+

ASip-5 (1-360) +

" Polipéptidos recombinantes marcados con His producidos y purificados como se describe en el Ejemplo 1 se
usaron para realizar las inmunotransferencias.
2 Sueros recogidos de seres humanos se reunieron y se diluyeron 1/500 para realizar las inmunotransferencias.

Ejemplo 3

Este ejemplo ilustra la unién en la superficie de células de GBS intactas de anticuerpos dirigidos contra polipéptidos
de Sip truncados.
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Se cultivaron células bacterianas a la fase exponencial temprana en caldo Todd-Hewitt (THB: Difco Laboratories,
Detroit, Mich.) y la DOeoonm S€ ajustdé con THB a 0,15 (correspondiente a ~ 108 UFC/ml). Diez ul de sueros
especificos para Sip truncados o de control de ratén se afiadieron a 1 ml de la suspensién bacteriana. Los tubos que
contenian las suspensiones bacterianas y de suero se incubaron durante 2 h a 4 °C bajo rotacién suave. Las
muestras se lavaron 3 veces en tampdn de bloqueo [solucion salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia el 2
% (peso/vol) de albumina de suero bovino (BSA: Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.)] y luego se afadié 1 ml de
anticuerpo de cabra dirigido contra IgG + IgM de raton conjugada con fluoresceina (FITC) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada) diluido en tampoén de bloqueo. Después de otra
incubacién de 60 min a temperatura ambiente, las muestras se lavaron 3 veces en tampdn de bloqueo y se fijaron
con el 0,3 % de formaldehido en tampdn PBS durante 18 h a 4 °C. Las células se lavaron 2 veces en tampén PBS y
se resuspendieron en 0,5 ml de tampon PBS. Las células se mantuvieron en la oscuridad a 4 °C hasta que se
analizaron por citometria de flujo (Epics® XL; Beckman Coulter Inc., Fullerton, Calif.).

El analisis de citometria de flujo reveld que los anticuerpos especificos para ASip-2 (215-434), ASip-3 (146-434) y
ASip-4 (272-434) reconocieron eficientemente sus epitopes expuestos en la superficie correspondiente en la cepa
de GBS homodloga (C388/90) probada (Tabla 4). Se determiné que mas del 90 % de las 10.000 células de GBS
analizadas se marcaron con los anticuerpos presentes en estos sueros. Ademas, los anticuerpos presentes en el
conjunto de sueros especificos para ASip-2 (215-434), ASip-3 (146-434) y ASip-4 (272-434) unidos en la superficie
de la cepa NCS 954 de GBS de serotipo lll (Tabla 4). También se determind que mas del 80 % de las 10.000 células
de esta cepa se marcaron por los anticuerpos especificos. Estas observaciones demuestran claramente que la
porcion del extremo C del polipéptido de Sip es accesible a la superficie, en la que puede ser facilmente reconocida
por anticuerpos. Se mostré que los anticuerpos anti-GBS desempefiaban una funcién importante en la proteccion
contra infeccion por GBS. De hecho, los inventores han demostrado que los anticuerpos especificos para Sip cruzan
eficientemente la barrera transplacentaria y, por tanto, confieren inmunidad protectora contra infecciones por GBS
(Martin y col. Abstr. 101th Gen. Meet. Am. Soc. Microbiol. 2001).

Tabla 4. Evaluacion de la union de anticuerpos especificos para Sip truncados en la superficie de células de GBS

intactas.
Identificacién del suero * Cepa C388 8/90 (la/c) Cepa NCS 954 (111)
% de células indice de % de células indice de
marcadas® fluorescencia® marcadas fluorescencia
Conjunto de sueros 5,1 1,2 10,0 1,6
especificos para ASip-1
Conjunto de sueros 95,6 18,7 87,7 14,2
especificos para ASip-2
Conjunto de sueros 96,0 19,4 87,7 13,3
especificos para ASip-3
Conjunto de sueros 94,2 17,2 84,2 11,6
especificos para ASip-4
Conjunto de sueros 21,6 2,2 5,2 1,3
especificos para ASip-5
Conjunto de suero Positivo 95,4 241 85,4 12,3
para control
Conjunto de suero g)ositivo 1,0 1,0 1,0 1,0
para control

" A los ratones se les inyectaron subcutdneamente tres veces a intervalos de tres semanas 20 pg de polipéptidos
recombinantes purificados mezclados con 20 ug de adyuvante QuilA. Los sueros se diluyeron 1/100.

2 o, de células marcadas de las 10.000 células analizadas.

® El indice de fluorescencia se calculd como la mediana del valor de fluorescencia obtenido después de marcar las
células con un suero inmune dividido entre el valor de fluorescencia obtenido para un suero de ratén de control. Un
valor de fluorescencia de 1 indicd que no hubo unién de anticuerpos en la superficie de células de GBS intactas.

* Suero obtenido de un ratén inmunizado con 20 Mg de polipéptido de Sip purificado a partir de la cepa C388/90 de
GBS se diluyé 1/100 y se us6 como control positivo para el ensayo.

