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DESCRIPCION
Leucotoxina E/D como nuevo agente antiinflamatorio y microbicida
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a composiciones para uso en métodos de tratamiento y prevencién de infecciones por HIV.
Antecedentes de la invencion
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus ('S. aureus") es una bacteria que coloniza de forma comensal mas del 25% de la poblacion
humana. Es importante destacar que este organismo es capaz de romper su sitio inicial de colonizacién, resultando en
diseminacién bacteriana y enfermedad. S. aureus es la principal causa de infecciones nosocomiales, es el agente
etiolégico mas comun de la endocarditis infecciosa, asi como infecciones de la piel y de los tejidos blandos, y es una de
las cuatro principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos. En conjunto, S. aureus infecta a mas de 1.2
millones de pacientes por afio en hospitales de los Estados Unidos. La aparicion de cepas resistentes a los antibiéticos
(esto es, cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA)), incluidas las cepas resistentes a la vancomicina, un
antibidtico considerado como la ultima linea de defensa contra la infeccién por S. aureus de la enfermedad, pone de
manifiesto la amenaza de S. aureus para la salud humana. Estos hechos ponen de relieve la importancia de desarrollar
nuevas terapias contra este importante patégeno.

S. aureus produce un conjunto diverso de factores de virulencia y toxinas que permiten a esta bacteria neutralizar y
soportar el ataque de diferentes tipos de células inmunes, especificamente subpoblaciones de glébulos blancos que
constituyen el sistema de defensa primario del cuerpo. La produccién de estos factores de virulencia y toxinas permite a
S. aureus mantener un estado infeccioso (Nizet, "Understanding How Leading Bacterial Pathogens Subvert Innate
Immunity to Reveal Novel Therapeutic Targets," J. Allergy Clin. Immunol. 120(1):13 22 (2007)). Entre estos factores de
virulencia, S. aureus produce varias leucotoxinas de dos componentes, que dafian membranas de las células de
defensa del huésped y eritrocitos por la accion sinérgica de dos proteinas o subunidades no asociadas (véase
Menestrina et al., "Mode of Action of Beta-Barrel Pore-Forming Toxins of the Staphylococcal Alpha-Hemolysin Family,"
Toxicol. 39(11):1661-1672 (2001)). Entre estas leucotoxinas de dos componentes, la gamma-hemolisina (HIgAB y
HIgCB) y la leucocidina de panton valentine (PVL) son las mas caracterizadas.

La toxicidad de las leucocidinas frente a las células de mamifero implica la accion de dos componentes. La primera
subunidad se denomina subunidad de clase S (esto es, "eluida lentamente"), y la segunda subunidad se denomina
subunidad de clase F (esto es, "eluida rapidamente”). Las subunidades S y F actGan sinérgicamente para formar poros
sobre glébulos blancos incluyendo monocitos, macréfagos, células dendriticas y neutréfilos (colectivamente conocidos
como fagocitos) (Menestrina et al., "Mode of Action of Beta-Barrel Pore-Forming Toxins of the Staphylococcal Alpha-
Hemolysin Family," Toxicol. 39(11):16611672 (2001)). EI mecanismo por el cual las toxinas de dos componentes forman
poros en las membranas celulares diana no se entiende completamente. El mecanismo de accion propuesto de estas
toxinas implica la unién de la subunidad S a la membrana celular diana, muy probablemente a través de un receptor,
seguido por la union de la subunidad F a la subunidad S, formando de este modo un oligdmero que a su vez forma un
preporo que se inserta en la membrana de la célula diana (Jayasinghe et al., "The Leukocidin Pore: Evidence for an
Octamer With Four LukF Subunits and Four LukS Subunits Alternating Around a Central Axis," Protein. Sci. 14(10):2550
2561 (2005)). Los poros formados por las leucotoxinas de dos componentes son por lo general selectivos de cationes.
La formacion de poros causa la muerte celular a través de la lisis, que, en los casos de los glébulos blancos objetivo, se
ha reportado como resultado de un desequilibrio osmético debido a la afluencia de cationes (Miles et al., "The
Staphylococcal Leukocidin Bicomponent Toxin Forms Large lonic Channels," Biochemistry 40(29):8514 8522 (2001)).

El disefio de una terapia eficaz para tratar la infecciéon por MRSA ha sido especialmente desafiante. Ademas de la
resistencia a la meticilina y los antibidticos relacionados, también se ha encontrado que MRSA tiene niveles
significativos de resistencia a macrélidos (por ejemplo, eritromicina), combinaciones de inhibidores de beta-lactamasa
(por ejemplo, Unasyn, Augmentin) y fluoroquinolonas (por ejemplo, ciprofloxacina), asi como a la clindamicina,
trimetoprima/sulfametoxisol (Bactrim) y rifampina. En el caso de infeccion grave por S. aureus, los clinicos han recurrido
a la vancomicina por via intravenosa. Sin embargo, ha habido informes de resistencia de S. aureus a la vancomicina.
Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos farmacos antibiéticos que combatan eficazmente la infeccion por
S. aureus.