® Sueros recogidos de ratones sin inmunizar e inmunizados de referencia se reunieron, se diluyeron 1/100 y se
usaron como controles negativos para este ensayo.
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Ejemplo 4

Este ejemplo ilustra la proteccién de ratones contra infeccién estreptocécica del grupo B mortal inducida por
inmunizacion con polipéptidos recombinantes de Sip truncados purificados.

Grupos de 8 ratones CD-1 hembra (Charles River) se inmunizaron subcutaneamente tres veces a intervalos de tres
semanas con 20 ug de polipéptidos de Sip truncados que se produjeron y se purificaron como se ha descrito en el
Ejemplo 1 en presencia de 20 pug de adyuvante QuilA (Cedarlane Laboratories Ltd, Hornby, Ontario, Canada). Los
ratones de control se inyectaron con adyuvante QuilA solo en PBS. Las muestras de sangre se recogieron del seno
orbital en el dia 1, 21 y 42 antes de cada inmunizacién y 14 dias (dia 56) tras la tercera inyeccidén. Unas semanas
después, los ratones se expusieron a aproximadamente 3 x 10° UFC de la cepa C388/90 estreptocdcica del grupo B
(la/c). Las muestras de indculo de exposicion estreptocécica del grupo B se sembraron en placa sobre placas de
agar sangre para determinar la UFC y para verificar la dosis de exposicion. Las muertes se registraron durante un
periodo de 7 dias. Mas del 60 % de los ratones inmunizados con los polipéptidos recombinantes de tanto ASip-2
(215-434), ASip-3 (146-434), ASip-4 (272-434) como ASip-6 (184-434) se protegieron de una exposicion letal a GBS.
Por el contrario, la inmunizacion de ratones con adyuvante solo, ASip-1 (1-214) o ASip-5 (1-360) no confirié tal
proteccion (Tabla 5). Se mostrd que la tasa de supervivencia determinada para los grupos de ratones inmunizados
con ASip-2 (215-434), ASip-3 (146-434), ASip-4 (272-434) y ASip-6 (184-434) era estadisticamente diferente del
grupo de control por la prueba exacta de Fisher.

Tabla 5. Capacidad de polipéptidos de Sip truncados recombinantes para provocar proteccién contra la cepa
C388/90 de GBS (la/c)

Grupos N° ratones supervivientes % de supervivencia
ASip-1 (1-214) 0/5 0
ASip-2 (215-434) 3/5 60*
ASip-3 (146-434) 3/5 60*
ASip-4 (272-434) 3/4 75*
ASip-5 (1-360) 2/5 40
ASip-6 (184-434) 7/8 88*
QuilA 0/5 0

* Prueba exacta de Fisher; p<0,05

Ejemplo 5

Este ejemplo describe el aislamiento de anticuerpos monoclonales (Mab) y el uso de estos Mab para caracterizar los
epitopes de polipéptidos de Sip.

Ratones CD1 hembra (Charles River) se inmunizaron subcutdneamente con el producto génico Asip-3 de la cepa
C388/90 de GBS en presencia de 20 yg de adyuvante QuilA (Cedarlane Laboratories Ltd, Hornby, Canada). Un
grupo de ratones se inmunizaron tres veces a intervalos de tres semanas con 20 ug de polipéptido de ASip-3
purificado por afinidad. Tres a cuatro dias antes de la fusion, los ratones se inyectaron intravenosamente con 10 ug
del antigeno respectivo suspendido en PBS solo. Se produjeron hibridomas por fusion de células del bazo con
células de mieloma SP2/0 no secretantes como se ha descrito previamente por Hamel y col. [J. Med. Microbiol., 23,
pag. 163-170 (1987)]. Los sobrenadantes de cultivo de hibridomas se cribaron inicialmente por
enzimoinmunoanalisis segun el procedimiento descrito por Brodeur y col. (2000) usando placas recubiertas con
preparaciones de polipéptidos recombinantes purificados o suspensiones de células de GBS destruidas por calor.
Entonces, los hibridomas positivos seleccionados basandose en reactividad de ELISA con una variedad de
antigenos se clonaron por diluciones limitantes, se expandieron y se congelaron.

Los hibridomas se probaron mediante ELISA e inmunotransferencia Western contra productos génicos sip, y por
ensayo de citofluorometria contra la cepa C388/90 de GBS (serotipo la/c) con el fin de caracterizar los epitopes
reconocidos por los Mab. Los resultados obtenidos de los estudios de inmunorreactividad de los Mab (Tabla 6 y
Tabla 7) estan de acuerdo con la accesibilidad superficial obtenida con polipéptidos de Sip truncados. De hecho, los
Mab mas accesibles reconocieron la regién del extremo C (215-434) del polipéptido de Sip. Particularmente, los
datos revelaron la presencia de al menos cuatro epitopes expuestos a la superficie y potencialmente protectores
distintos sobre el polipéptido de Sip. Se localizé que estas regiones se localizaban en los aminoacidos 215-272, 272-
322, 360-366 y 391-434. Por el contrario, los epitopes localizados en la porciéon del extremo N que comprende los
aminoacidos 1 a 214 fueron internos y no accesibles a los anticuerpos.
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Tabla 7. Evaluacion de la union de Mab inmunorreactivos con Sip en la superficie de células de GBS intactas.