Receptor de quimiocina C-C Tipo 5

El receptor de quimiocinas C-C de tipo 5 (CCR5) es un miembro de la familia de receptores de beta quimiocinas
(Samson M et al., "Molecular Cloning and Functional Expression of a New Human CC-Chemokine Receptor Gene"
Biochemistry 35:3362 (1996)). Los ligandos normales para este receptor son RANTES, Miplb y Mipla (véase Samson,
supra and Gon W et al "Monocyte Chemotactic Protein-2 Activates CCR5 and Blocks CD4/CCR5 Mediated HIV-1
Entry/Replication," J. Biol. Chem. 273:4289 (1998)). CCR5 se expresa en un subconjunto de células T, macrofagos,
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células dendriticas, células asesinas naturales y microglia. Las células T CCR5" secretan citoquinas proinflamatorias y
son reclutadas a sitios de inflamacién. Por lo tanto, es probable que CCR5 juegue un papel en las respuestas
inflamatorias a la infecciéon y en condiciones patolégicas tales como enfermedades autoinmunes. CCR5 es también el
receptor de la cepa principal del HIV (Deng H et al., "Identification of a Major Co-Receptor for Primary Isolates of HIV-1,"
Nature 381:661-666 (1996)). En individuos infectados con el HIV, los virus que utilizan CCR5 son las especies
predominantes aisladas durante las primeras etapas de la infeccion viral, lo que sugiere que estos virus pueden tener
una ventaja selectiva durante la transmision o la fase aguda de la enfermedad. Ademas, al menos la mitad de todos los
individuos infectados s6lo albergan virus que utilizan CCR5 a lo largo del curso de la infeccion. Alrededor del 1% de los
europeos del Norte carecen de expresion CCR5 funcional, debido a una supresiéon de 32 pares de bases en este gen.
Los individuos con el alelo A32 de CCR5 son saludables, lo que sugiere que CCR5 es en gran medida dispensable. Sin
embargo, estos individuos tienen una resistencia muy fuerte a la infeccion por HIV (Liu R et al., "Homozygous Defect in
HIV-1 Coreceptor Accounts for Resistance of Some Multiply-Exposed Individuals to HIV-1 Infection," Cell 86:367-377
(1996)). De hecho, un paciente con AIDS que tenia leucemia mieloide fue tratado con quimioterapia para suprimir el
cancer, que mat6 a todas sus células T. A continuacion, el paciente se trasplanté con una sangre donante que tenia el
mutante de delecion CCR5 de 32 pb para restaurar el sistema inmunoldgico. Después de 600 dias, el paciente estaba
sano y tenia niveles indetectables de HIV en sangre y en tejidos cerebrales y rectales examinados (Hitter G et al.,
"Long-Term Control of HIV by CCR5 Delta32/Delta32 Stem-Cell Transplantation,” N. Engl. J. Med. 360:692-698 (2009)).
Se ha disefiado un nimero de nuevos farmacos experimentales contra el HIV, llamados inhibidores de entrada, que
interfieren con la interaccién entre CCR5 y HIV, incluyendo PRO140 Vicriviroc, Aploviroc y Maraviroc (Pfizer), de los
cuales este ultimo es actualmente un farmaco aprobado para la infeccién por HIV.

CCR5 también esta implicado en la inflamacion no controlada (Charo et al., "The Many Roles of Chemokine Receptors
in Inflammation,” N. Engl. J. Med. 354:610-621 (2006)). Esta asociacion se basa en el papel de este receptor de
quimiocina en el reclutamiento de leucocitos inflamatorios. En particular, CCR5 se expresa en un subconjunto de células
T efectoras que producen citoquinas proinflamatorias tales como interferon gamma (IFNg) e interleuquina-17 (IL-17),
que se enriquecen localmente durante la inflamacion. Por lo tanto, CCR5 esta siendo considerado como un objetivo
para amortiguar los trastornos inflamatorios, tales como la artritis reumatoide (AR), la enfermedad de Crohn (CD), la
aterosclerosis y la psoriasis, entre otros.

La presente invencioén estéa dirigida a superar estas y otras limitaciones en la técnica.
Resumen de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende una proteina Leucocidina E (LUkE) aislada, o
polipéptido de la misma, y una proteina Leucocidina D (LukD) aislada, o polipéptido de la misma para su uso en un
método para prevenir o tratar la infeccién por el virus de inmunoinsuficiencia humana (HIV) en un sujeto. Este método
implica administrar la composicién en una cantidad eficaz para prevenir o tratar la infeccion por HIV en el sujeto.

Como se demuestra en este documento, los solicitantes han encontrado que la leucotoxina de dos componentes de
Staphylococcus aureus, leucocidina E/D, media su citotoxicidad a través del receptor CCR5 en la superficie de los
leucocitos. La explotacion de esta interaccion con el receptor de la toxina tiene varias implicaciones terapéuticas. Debido
a su papel en la mediacién de la infectividad del HIV, una variedad de antagonistas de CCR5 que se estan probando en
ensayos clinicos como farmacos anti-HIV. El uso de la composicion que contiene LUKE y LukD para dirigir células
infectadas latentemente en individuos infectados con HIV representa una estrategia terapéutica superior en
comparacién con el antagonismo CCR5, porque el uso de esta toxina agotara todas las células positivas para CCR5,
eliminando asi las células HIV positivas. Una composicion que contiene LUKE y LukD también se puede administrar
profilacticamente para prevenir la transmision del HIV matando las células positivas para CCR5 que se requieren para la
transmision del HIV. Estos enfoques terapéuticos son nuevos porque erradicaran células del HIV o células susceptibles
a la infeccién por HIV en un sujeto.

Breve divulgacion de los dibujos

Las figuras 1A-1B ilustran que LUkE/D contribuye a la infeccion por S. aureus en un modelo de raton de infeccion
sistémica. La figura 1A demuestra que LUKE/D es critica para la muerte de ratones infectados sistémicamente con S.
aureus. La supervivencia de los ratones se monitorizé después de la inyeccién intravenosa con ~1X10" CFU con S.
aureus cepa Newman tipo salvaje, un mutante AlUKE/D, y la cepa AlUKE/D::plukE/D complementada. El nimero total de
ratones por grupo fue N=6. La significancia estadistica entre las curvas de supervivencia se determindé mediante la
prueba Log-rank (Mantel-Cox) (p < 0.0005). La figura 1B demuestra que LUKE/D es necesaria para la proliferacion de S.
aureus in vivo. La carga bacteriana se determin6 mediante la enumeracion de CFU bacteriana de los rifiones 96 horas
después de la infeccion como se describe para la figura 1A. La significancia estadistica se determiné mediante ANOVA
de 1 via con las comparaciones multiples de Tukey después del test (***, p < 0.0005).

Las figuras 2A-2B muestran que LUKE/D es tdxica para seleccionar lineas de células inmunes humanas. La figura 2A
demuestra que LUKE/D es selectivamente toxica para la linea celular de tipo monocito THP-1 y las células Hut de la
linea celular de tipo linfocito T. La citotoxicidad se determind mediante un ensayo de viabilidad celular donde las lineas
de células inmunes humanas se intoxicaron con diferentes concentraciones de una mezcla equimolar de LUkE + LukD
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(LUKE/D). La viabilidad celular se monitorizé 1 hora después de la intoxicacion usando CellTiter, donde las células
tratadas con medio se establecieron al 100% viables. Los resultados representan el promedio de muestras por triplicado
+ S.D. La figura 2B representa que LUKE/D mata a la célula Hut pero no a otras lineas celulares humanas de tipo
linfocito T. Las lineas de células indicadas fueron intoxicadas con diferentes concentraciones de una mezcla equimolar
de LUkE+LukD (LUkE/D) y la viabilidad celular fue monitorizada como en la figura 2A. Los resultados representan el
promedio de muestras por triplicado + S.D.