Mab Epitope reconocido (aa)' | % de células marcadas® indice de fluorescencia®

17C10 146-184 0,7 1,6
8F6 146-184 1,1 1,8
5E5 184-215 57 1,9
12G10 215-272 42,1 7,1
20A2 215-272 1,1 1,8
6F3 272-322 25,6 49
8E3 272-322 28,6 52
11C9 272-322 39,7 5,8
1F7 360-366 78,9 75
4F2 360-366 97,9 7,2
5F11 360-366 43,1 2,2
9C7 360-366 93,8 6,1
11D2 360-366 87,1 11,9
11E10 360-366 45,8 2,3
14H8 360-366 90,8 4,8
18H10 360-366 98,0 8.4
20G5 360-366 96,5 6.9
3B7 391-434 98,3 10,4
13D12 391-434 90,0 10,4
14A2 391-434 98,4 10,8
14H4 391-434 97,5 10,0
18A8 391-434 97,7 11,7
Mab de control negativo4 - 1,5 1,0
Conjunto de suero de control - 98,7 25,0
pos,itivo5

" Los epitopes se han determinado por la reactividad de Mab con polipéptidos de Sip truncados (véase la tabla 6).

2 o, de células marcadas de las 10.000 células analizadas.

® El indice de fluorescencia se calculé como la mediana del valor de fluorescencia obtenido después de marcar las
células con un Mab o suero inmune dividido entre el valor de fluorescencia obtenido para un Mab de control. Un
valor de fluorescencia de 1 indicé que no hubo unién de anticuerpos en la superficie de células de GBS intactas.

* Mab irrelevante no se diluyé y se us6 como controles negativos para este ensayo.

® Suero obtenido de un ratén inmunizado con 20 Mg de polipéptido de Sip purificado a partir de la cepa C388/90 de
GBS se diluydé 1/100 y se usé como control positivo para el ensayo.
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Ejemplo 6

Este ejemplo ilustra la proteccién de ratones contra infeccién estreptocécica del grupo B mortal inducida por
inmunizacién pasiva con Mab especificos para Sip.

El potencial protector de Mab especificos para Sip para proteger neonatos contra infeccién se evalu6 mediante
administracion pasiva de anticuerpos Mab semi-purificados. Ratones prefiados en el dia 16 de gestacién se
inyectaron intravenosamente (i.v.) con 500 ul de anticuerpos Mab semi-purificados o anticuerpos especificos para
Sip de conejo parcialmente purificados. Seis ratones prefiados de control recibieron el mismo volumen de Mab
irrelevante semi-purificado. Las crias se expusieron subcutaneamente (s.c.) entre 24 h y 48 h después del
nacimiento a una dosis letal de 3-4 x 10* ufc de la cepa C388/90 de GBS de serotipo la/c. Los datos de
supervivencia se presentan en la Tabla 8. La administracion a los ratones prefiados de una combinaciéon de dos Mab
especificos para Sip, 6F3 y 11D2 protegio el 65 % (15/23) de la crias de una exposicion a GBS letal. No se observo
supervivencia comparable de las crias cuando los ratones prefiados recibieron un Mab especifico para Sip.

Tabla 8. Proteccion pasiva de ratones neonatales contra la exposicion a la cepa C388/90 de GBS de serotipo la/c.

Tratamiento de madres (n)’ Supervivencia en crias (%)°
6F3 (5) 3/52 (6)
11D2 (2) 3/14 (21)
6F3-11D2 (2) 15/23 (65)
Anti-suero de Sip de conejo (4)' 37/38 (97)
Mab irrelevante (6) 0/69 (0)

"' Un volumen maximo de 500 pl de anticuerpos semi-purificados se administraron i.v. a ratones prefiados en el dia
16 de gestacion. Cuando una combinacién de dos Mab se administré pasivamente a los ratones prefiados, 250 ul de
cada Mab se reunieron juntos antes de la inyeccion.

2 El numero de supervivientes se siguid durante 7 dias después de la exposicion. Las crias se expusieron s.c. a 50 pl
que contenian 3-4 x 10* ufc de la cepa C388/90 de GBS de serotipo la/c entre 24 y 48 h después del nacimiento.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que consiste en una secuencia de aminodcidos idéntica al
menos el 85 % a la largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de: SEC ID N°: 4, 6, 8 y
12, en el que el polipéptido codificado conserva la capacidad de producir anticuerpos que tienen especificidad de
unién para Streptococcus del grupo B.

2. El polinucleétido aislado de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido codificado consiste en una secuencia de
aminoacidos idéntica al menos el 90 % a lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de
SECIDN® 4,6,8y 12.

3. El polinucleétido aislado de la reivindicacién 1, en el que el polipéptido codificado consiste en una secuencia de
aminoacidos idéntica al menos el 95 % a lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de
SECIDN°: 4,6,8y 12.

4. El polinucleétido aislado de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido codificado consiste en una secuencia de
aminoacidos idéntica al menos el 99 % a lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de
SECIDN°®: 4,6,8y12.

5. El polinucleétido aislado de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido codificado consiste en la secuencia de
aminoacidos elegida de SEC ID N°: 4,6, 8y 12.

6. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 1 que consiste en una secuencia de nucleétidos elegida de: SEC ID
N°: 3,5, 7y 11.

7. Un polinucledtido aislado que es complementario al polinucledtido aislado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

8. Un vector que comprende el polinucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho
polinucleétido esta operativamente ligado a una region de control de la expresion.

9. Una célula huésped transfectada con el vector de la reivindicacion 8.

10. Un procedimiento para producir un polipéptido que comprende cultivar la célula huésped segun la reivindicacion
9 en condiciones adecuadas para la expresion de dicho polipéptido.

11. Un polipéptido aislado que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el 85 % a la largo de la
longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de: SEC ID N°: 4, 6, 8 y 12, en el que el polipéptido
conserva la capacidad de producir anticuerpos que tienen especificidad de unién para Streptococcus del grupo B.

12. El polipéptido de la reivindicacion 11 que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el 90 % a
lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de SEC ID N°: 4,6, 8 y 12.

13. El polipéptido de la reivindicacion 11 que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el 95 % a
lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de SEC ID N°: 4, 6, 8 y 12.

14. El polipéptido aislado de la reivindicacion 11 que consiste en una secuencia de aminoacidos idéntica al menos el
99 % a lo largo de la longitud completa de la secuencia de aminoacidos elegida de SEC ID N°: 4,6, 8 y 12.

15. El polipéptido aislado de la reivindicacién 11 que consiste en la secuencia de aminoacidos elegida de SEC ID N°:
4,6,8y12.

16. Un polipéptido de fusion que comprende el polipéptido aislado de una cualquiera de las reivindicaciones 11-15.

17. Un polipéptido quimérico que comprende dos o mas polipéptidos, en el que cada uno de los dos o mas
polipéptidos consiste en una secuencia de aminoéacidos elegida de SEC ID N°4, 6, 8 y 12, siempre que los dos o
mas polipéptidos estén ligados de manera que formen un polipéptido quimérico.

18. Una vacuna que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 y un vehiculo,
diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptables.

19. Una vacuna que comprende el polipéptido de fusiéon segun la reivindicacion 16 o el polipéptido quimérico de la
reivindicacion 17 y un vehiculo, diluyente o adyuvante farmacéuticamente aceptables.

20. Un procedimiento para la deteccion de un anticuerpo especifico para antigeno de Streptococcus del grupo B en
una muestra biolégica previamente obtenida de un huésped, que comprende:

(a) incubar uno o mas de los polipéptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16 con la
muestra biol6gica para formar una mezcla; y
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(b) detectar un polipéptido especificamente unido en la mezcla que indica la presencia de un anticuerpo
especifico para el antigeno de Streptococcus del grupo B en la muestra.

21. La vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19 para el tratamiento profilactico o terapéutico de
infeccion por Streptococcus del grupo B en un huésped susceptible a infecciéon por Streptococcus del grupo B.

22. La vacuna segun cualquiera de las reivindicaciones 18 a 19 para el tratamiento profilactico o terapéutico de
septicemia, meningitis, neumonia, celulitis, osteomielitis, artritis séptica, endocarditis o epiglotitis en un huésped.

23. El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para el tratamiento profilactico o terapéutico
de infeccion por Streptococcus del grupo B en un huésped susceptible a infeccién por Streptococcus del grupo B.

24. El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para el tratamiento profilactico o terapéutico
de septicemia, meningitis, neumonia, celulitis, osteomielitis, artritis séptica, endocarditis o epiglotitis en un huésped.

25. La vacuna de la reivindicacion 21 o la reivindicacion 22 o el polipéptido de la reivindicacion 23 o la reivindicacion
24 en la que el huésped es un animal.

26. La vacuna de la reivindicacion 21 o la reivindicacion 22 o el polipéptido de la reivindicacion 23 o la reivindicacion
24 en la que el huésped se elige de un rebafio de ganado lechero.

27. La vacuna de la reivindicacion 21 o la reivindicacion 22 o el polipéptido de la reivindicacion 23 o la reivindicacion
24 en la que el huésped es un ser humano.

28. Uso del polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 en la preparaciéon de un medicamento
para el tratamiento profilactico o terapéutico de septicemia, meningitis, neumonia, celulitis, osteomielitis, artritis
séptica, endocarditis o epiglotitis.

29. Uso del polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento profilactico o terapéutico de infeccidn por Streptococcus del grupo B en un huésped susceptible a
infeccion por Streptococcus del grupo B.