La figura 3 ilustra que el receptor de quimiocinas CCR5 es necesario y suficiente para hacer que las células de
mamifero sean susceptibles a la citotoxicidad mediada por LUKE/D. Las células Parental Jurkat (superior, izquierda) y
GHOST (inferior, izquierda) o estas células transducidas con un ADNc de CCR5 (Jurkat CCR5", arriba/derecha, GHOST
CCR5", inferior/derecha), fueron intoxicadas con LUkE, LukD o mezcla equimolar de LukE+LukD (LukE/D). Una hora
después de la intoxicacién, la viabilidad celular se monitorizé con CellTiter, donde las células tratadas con medio se
establecieron al 100% viables. Los resultados representan el promedio de muestras por triplicado + S.D.

Las figuras 4A-4C muestran que la citotoxicidad de LUkE/D frente a las células huésped estd bloqueada por los
inhibidores de CCR5. La figura 4A demuestra que el antagonista especifico de CCR5 bloquea potentemente la
citotoxicidad de LUKE/D frente a células CCR5". CCR5" Jurkats se preincubaron con diferentes concentraciones de
Maraviroc (MVC), Vicriviroc (VVC) o TAK-779 (TAK) durante 30 minutos seguido de intoxicacion con una mezcla
equimolar de LukE+LukD (LukE/D). Una hora después de la intoxicacion, el porcentaje de muerte se determind por
CellTiter, donde las células tratadas con medio + LUkE/D se fijaron a 100% de muerte celular. Los resultados
representan el promedio de muestras por triplicado + S.D. La figura 4B demuestra que los anticuerpos monoclonales
dirigidos frente a CCR5 inhiben la citotoxicidad de LUkE/D frente a células CCR5". CCR5" Jurkats se preincubaron con
los anticuerpos monoclonales indicados durante 30 minutos seguido de intoxicacion con una mezcla equimolar de
LUKE+LuUkD (LUKE/D. Una hora después de la intoxicacion, la viabilidad de las células se determind por CellTiter. Los
resultados representan el promedio de muestras por triplicado + S.D. La figura 4C demuestra que los ligandos de CCR5
inhiben la citotoxicidad de LUKE/D frente a las células CCR5". CCR5" Jurkats se preincubaron con solucién reguladora
(PBS, control negativo) o diferentes concentraciones de los ligandos indicados durante 30 minutos seguido de
intoxicacion con una mezcla equimolar de LUkE+LukD (LukE/D). Una hora después de la intoxicacion, la viabilidad de
las células se determind por CellTiter. Los resultados representan el promedio de muestras por triplicado + S.D.

Las figuras 5A-5C ilustran que el bloqueo de la unién de LUKE/D a la membrana plasmatica de células diana protege las
células de la citotoxicidad mediada por LUKE/D. La figura 5A demuestra que LUKE/D se une a las células huésped de
una manera dependiente de CCR5 y que esta union es potentemente inhibida por Maraviroc. Las células Jurkat (CCR5)
y CCR5" Jurkat (CCR5") se preincubaron con solucién reguladora o con Maraviroc (CCR5" + MVCQ seguido de
incubacién de una mezcla equimolar de una LUkE fundida proteina fluorescente verde con toxina LukD (G PLukE/D). La
unién de la toxina a la membrana plasmatica de las células se monitoriz6 mediante citometria de flujo. La figura 5B
demuestran que LukE/D forma poros en la membrana plasmatica de células CCR5", que son potentemente bloqueadas
por Maraviroc. Las células CCR5" Jurkat se preincubaron con Maraviroc (MVC) y posteriormente se intoxicaron con una
mezcla equimolar de LukE+LukD (LUkE/D) en presencia de bromuro de etidio. La formacién de poros se midié a lo largo
del tiempo mediante la monitorizacién de la incorporacién de bromuro de etidio. Los resultados representan el promedio
de muestras por triplicado + S.D. La figura 5C muestra que la formacion de poros por LUKE/D esta asociada con
hinchamiento celular, un efecto citopatico potentemente inhibido por Maraviroc. Las células CCR5" Jurkat se
preincubaron con solucién reguladora (NO MVC) o con Maraviroc (MVC) y posteriormente se intoxicaron con una
mezcla equimolar de LUkE+LukD (LUKE/D) en presencia de bromuro de etidio. Las células intoxicadas se controlaron
por luz (paneles superiores) y por microscopia de fluorescencia para determinar la captacién de bromuro de etidio. Se
muestran imagenes representativas.

Las figuras 6A-C muestran que LukE/D mata potentemente las células inmunitarias humanas primarias CCR5". La figura
6A demuestra que LUKE/D se dirige a linfocitos T humanos primarios de una manera dependiente de CCR5. Las células
T de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) de CCR5 de tipo salvaje y un donador A32CCRS se
expandieron in vitro y posteriormente se incubaron con medios (control negativo), una mezcla equimolar de LUKE+LukD
(LUKE/D) o con Maraviroc MVC) seguida de intoxicacion con una mezcla equimolar de LUkE + LukD (LukE/D). A
continuacion, las células se tifieron con un anticuerpo anti-CCR5 y un colorante de viabilidad antes del analisis por
citometria de flujo. Las figuras 6B-6C demuestran que LUKE/D es citotdxica frente a macréfagos humanos primarios
(Figura 6B) y células dendriticas humanas primarias (Figura 6C) y que Maraviroc protege potentemente estas células de
la citotoxicidad mediada por LUKE/D. Se incubaron macréfagos y células dendriticas con medios (control negativo), una
mezcla equimolar de LukE+LukD (LUkE/D) o con Maraviroc (MVC) seguido de intoxicacion con una mezcla equimolar de
LukE+LukD (LUKE/D). Una hora después de la intoxicacién, el porcentaje de muerte se determiné por citometria de flujo.

Descripcion detallada de la invencion

Proteinas LUkE aisladas apropiadas incluyen las derivadas de cualquier cepa de S. aureus. La secuencia de
aminoacidos de las proteinas LUKE de diversas cepas de S. aureus que son apropiadas para la composicion de la
presente invencion se muestran en la Tabla 1 a continuacién (esto es, SEQ ID Nos: 1-10). La SEQ ID NO: 11 de la
Tabla 1 es una secuencia de consenso LUKE que demuestra el alto nivel de identidad de secuencia a través de las
proteinas LUkE de diversas cepas de S. aureus. De acuerdo con lo anterior, en una realizacién de la presente invencion,
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la proteina LUKE aislada comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. En otra realizacion de la
presente invencién, la proteina LUKE aislada comprende una secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente 70-
80% de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 11, mas preferiblemente, aproximadamente 80-90% de similitud de
secuencia con SEQ ID NO: 11 y mas preferiblemente 90-95% de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 11 y mas
preferiblemente aproximadamente 95-99% de similitud de secuencia con la SEQ ID NO: 11.