30. Un kit que comprende el polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15 para la deteccion o el
diagndstico de infeccién por Streptococcus del grupo B.
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Figura 1 (SEC ID N°: 1)

1
61
121
181
241
inl
361
421
481
541
601

ATGAAMATGA
GCAAGTGTTC
AAGGCTGATT
CTAAGCGTTA
ATTGCAGATA
AGTCATACTG
ACAGCTACTG
AATACAATTT
ACATATTCTT
AGTCARGCAG
GTTCCAGCAG

ATAAAAAGGT
MAAGCACAAGR
TGGTAAAGCA
TTTCAGAAGC
TCAATCTTAT
CCACTTCAAT
TGGATTTGAA
CGGAAGGTAT
CTGCGCCAGC
CAGCTAATGA
CTAARAGAGGA

Figura 2 (SEC ID N°: 2)
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ACTATTGACA
AACAGATACG
AGACAATAAR
AATGTCAATT
TTATCCTGAG
GAAAATAGAA
AACCAATCAR
GACACCAGAA
TTTGAMATCA
ACAGGTATCA
AGTTAAACCA

TCGACAATGG
ACGTGGACAG
TCATCATATA
GATATGAATG
ACAACACTGA
ACACCAGCRA
GTTTCTGTTG
GCAGCAACAA
AMAAGAAGTAT
ACAGCTCCTG
ACTCAGACGT

CAGCTTCGCT
CACGTACTGT
CTGTGAAATA
TCTTAGCAAA
CAGTAACTTA
CAAATGCTGC
CAGACCAARR
CGATTGTTTC
TAGCACARGA
TGAAGTCGAT
CA

ATTATCAGTC
TTCAGAGGTA
TGGTGATACA
AATTAATAAC
CGATCAGAAG
TGGTCAAACA
AGTTTCTCTC
GCCAATGAAG
GCAAGCTGTT
TACTTCAGAA

1 MEKMNKKVLLT STMAASLLSV ASVQAQETDT TWTARTVSEV KADLVKQDNK SSYTVKYGDT
61 LSVISEAMSI DMNVLAKINN IADINLIYPE TTLTVTYDQK SHTATSMKIE TPATNAAGQT
121 TATVDLKTNQ VSVADQKVSL NTISEGMTPE AATTIVSPMK TYSSAPALKS KEVLAQEQAV
181 SQAAANEQVS TAPVKSITSE VPAAKEEVKP TQTS

Figura 3 (SEC ID N°: 3)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

GTCAGTCAGT
GCTAARGTAG
ACTCCTAAAG
ACTACGACTT
GTAGCACAAR
GTAGCTGCAL
GTAGCGTCAA
CATGGTAAAG
GTTGCACAGT
CAAAAGTTTT
CCAGATCGTG

CAACAACAGT
CACCGGTAAG
TAGAAACTGG
CAACAGCTAC
AMGCTCCARC
ATCCTGAAAR
CTTATGGAGT
GTTTAGCAGT
ACTCTACACA
ACTCARATAC
GTGGCGTTAC

Figura 4 (SEC ID N°: 4)

ATCACCAGCT
AARCTGTAGCA
TGCATCACCA
AGACAGTAAG
AGCAACACCG
TGCAGGGCTC
TAATGRATTC
CGACTTTATT
AMATATGGCA
AAATAGTATT
TGCCAACCAT

TCTGTTGCCG
GCCCCTAGAG
GAGCATGTAT
TTACAARGCGA
GTAGCACAAC
CAACCTCATG
AGTACATACC
GTAGGTAAAR
GCAAATAACA
TATGGACCTG
TATGACCATG

CTGAAACACC
TGGCAAGTGT
CAGCTCCAGC
CTGAAGTTAA
CAGCTTCAAC
PTGCAGCTTA
GTGCAGGTGA
ACCAAGCACT
TTTCATATGT
CTAATACTTG
TTCACGTATC

AGCTCCAGTA
TARAGTAGTC
AGTTCCTGTG
GAGCGTTCCG
ARCAAATGCA
TAAAGARRAR
TCCAGGTGAT
TGGTAATGAA
TATCTGGCAA
GAATGCAATG
ATTTAACAAR

1 VSQSTTVSPA SVAAETPAPV AKVAPVRTVA APRVASVKVV TPKVETGASP EHVSAPAVEV
61 TTTSTATDSK LQATEVKSVF VAQKAPTATP VAQPASTTNA VAAHPENAGL QPHVAAYKEK
121 VASTYGVNEF STYRAGDPGD HGKGLAVDFI VGKNQALGNE VAQYSTONMA ANNISYVIWQ
181 QKFYSNTNSI YGPANTWNAM PDRGGVTANH YDHVHVSFNK
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Figura 5 (SEC ID N°: 5)

1
61
121

841

GGTATGACAC
CCAGCTTTGA
AATGAACAGG
GAGGAAGTTA
GTTGCCGCTG
CCTAGAGTGG
CATGTATCAG
CAAGCGACTG
GCACAACCAG
CCTCATGTTG
ACATACCGTG
GGTAMARACC
AATAACATTT
GGACCTGCTA
GACCATGTTC

CAGAAGCAGC
AATCARMAGA
TATCAACAGC
AACCAACTCA
AMACACCAGC
CAAGTGTTARA
CTCCAGCAGT
AAGTTAAGAG
CTTCAACAAC
CAGCTTATAA
CAGGTGATCC
RAGCACTTGG
CATATGTTAT
ATBCTTGGAR
ACGTATCATT
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AACAACGATT
AGTATTAGCA
TCCTGTGAAG
GACGTCAGTC
TCCAGTAGCT
AGTAGTCACT
TCCTGTGACT
CGTTCCGGTA
AAATGCAGTA
AGAAAAMGTA
AGGTGATCAT
TAATGAAGTT
CTGGCARCARA
TGCRATGCCA
TAACAAR

GTTTCGCCARA
CAAGAGCAAG
TCGATTACTT
AGTCAGTCAR
ARAGTAGCAC
CCTAARGTAG
ACGACTTCAA
GCACARAARMG
GCTGCACATC
GCGTCRACTT
GGTARAGGTT
GCACAGTACT
AAGTTTTACT
GATCGTGGTG

TGAAGACATA
CTGTTAGTCA
CAGAAGTTCC
CAACAGTATC
CGGTAAGAAC
AARRCTGGTGC
CAGCTACAGA
CTCCAACAGC
CTGAAAATGC
ATGGAGTTAA
TAGCAGTCGA
CTACACAAAR
CARATACAAA
GCGTTACTGC

TTCTTCTGCG
AGCAGCAGCT
AGCAGCTAAA
ACCAGCTTCT

TGTAGCAGCC

ATCACCAGAG
CAGTAAGTTA
AACACCGGTA
AGGGCTCCAA
TGAATTCAGT
CTTTATTGTA
TATGGCAGCA
TAGTATTTAT
CAACCATTAT

Figura 6 (SEC ID N°: 6)

1 GMTPEAATTI VSPMKTYSSA PALKSKEVLA QEQAVSQAARA NEQVSTAPVK SITSEVPAAK
61 EEVKPTQTSV SQSTTVSPAS VAAETPAPVA KVAPVRTVAA PRVASVKVVT PKVETGASPE
121 HVSAPAVPVT TTSTATDSKL QATEVKSVPV AQKAPTATPV AQPASTTNAV AAHPENAGLQ
181 PHVAAYKEKV ASTYGVNEFS TYRAGDPGDH GKGLAVDFIV GKNOALGNEV AQYSTONMAZ
241 NNISYVIWQQ KFYSNTNSIY GPANTWNAMP DRGGVTANHY DHVHVSFNK

Figura 7 (SEC ID N°: 7)

1
61
121
181
241
301
361
421
481

GTTCCTGTGA
AGCGTTCCGG
ACAARTGCAG
ARAGAAAAMG
CCAGGTGATC
GGTAATGAAG
ATCTGGCAAC
AATGCAATGC
TTTAACAAR

CTACGACTTC
TAGCACAAAR
TAGCTGCACA
TAGCGTCAAC
ATGGTAAAGG
TTGCACAGTA
AAARGTTTTA
CAGATCGTGG

Figura 8 (SEC ID N°: 8)

ARCAGCTACA
AGCTCCAACKH
TCCTGAAAAT
TTATGGACTT
TTTAGCAGTC
CTCTACACAA
CTCARATACA
TGGCGTTACT

GACAGTARGT
GCAACACCGG
GCAGGGCTCC
AATGAATTCA
GACTTTATTG
AATATGGCAG
AATAGTATTT
GCCAACCATT

TACAAGCGAC
TAGCACAACC
AACCTCATGT
GTACATACCG
TAGGTAAMAR
CARAATAMCAT
ATGGACCTGC
ATGACCATGT

TGAAGTTAAG
AGCTTCAACA
TGCAGCTTAT
TGCAGGTGAT
CCAAGCACTT
TTCATATGTT
TAATACTTGG
TCACGTATCA

1 VPVETTSTAT DSKLOATEVK SVPVAQKAPT ATPVAQPAST TNAVAAHPEN AGLQPHVAAY
61 KEKVASTYGV NEFSTYRAGD PGDHGKGLAV DFIVGKNQAL GNEVAQYSTQ NMAANNISYV
121 IWQQKFYSNT NSIYGPANTW NAMPDRGGVT ANHYDHVHVS FNK
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Figura 9 (SEC ID N°: 9)
1

61
121

1021

Figura

1
61
121
181
241
301

ATGAARATGA
GCAAGTGTTC
ARAGGCTGATT
CTAAGCGTTA
ATTGCAGATA
AGTCATACTG
ACAGCTACTG
AATACAATTT
ACATATTCTT
AGTCANGCAG
GTTCCAGCAG
GTATCACCAG
AGAACTGTAG
GGTGCATCAC
ACAGACAGTA
ACAGCAACAC
AATGCAGGGC
GTTAATGAAT

10 (SEC ID N°:

MEMNKKVLLT
LSVISEAMSI
TATVDLKTHNQ
SOAARANEQVS
RTVAAPRVAS
TATPVAQPAS

ATAARMRGGT
AAGCACAAGE
TGGTAAAGCA
TTTCAGAAGC
TCAATCTTAT
CCACTTCAAT
TGGATTTGAA
CGGAAGGTAT
CTGCGCCAGC
CAGCTAATGA
CTAARAGAGGA
CTTCTGTTGC
CAGCCCCTAG
CAGAGCATGT
AGTTACAAGC
CGGTAGCACA
TCCAACCTCA
TCAGTACATA

10)

STMAASLLSV
DMNVLAKINN
VSVADQKVSL
TAPVKSITSE
VKVVTPRVET
TTNAVAAHDE

Figura 11 (SEC ID N°: 11)

1
61
121
181
241
301
61
421
481
541
601
661
721

GCAGCTAATG AACAGGTATC
GCTAARAGAGG AAGTTAAACC
GCTTCTGTTG CCGCTGAAAC
GCAGCCCCTA GAGTGGCAAG
CCAGAGCATG TATCAGCTCC
AAGTTACAAG CGACTGAAGT
CCGGTAGCAC AACCAGCTTC
CTCCAACCTC ATGTTGCAGC
TTCAGTACAT ACCGTGCAGG
ATTGTAGGTA AAAACCAAGC
GCAGCAAATA ACATTTCATA
ATTTATGGAC CTGCTAATAC
CATTATGACC ATGTTCACGT

Figura 12 (SEC ID N°: 12)

1
61
121
181
241

AANEQVSTAP VKSITSEVPA

BAPRVASVKV
DPVAQPASTTN
IVGKNQALGN
HYDHVHVSFN

VTPKVETGAS
AVAAHPENAG
EVAQYSTQONM
K

ASVQAQETDT
IADINLIYPE
NTISEGMTPE
VPAAKEEVKP
GASPEHVSAP
NAGLOPHVAA

ES 2381967 T3

ACTATTGACA
AACAGATACG
AGACAATAAA
AATGTCAATT
TTATCCTGAG
GAAAMATAGAR
AACCAATCAA
GACACCAGAA
TTTGAAATCA
ACAGGTATCA
AGTTARARCCA
CGCTGARACE
AGTGGCAAGT
ATCAGCTCCA
GACTGAAGTT
ACCAGCTTCA
TGTTGCAGCT
CCOTGCAGGT

AACAGCTCCT
ARCTCAGACG
ACCAGCTCCA
TGTTAAAGTA
AGCAGTTCCT
TAARGAGCGTT
AACAACARAT
TTATAAAGAA
TGATCCAGGT
ACTTGGTAAT
TGTTATCTGG
TTGGAATGCA
ATCATTTARAC

AKEEVEFPTQT
PEHVSAPAVE
LOPHVAAYKE
ARNNISYVIW

TCGACAATGG
ACGTGGACAG
TCATCATATA
GATATGAATG
ACAACACTGA
ACACCAGCAA
GTTTCTGTTG
GCAGCAACAM
AAAGAAGTAT
ACAGCTCCTG
ACTCAGACGT
CCAGCTCCAG
GTTAAAGTAG
GCAGTTCCTG
AAGAGCGTTC
ACAACAMATG
TATAAAGAAR
GATCCAGGTG

TWTARTVSEV
TTLTVTYDOK
AATTIVSPMK
TQTSVSQSTT
AVPVITTSTA
YREKVASTYG

GTGAAGTCGA
TCAGTCAGTC
GTAGCTARAG
GTCACTCCTA
GTGACTACGA
CCGGTAGCAC
GCAGTAGCTG
AAAGTAGCGT
GATCATGGTA
GAAGTTGCAC
CAACRAAAGT
ATGCCAGATC
AAR

SVSQSTTVSP
VTTTSTATDS
KVASTYGVNE
QOKFYSNTNS

26

KADLVKQDNK
SHTATSMKIE
TYSSAPALKS
VSPASVAAET
TDSKLQATEV
VNEFSTYRAG

CAGCTTCGCT
CACGTACTGT
CTGTGARATA
TCTTAGCAAR
CAGTAACTTA
CAARATGCTGC
CAGACCAARA
CGATTGTTTC
TAGCACAAGA
TGAAGTCGAT
CAGTCAGTCA
TAGCTAAAGT
TCACTCCTARA
TGACTACGAC
CGGTAGCACA
CAGTAGCTGC
AAGTAGCGTC
ATCATGEGTAA

TTACTTCAGA
AGTCAACAAC
TAGCACCGGT
AAGTAGAARC
CTTCAACAGC
ARAAAGCTCC
CACATCCTGA
CAACTTATGG
AAGGTTTAGC
AGTACTCTAC
TTTACTCARA
GTGGTGGCGT

ASVAAETPAP
KLQATEVKSV
FSTYRAGDPG
IYGPANTWNA

ATTATCAGTC
TTCAGAGGTA
TGGTGATACA
AATTARTAAC
CGATCAGAAG
TGGTCAAACA
AGTTTCTCTC
GCCAATGAAG
GCAAGCTGTT
TACTTCAGAA
GTCAACAACA
AGCACCGGTA
AGTAGARAACT
TTCAACAGCT
AARAGCTCCA
ACATCCTGAA
AACTTATGGA
AGGTTTAGCA