En otra realizacion de la presente invencion, la composicion comprende un polipéptido aislado de LUkE. Los polipéptidos
LUkE apropiados tienen una longitud de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 aminoacidos. Mas
preferiblemente, los polipéptidos LukE tienen entre aproximadamente 100-200 aminoacidos de longitud, mas
preferiblemente entre aproximadamente 200-250 aminoacidos de longitud, y mas preferiblemente entre 250-300
aminoéacidos de longitud. Los residuos de aminoacidos N-terminales de la LUKE de longitud completa representan la
secuencia de secrecion/sefial nativa. De este modo, la forma secretada "madura” de LUkE esta representada por los
residuos de aminoacidos 29-311 en cada una de las SEQ ID NOs: 1-10 y SEQ ID NO: 11. Correspondientemente, los
residuos de aminoéacidos 1-311 en cada una de las SEQ ID NOs: 1-10 y SEQ ID NO: 11 se denominan la forma
"inmadura" de LUkE. De acuerdo con lo anterior, en una realizacién de la presente invencion, el polipéptido de LukE
comprende los residuos de aminoacidos 29-311 de SEQ ID NO: 11, los residuos de aminoéacidos 48-291 de SEQ ID NO:
11, los residuos de aminoacidos 29-301 de SEQ ID NO: 11, y aminoéacidos 48-301 de SEQ ID NO: 11. En cualquiera de
los casos, los polipéptidos de LukE apropiados también incluyen los polipéptidos que comprenden una secuencia de
aminoacidos que tiene aproximadamente 70-80% de similitud de secuencia, preferiblemente 80-90% de similitud de
secuencia, mas preferiblemente 90-95% de similitud de secuencia, y mas preferiblemente 95-99% de similitud de
secuencia con los residuos de aminoacidos 29-311 de SEQ ID NO: 11 0 48-291 de SEQ ID NO: 11.

Las proteinas LukD aisladas apropiadas incluyen aquellas proteinas derivadas de cualquier cepa de S. aureus. La
secuencia de aminoacidos de las proteinas LukD de diversas cepas de S. aureus que son apropiadas para la
composicion de la presente invencién se muestran en la siguiente Tabla 2 (esto es, SEQ ID Nos: 12-21). La SEQ ID NO:
22 de la Tabla 2 es una secuencia consenso de LukD que demuestra el alto nivel de identidad de secuencia a través de
las proteinas LukD de diversas cepas de S. aureus. De acuerdo con lo anterior, en una realizaciéon de la presente
invencion, la proteina LukD aislada comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22. En otra realizacién
de la presente invencién, la proteina LukD aislada comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
aproximadamente 70-80% de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 22, preferiblemente, aproximadamente 80-90% de
similitud de secuencia con SEQ ID NO: 22 y mas preferiblemente 90-95% de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 22
y mas preferiblemente aproximadamente 95-99% de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 22.

En otra realizacion de la presente invencion, la composicion comprende un polipéptido aislado de LukD. Los
polipéptidos de LukD apropiados tienen una longitud de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 aminoacidos.
Mas preferiblemente, los polipéptidos de LukD tienen entre aproximadamente 100-200 aminoacidos de longitud, mas
preferiblemente entre aproximadamente 200-250 aminoéacidos de longitud, y mas preferiblemente entre 250-300
aminoéacidos de longitud. Los residuos de aminoacidos N-terminales de LukD de longitud completa representan la
secuencia de secrecion/sefial nativa. De este modo, la forma segregada madura de LukD esta representada por los
residuos de aminoacidos 27-327 en cada una de las SEQ ID NOs: 12-21 y SEQ ID NO: 22. Correspondientemente, los
residuos de aminoacidos 1-327 de SEQ ID NOs: 12-21 Y SEQ ID NO: 22 se denominan como la forma "inmadura" de
LukD. De acuerdo con lo anterior, en una realizacién de la presente invencion, el polipéptido de LukD comprende los
residuos de aminoacidos 27-327 de la SEQ ID NO: 22. Alternativamente, el polipéptido de LukD de la presente
invencion comprende los residuos de aminoacidos 46-307, los residuos de aminoacidos 27-312 y los residuos de
aminoacidos 46-312 de SEQ ID NO: 22. En cualquier caso, los polipéptidos apropiados también incluyen aquellos
polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene aproximadamente 70-80% de similitud de
secuencia, preferiblemente 80-90% de similitud de secuencia, méas preferiblemente 90-95% de similitud de secuencia y
mas preferiblemente 95-99% de similitud de secuencia con los residuos de aminoacidos 27-327 de SEQ ID NO: 22,
residuos de aminoacidos de 46-307 de SEQ ID NO: 22, residuos de aminoéacidos de 46-312 de SEQ ID NO: 22, o
residuos de aminoacidos de 27-312 de SEQ ID NO: 22.
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Tabla 1 Alineacion de secuencia de S. Aureus

Cepa de 5. Aureus

MNewman MEFEEEMLAATLSVGLIARPLASPIQESRANTHIEN I GDGAEVIERTEDVES 50 SEQ ID Ho:l
MW2 HMEEFEMLAARTLSVGLIAFLASFIQESRANTHNIENIGDGAEVIKRTEDVSS 50 SEQ ID NO:d
UsE_300_FPRITET HMFEFEMLAARTLEVELIAPLASFIQESRANTHNIENIGDGAEVIKRTEDVSS S50 SEQ ID NO:3
COL MFEEKMLAATLSVELIAPLASPIQESRANTHIENIGDGAEVIKRTEDVSS 50 SEQ ID No:d
UsR_300_TCH1S516 MFEEKMLAATLSVGLIAPLASPIQESRANTNIENIGDGAEVIKRTEDWSS 530 SEQ ID NC:i5
M315 MEFERFMLAATLSVGLIAPLASPIQESRANTNIENIGDGAEWIKRTERVSES 50 SEQ ID HC:6
030 MEEEEMLAATLSVGLIAPLASPIQESRANTNIENIGDGAEVIKRTEDWSES 30 SEQ ID HG:7
M50 MEEERMLAATLSVGLIAPLASPIQESRANTNIENIGDGAEVIKRTEDVWESE 50 SEQ ID HO:rg
TCH_7T0 MFEEEMLAATLSVGLIARLASFIQESRANTHIENIGDGAEVIKRTEDVSS S0 SEQ ID NO:®
MESAL 3] MEEEEMLAATLSVGLIAPLASPIQESRANTNIENIGDGAEVIKRTEDVSS 50 SEQ ID NG:rl1d
B R
Secuencia consenso de LukE MEEREEMLAATLSVGLIAFLASPIQESRANTHIEMIGDGAEVIKRTEDVES 50 SEQ ID No:ll