SSYTVKYGDT
TPATNAAGQT
KEVLAQEQAV
PAPVAKVAPV
KSVPVAQKAP
DPGDHGKGLA

AGTTCCAGCA
AGTATCACCA
AAGAACTGTA
TGGTGCATCA
TACAGACAGT
AACAGCAACA
AAATGCAGGG
AGTTAATGARA
AGTCGACTTT
ACAAMATATG
TACARATAGT
TACTGCCAAC

VAKVAPVRTV
PVAQKAPTAT
DHGKGLAVDF
MPDRGGVTAN



Figura 13 (SEC ID N°: 13)

481

GGTATGACAC
CCAGCTTTGA
AATGAACAGG
GAGGAAGTTA
GTTGCCGCTG
CCTAGAGTGG
CATGTATCAG
CAAGCGACTG
GCACAACCAG

CAGAAGCAGC
AATCAAARGA
TATCAACAGC
AACCAACTCA
AAACACCAGC
CAAGTGTTAA
CTCCAGCAGT
AARGTTAAGAG
CTTCAACAAC

Figura 14 (SEC ID N°: 14)
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AACAACGATT
AGTATTAGCA
TCCTGTGAAG
GACGTCAGTC
TCCAGTAGCT
AGTAGTCACT
TCCTGTGACT
CGTTCCGGTA
AAATGCAGTA

GTTTCGCCAR
CAAGAGCAAG
TCGATTACTT
AGTCAGTCAA
ARAGTAGCAC
CCTAARAGTAG
ACGACTTCAA
GCACAMAAAG
GCTGCACATC

TGAAGACATA
CTGTTAGTCA
CAGAAGTTCC
CAACAGTATC
CGGTAAGAAC
ARAACTGGTGC
CAGCTACAGA
CTCCARCAGC
CTGARAATGC

TTCTTCTGCG
AGCAGCAGCT
AGCAGCTAAR
ACCAGCTTCT

TGTAGCAGCC

ATCACCAGAG
CAGTAAGTTA
ARCACCGGTA
A

1 GMTPEAATTI VSPMKTYSSA PALKSKEVLA QEQAVSQAAA NEQVSTAPVK SITSEVPAAK
61 EEVKPTQTSV SQSTTVSPAS VAAETPAPVA KVAPVRTVAA PRVASVEVVT PKVETGASPE
121 HVSAPAVPVT TTSTATDSKL QATEVKSVPV AQKAPTATPV AQPASTTNAV AAHPENA

Figura 15 (SEC ID Ne°:

15)

AACCTCATGT TGCAGCTTAT AAAGARAARAG TAGCGTCAAL TTATGGAGTT
GTACATACCG TGCAGGTGAT CCAGGTGATC ATGGTAAAGG TTTAGCAGTC
TAGGTAARAA CCAAGCACTT GGTAATGAAG TITGCACAGTA CTCTACACAA
CARATAMACAT TTCATATGTT ATCTGGCAAC AAAAGTTTTA CTCAAATACA
ATGGACCTGC TAATACTTGG AATGCAATGC CAGATCGIGG TGGCGTTACT
ATGACCATGT TCACGTATCA TTTAACAAA

1 GCAGGGCTCC
61 AATGAATTCA
121 GACTTTATTG
181 AATATGGCAG
241 AATAGTATTT
301 GCCAACCATT

Figura 16 (SEC ID N°: 16)
1 AGLQPHVAAY KEKVASTYGV NEFSTYRAGD PGDHGRGLAV DFIVGKNQAL GNEVAQYST(Q
61 NMAANNISYV IWQOKFYSNT NSIYGEANTW NAMPDRGGVT ANHYDHVHVS FNK
Figura 17 (SEC ID N°: 17)
1 GGTAAARACC AAGCACTTGG TAATGAAGTT GCACAGTACT CTACACAAMA TATGGCAGCA
61 AATAACATTT CATATGTTAT CTGGCAACAA AAGTTTTACT CAAATACAAA TAGTATTTAT
121 GGACCTGCTA ATACTTGGAA TGCAATGCCAE GATCGTGGTG GCGTTACTGC CAACCATTAT
181 GACCATGTTC ACGTATCATT TAARCAAA
Figura 18 (SEC ID N°: 18)

1 GKNQALGNEV AQYSTQNMAA NNISYVIWQQO KFYSNTNSIY GPANTWNAMP DRGGVTANHY
61 DHVHVSFNK

Figura 19 (SEC ID N°: 19)
1 GTTATCTGGC AACAAAAGTT TTACTCAAAT ACAAATAGTA TTTATGGACC TGCTAATACT

61 TGGAATGCAA TGCCAGATCG TGGTGGCGTT ACTGCCAACC ATTATGACCA TGTTCACGTA
121 TCATTTAACA AA

Figura 20 (SEC ID N°: 20)
1 VIWQOKFYSN TNSIYGPANT WNAMPDRGGV TANHYDHVHV SFNK
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