Hewman KEWGY TN O DFVE DK E Y MK DALIVEMOGE INSRTIFS DVEGSGYELTE 100

Mw2 EEWGYTORY O DEVE DK E Y NE DAL TVEM MSRTSESOVEGSGYELTE 100
UER_300_FPRITET KEWGY TONVOFFVEDKEYNEDAL IVEMOGFINSRTSFS DVEGSGYELTE 100

COL KEWGVTONY QR DFVEDERYMEDALIVEMOGF INSRTSFSDVEGEGYELTE 100
US&_300_TCHLS51& KEWGY TR QP D FVEDE R YNEDALIVEMOGE INSETSFS CVEGEEYELTE. 100

M315 KEWGY TONVOFDFVEDEEYNKDAL IVKMOGFINSRTSFS DVEGSGYELTE 100

D3d KEWGVTONY OFDFVEDERYMEDALIVEMOGF INSRTEFSDVEGEGYELTE 100

Mia5a KEWGVT OV OFDFVEDERYMEDALIVEMOGE INSRTEFS LAVRGEGYELTE. 100

TCH_70 KEWGVT ORGP DFVEDERYMEDALIVEMOGE INSRTSFSDVEGSGYELTE 100

MESA131 EEWGVTONVOFDFVEDERYMEDALIVEMOGE INSRTEFSDVKGEGYELTE. 100

Secuencia consenso de LukE

Hewman

M2
Usa_300_FFR3TS7
oL

Msa 300 TCH1IS1G
Nils

a4

Mub0

TCH 70

MRSR131

Secuencia consenso de LukE

Newmarn

M2

Usd 300 FPR3ITST
coL

USE 300 TCHLS1E
M3ils

34

MuhQ

TCH 70

MESR131

Secuencia consenso de LukE

Hewman

M2

Usa 300_FPR3TSY
COL

R e R e R R

EEWGY TONVOFDFVEDEE Y NEDALIVEMOGE INSRTSES DVEGSGYELTE

FMIWPFOYNIGLTTEDEN VS LINYLFENKIETTDVGOTLEYNIGGH FOSE
BMIWEFOYNIGLTTEDENVSLINYLFENKIETTDVGOTLG YN IGGN PSR
EMIWEFOYNIGLTTEDEN VS LINYLEENKEIETTIVGOTLG YN IGGN FOSA
RMIWEFOYNIGLTTEOENYSLINYLERKNEIETTIVGOTLGYNIGGEN FOSA
EMIWEROYNIGLTTERENVSLINYLEENKEIETTDVGOTLGYN T GG POSE
BMIWEFOYNIGLTTEDENVESLINYLFENKIETTDVGOTLG YN IGGH FOSE
RMIWEFCYNIGLTTEDENVELINYLFENKIETTDVGOTLG YN IGGH QSR
EMIWEFOYNIGLTTEDEN VS LINYLEFENEIETTIVGOTLGY N IGGN FOSA
EMIWEPFOYNIGLTTEDEPNVSLINYLEFENKIETTDVGOTLGYNIGGN PSR
RMIWEFOYNIGLTTEDENVSLINYLPENKIETTIVGOTLOYNIGGH FOSR

EX AR ERTEEN AR ENA A EN AL ENA R EN AR ENARENA R EN AR EXA TR EN LR

BMIWEPOINIGLTTEDENYSLINTLPENR LETTDVGOTLGYN LGGN 'OSA

PSIGGMGSFNY SKETISY TOESYVEEVDEON SESVEWGVEANEFVTPLGER
PSIGGHNGSFNY SETISY TOES Y VSEVDEON SKSVEWGVEANEFVTPDGER
PETGGMNGEFNY SETT SY TOES YVSEVDEQNSESVERNGVEANEFVTFLGEE
PEIGGHNGSFNY SKTISY TOESYVESEVDEQN SESVEWGVEANEFVT FLGEE
PSIGGMGEFNY SKT IS Y TOESYVSEVDEONSESVEWGVEANEFVTPLGER
PS5 IGGMGSFNY SKT ISY TOKSYVEEVDEQN SKSVEWGVEANEFVT PLGER
PEIGGNGEFNY SKT IS Y TORS YV SEVDRONSKS VEWNGVEANEFVTPLGKER
PEIGGNGESFNY SETT SY TOES YWVSEVDEQN SESVERNGVEANEFVTFDGEE
PSIGGEHMGSFNY SKETISYTOES YVSEVDEON SESVEWGVEANEFVTPLDGER
PSIGGEHNGEFNY SET I SY TOK S YVEEVDEON SKSVEWGVEANEFVTPDGEER
R

PSIGGNGEFNY KT I 3 Y TORS Y VEEVDRQN SESVEWGVERARNEFVTFDGER

SAHDRY LEVOSPNGPTGSAREY FRPDNQLPFLVQSGFNPEFITTLSHERG
SAHDRYLEVOSPNGEFTGSAREY FREPDNQLEELVOSGEFNESFITTLSHEEG
SEHDRYLEVOSPHNGFTGSAREY FAPDNOLEFEFLVOSGFNPEFITTLSHEEG
SAHODRYLEVOSPNGPTGSAREYFAPDNOLPPLVOSGFNPEFITTLSHEEG

150
130
150
150
1540
150
1540
154
150
150

Z00
200
200
200
200
204
200
200
Z00
00

2540
250
250
2540



USE 300 TCHISLE
N3ls

034

Mu 50

TeH 70

MRSZ131

Secuencia consenso de LukE

Newman

M2

UsA 300 FPR3TST
0L

05& 300 _TCH1S16E
H3il5

D3

Musd

TCH 70

MESAR131

Secuencia consenso de LukE

MNewman

M2

Usa 300 _FPRITRY
COL

Usa 300 _TCH1S1le
M35

D3d

MuS0

TCH_70
MRSA131

Secuencia consenso de LukE
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SAHDRYLEVOSPNGETGSAREY FAPDHQLEFLVOSGFNESFITTLSHERG
SAHDRYLEVOSPNGFTGSAREY FAPDNOLPPLVOSGFNESFITTLSHEEG:
SAHDRYLEVOSPNGPFTGSAREY FAPDNQLEFFLVOSGFNFESFITTLSHERG
SAHDRY LEVOSPNGPTGSAREY FAPDNQLEPLINQSGFNEEFI TTLSHERG
SAHDRYLEVOSPNGFTGSAREY FRPDMNOLEFFLVOSGFNFSFITTLSHERG
SAHDRYLEVOSPNGPTGSAREY FAPDNQLEFLVQSGFNESFITTLSHEEG

skt T hk bkt r A b s b b A A A bbb e A bt e A bb e d b r b b s hh bAoAk

SAHDRYLEVO S PNGFTGSARET FAPDNQLEFFLYOSGFNESFITTLSHER:

S5DTSEFEISYGRMLDITYATLFPRTGIYAERKHNAFVHENEVVRYEVHIN
SEDTSEFEISYGENLDITYATLFFETGI Y AEEKHNAFVHNENEYVVEYEVNN
FEDTSEFEISYGRNLDITYATLFFRETGI Y AERKHNAFVHENEFYVRY EVHW
SSDTSEFEISYGRNLDITYATLEPRTGIYAEREHNAFYVNENEVVRYEVHNR
S5DTSEFEISYGRNLDITYATLFPRTGIYAERKHNAFVHNENEVVRYEVNIN
SEDTSEFEISYGRNLDITYATLFPRTGIYAERKHNAFVHENFVVREYEVHNN
SEDTSEFREISYGRNLDITYATLFPRTGI Y AEREHNAFVNENEVVREYEVNW
SSDTSEFEISYGRENLDITYATLFPRTGI YAERKHNAFVHENEVVREYEVHRW
SEDTSEFEISYGRNLDITYATLFPRTGIYAERKHNAFVNENFVVRYEVHR
SEDTSEFEISYGRNLDITYATLFPETGIYAERKHNAFVHENEVVEYEVNW

T B e T e A S e A R R A e

SEDTSEFREISYGRNLDITYATLFPRTGI Y AEREHNAFVNENEVVREYEVNW

ETHEIEVEGHN 311
ETHEIEVEGHN 311
ETHEIEVEGHN 311
KTHEIEVEGHN 311
KETHEIEVEGHN 311
ETHEIEVEGHN 311
KTHEIEVEGHN 311
ETHEIEVEGHN 311

ETHEIKVEGHN 311
ETHEIEVEGHN 211

LR R R R

ETHEIEVEGHN

—* Representa el inicio de |a proteina LukE segregada

250
250
250
250
250
250

00
2040
200
oo
300
3040
200
200
00
300
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Tabla 2 Alineacion de secuencia de aminoacidos LukD

—_—
MNewman MEMEELVESSVASSTALLLLSNTVDRRQHIT PVSEKKVDDEITLYKTTAT 50 SEQ ID No:12
w2 MEMEKLVESSVASSIALLLLSNIVDAROQHIT PVSEEKYDDEITLYKTTAT 50 SEQ ID NO:13
USP:._:'IEIEI_PPE.TTET MEMEELVESSVASSIALLLLSNTVDRRQHITPVSEKEYDDEITLYETTAT 50 SEQ ID HO:14
COL MEMEELVESSVASSIALLLLENIVDAAQHITPVSEKEVDDEITLYKTTAT 50 SEQ ID MO:15
USP._:'IDI:I_TE'['['_SLE MEMKELVESSWASSIALLLLINTVORRQHITPVSEKEYDDKITLYETTAT 50 SEQ ID NO:1g
MEZR131 MEMKELVESSWASSTALLLLENTVDARQHIT PVESEEEVEDE I TLYETTAT 50 EEQ ID NO:17
TCH_70 MEMKELVESSWVASSIALLLLENIVDARQHIT PVSEEKKYDDEI TLERTTAT 50 SEQ ID HO:18
30 MEMKELVESSWASSTALLLLENTIVDARQHIT PVEEEEVLDEI TLYERETTAT 50 SEQ ID NO:19
MN313 MEMKEELVESSVASSTALLLLANTVDARQHIT PVSEKEVLDEI TLYETTAT 50 SEQ ID NO:z20
M3 MEMEELVESSWASSTALLLLSNTVDARQHIT PVSEEEVDDE I TLYETTAT 50 SEQ ID HO:z21

R A R

Secuencia consenso de LukD MEMKELVESSVASSIALLLLSNTVDARQHITEVSEKEVDDEITLYRTTAT 50 SEQ ID NO:Z2

Hewman ACHDKLNISQILTENF [KDES Y DEDTLVLEKAAGH INSGYKEFPNFRDYNYS 100
Mw2 SONDELNISQILTENF IKDES Y DEDTLYLEARGH INSGYREPNFRDYNYS 100
USE_300_FPRITSHT SOHDKLNISQILTENF IKDES YDEDTLYLKARGH IKSGYRKPNERDYNYS 100
CoL SDHDKLNISQILTENF IKDES YDEDTLVLKAACGH INSGYKKPNPEDYNYS 100
USE_300_TCH1SLG SDHDKLNISQILTENF IKDES YDEDTLVLEAAGH INSGYKKPNEEDYNYS 100
MR3A1E1 SDHNDKLNISQILTFNF IKDES YDEDTLYLKARGHIKSGYKKPNEEDYNYS 100
TCH 70 SDNDELNISQILTFNEIKDESYDEDTLVLEARGNINSGYEEFNPEDYNYS 100
Daaq SDNDELNISOILTFNEIRKDESYDEDTLVLEARGNINSCGYEKFNPEDYNYS 100
N3ils SDNDELNISOILTFNEIRDEEYDEDTLVLEAAGN INSGYEREFNFEDYNYS 100
M50 SONDELNISOILTFNFIEDESYDEDTLVLEARGNINSGYEEENPEDYNYS 100

whA AT A A AR A A A e A A s R AR s AR e AR e A A e R A e R A e b AR e

Secuencia consenso de LukD SDNDELNISQILTFNEIKDESYDEDTLVLEARGNINSGYKEFNPEDYNYS

Mewman OFYHGGHYNVS VS SESHDAVNVYDY A PENONEEFOVOOTLEY SYGGDIND 150
MW2 OFYWGCK YNV SV S SESHDAVNVVDY APENONEEFOVOOTLGY SYGEDINT 150
USA 300 FPRITST QFYWGCKYNVS VS SESNDAVNYYDY A PENONEEFOVQOTLGY SYGEDIND 150
oL OFYWGEE NSV SESNDAVNYYDY APENONEEFQVOOT LEY SYGGDINTD 150
USA 300 TCHIS1E OFTAGGEYNVE VS SESNDAVNVYDY APENONEEFOVOOTLEY SYGGDINT 150
MRSR131 OFYHGGHYNVS VS SESHDAVNYYDY A PENONEEFOVOOTLEY SYGGDIND 150
TCH_ 70 OFYWGEK YNV SVS SESHDAVNYVDYAFKNONEEFOVOOTLGY SYGGDINT 150
Dad QFYWEEKYNVSVS SESNDAVNYVDYAPKNONEEFOVOOTLGY SYGEDINT 150
Nil5 OFYAGGHYNVS VS SESNDAVNVYDY A FENONEEFOVOOTLEY SYGGDIND 150
Mus0 OFYHGGHYNVSVS SESHDAVNYYDY A PENONEEFQVOQTLEYSYGEDINT 150

TRk ETA bt A A At r A A b A A At r A Ak s A At A kb s A AR s A A b A AR s A oh b ow oA

Jecuencia consenso de LukD QFYRGGE Y NVSYSSESNDAVNYYDY APENONEE FQVOOT LEY ST GGDINT

Newimearn SNGLSGGLNGSKESFSETINYEQESYRTTIDRETNHES IGWGVEAHKIMNN 200
MW2 SNGLSGELNGSESFSETINYEQESYRTTIDRETNHES IGWGVEAHEIMNN 2040
U5A_300_FPR3ITST SNGLEGELNGSKSFSETINYEQESYRTTIDRETNHES IGWGVERHEIMEN 200
oL SHGLEGGLNGEKSFEETINYECGESYRTTIDRETHNHES IGWEVERHEIMHEN 200
U5a_ 300 _TCH1S1E SNGLSGELNGSESFSETINYEQESYRTTIDRETHHESIGWGVEAHKEIMNN 200
MRESRM131 SNGLSGELNGSKSFSETINYEQESYRTTIDRKTNHES IGWGVEAHEIMNN 2040
TCH 70 ANGLEGGLNGSESFESETINYEQESYRTTIDRETNHES IGWGVERHETMMNN 200
Do SHGLSGGLNGSESPSETINYEQESYRTITIDRETNHES IGHGVERHEIMNEN 200
H3ils SNGLSGGLNGSESFSETINYEQESYRTTIDRETNHES IGWGVEAHEIMNN 2040
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Mu 50 SNGLSGGLNGSKSFSETINYEQESYRTTIDRETNHES IGHGVERHEIMNN 200

TR U EFA A AT A A AT A AT b s b rd A b v b s bbb e sk sdhd v

Secuencia congenso de LukD SNGLSEGLNGSKSFSETINYKQESYRTTIDRETNHES [GWGVEAHE IMNN

Mewman GWGPYGERDSYDPTYGHNELFLGGROS 5 SNAGONFLETHOMPLLARGNFNFE 250
MWz GWGPYGROSYDFTYGNELFLGGROSS SNAGONFLFTHOMPLLARGNFREE 2540
nsa 300 _FPR3ITS7 GWEFYGROSYDPTYGHELFLGGROES SNAGCHNFLETHOMPLLARGNFNEE 2540
oL - GWGPYGRDSYDPTYGHELFLGGROSS SHAGDNFLEFTHOMPLLARGNFHEPE 2540
D5& 300 _TCH1S1G GHWGPYGRDSYDPTYGHELFLGGROS S SHAGONFLPTHOMPLLARGHFHFE 250
MRS5R131 GWGPYGRDSYDPTYGHNELFLGGROS5 SNAGONFLETHOMPLLARGNFNFE 250
TCH_T0 GWGEPYGROSYDPTYGNELFLGGROSS SNAGONF LETHOMPLLARGNFHEE 250
30 GWGPYGRDSYDPTYGNELFLGGROSS SNAGONF LFTHOMPLLARGNEFNEPE 250
N3il5 GWGPYGRDSYDPTYGHELFLGGROSS SHAGDNFLEFTHOMPLLARGNFHEPE 2540
Mu 50 GWGPYCERDSYDPTYGHNELFLGEROS5SNAGONFLETHOMPLLARGHFNEE 250
R X

Secuencia conzen=o de LukD GWEPYGROSYDPTYGNELPLGGROEISNAGDNE LEFTHOME LLARGN FHNEE

Newman FISVLSHEONDTERSKIEVTYOREMDREY THOWNELHWVGHNYKRONTVTE 304
MWz FISVLSHKEQNDTEESKIEVTYQREMDEY THOWNELHWVGNNY ENONTVTE 304
nga 300 FPR3ITHY FLSVLSHEOQNDTEESKIEVTYOREMDREY THOWNELEHWWVGNNY KNOQNTYTE 3040
CoL - FISVLSHEQNDTEESEIEVTYOREMDEY THOWNELEWVGHNYENQNTVTE 300
UsA 300_TCH1S16 FISVLSHEQNDTEESKEIEVTYOREMDEY THCWHELEWVGNNYENQNTVTE 3040
ME5R131 FISVLSHEONDTERSKIEVTYOREMDRY THOWNELEHWVGHNYKRONTVTE 304
TCH 70 FISVLSHEQNDTEESEIRVTYOREMDRY THOWNELHWVGHNNYENQNTVTE 3040
D30 FISVLSHEQNDTEESKIEVTYOREMDEY THOWNELHWVGHNYENON TVTE 3040
Mil5 FISVLSHEQNDTEESEIEVTYOREMDEY THOWNRELEWIGHNNYENQNTVTE 3040
Mu3d FISVLEHEONDTEESKIEVTYQREMDRI THNOWNRLEWIGNNYENQNTVTE 3040

L R R R e R R R R R RS R R R EE R R  E R R R S S SRR R

Secuencia consenso de LukD FISVLSHEONDTEESKIEVTYQREMDREY THOWNE LEHWEGHNRYENONTVT

MNewman TETYEVDWONHTVELIGTDSKETNEGY 327
MWz TSTYEVDWONHTVELIGTDSEETNEGY 327
ISE_ECG_FPRH?ST TSTYEVDWONHTVELIGTDSEETNEGY 327
ZOL TETYEVDWONHTVELIGTDSEETNERGY 327
ISE_HC&_TCHIEZE TSTYEVDWONHTVELIGTDSEETNEGY 327
MESA131 TETYEVDWONHTVELIGTDSKETNEGY 327
TCH 70 TSTYEVDWONHTVELIGTDSEETNRGY 327
D30 TETYEVDWONHTIVELIGTDSKETNEGY 327
H315 TETYEVDWONHTVELIGTDSEETNRGY 327
Musi TSTYEVDWONHTVELIGTDSEETNEGY 327
R E R E S EEE I EEEEEEEEEE R EEE X R
Secuencia consenso de LukD TSTYEVDWONHTVELIGTDSEETNEGY

—_— Representa el inicio de 1a proteina LukD segregada

De este modo, a menos que se indique lo contrario, tanto las formas inmaduras como las maduras de LukE nativo y
LukD, y las secuencias que tienen menos del 100% de similitud con LUkE nativa (esto es, secuencias nativas y analogos
por igual, denominados colectivamente en este documento "LUKE" y "LukD") se pueden utilizar en los métodos de la
presente invencion.

Las proteinas LUKE y LukD y los polipéptidos de la invencién pueden diferir de los polipéptidos nativos designados como
SEQ ID NOS: 1-11 y 12-22 respectivamente, en términos de una o mas inserciones, sustituciones o deleciones
adicionales de aminoacidos, por ejemplo, uno o mas residuos de aminoacidos dentro de SEQ ID NOS: 1-22 pueden
estar sustituidos por otro aminoacido de una polaridad similar, que actia como un equivalente funcional, dando como
resultado una alteracion silenciosa. Es decir, el cambio relativo a la secuencia nativa no disminuiria apreciablemente las
propiedades bésicas de LUKE o LukD nativo. Cualquiera de dichos analogos de LUKE o LukD puede ser detectado de
acuerdo con los protocolos descritos en este documento (por ejemplo, el ensayo de toxicidad celular y el ensayo de
dafio a la membrana) para determinar si mantiene actividad de LUkE o LukD nativa. Las sustituciones dentro de estas
leucocidinas se pueden seleccionar entre otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoé&cido. Por ejemplo, los
aminoacidos no polares (hidr6fobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Los amino&cidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y glutamina.

9
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Los aminoéacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos cargados
negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico.

En otras realizaciones, se pueden hacer alteraciones no conservadoras (por ejemplo, una o sustituciones, deleciones
y/o adiciones de aminoacidos) con el fin de aumentar la selectividad y/o actividad de LUkE y/o LukD. Las LUkE y LukD
modificadas se pueden utilizar en las composiciones terapéuticas descritas en este documento. Las alteraciones
moleculares se pueden realizar por métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo la extension del cebador en una
plantilla de plasmido usando plantillas de cadena sencilla (Kunkel et al." Proc. Acad. Sci., USA 82:488-492 (1985)),
plantillas de ADN de cadena doble (Papworth et al., Strategies 9(3):3-4 (1996)), y por clonacién PCR (Braman, J. (ed.),
IN VITRO MUTAGENESIS PROTOCOLS, 2nd ed. Humana Press, Totowa, N.J. (2002)). En este documento, se
describen los métodos para determinar si una alteracion molecular dada en LUKE y LukD altera la citotoxicidad de
LUkE/D.

En una realizacién preferida de la presente invencion, se utiliza una preparacion LUkE/LukD altamente purificada. Los
métodos de purificacion de las toxinas LUKE y LukD son conocidos en la técnica (Gravet et al., "Characterization of a
Novel Structural Member, LUKE-LukD, of the Bi-Component Staphylococcal Leucotoxins Family," FEBS 436: 202-208
(1998)). Como se utiliza en este documento, la proteina o polipéptido "aislado" se refiere a una proteina o polipéptido
gue ha sido separado de otras proteinas, lipidos y acidos nucleicos con los que esta naturalmente asociado. La pureza
se puede medir por cualquier método estandar apropiado, por ejemplo, por cromatografia en columna, electroforesis en
gel de poliacrilamida, de analisis HPLC. Una proteina o polipéptido aislado de la invencién se puede purificar a partir de
una fuente natural, producida por técnicas de ADN recombinante, o por métodos quimicos.

Las composiciones terapéuticas para uso de acuerdo con la presente invenciéon se preparan formulando LUkE y LukD
con un portador farmacéuticamente aceptable y opcionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable. Como se
utiliza en este documento, los términos "portador farmacéuticamente aceptable" y "excipiente farmacéuticamente
aceptable" (por ejemplo, aditivos tales como diluyentes, inmunoestimulantes, adyuvantes, antioxidantes, conservantes y
agentes solubilizantes) no son toxicos para la célula o mamifero que se expone a las dosificaciones y concentraciones
utilizadas. Ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables incluyen agua, por ejemplo, estandarizada con
fosfato, citrato y otro acido organico. Ejemplos representativos de excipientes farmacéuticamente aceptables que
pueden ser Utiles en la presente invencién incluyen antioxidantes tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina o
inmunoglobulinas; adyuvantes (seleccionados para evitar la toxicidad inducida por el adyuvante, tal como un -glucano
como se describe en la Patente de los Estados Unidos 6,355,625 de Pavliak et al., o un factor de estimulaciéon de
colonias de granulocitos (GCSF)); polimeros hidrdéfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina,
glutamina, asparagina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa
o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes de azlcar tales como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sales tales como sodio; y/o surfactantes no iénicos tales como TWEEN®, polietilenglicol (PEG) y
PLURONICS®.

Las composiciones terapéuticas para uso de acuerdo con la presente invencibn se pueden preparar para
almacenamiento mezclando el(los) ingrediente(s) activo(s) que tiene(n) el grado deseado de pureza con el portador
farmacéuticamente aceptable y el excipiente opcional y/o agente activo adicional, en forma de formulaciones liofilizadas
o0 soluciones acuosas.

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende una proteina LUKE aislada, o polipéptido de la
misma, y una proteina LukD aislada, o polipéptido de la misma para uso en un método de prevencion o tratamiento de la
infeccion por virus de inmunoinsuficiencia humana (HIV) en un sujeto. Este método implica administrar la composicion
en una cantidad eficaz para prevenir o tratar la infeccién por HIV en el sujeto.

Una composicion apropiada para administracion a un sujeto para tratar la infeccion por HIV contiene tanto proteinas
LukE como LukD o polipéptidos que retienen la unién al receptor y la funcion citotoxica de las proteinas LUkKE o LukD de
longitud completa. Una composicion apropiada para la administracion a un sujeto para prevenir la infeccion por HIV
contiene proteinas LUKE y LukD o polipéptidos que retienen la funcionalidad de unién al receptor y retienen la
citotoxicidad. En otra realizacién de la presente invencion, las proteinas LUKE y LukD conservan la funcién de union al
receptor, pero no son citotoxicas o tienen una citotoxicidad reducida.

De acuerdo con este aspecto de la invencién, las proteinas y polipéptidos LUKE y LukD apropiados incluyen los
descritos supra. Este aspecto de la invencion se basa en el descubrimiento de los solicitantes de que LUKE/D se une al
receptor de CCR5 de leucocitos, que media la entrada y la infectividad de las células del HIV. La unién de LUkE/D a
CCR5 media la citotoxicidad de LUKE/D. Por lo tanto, cuando se trata un sujeto que tiene HIV, las proteinas LUKE y LukD
o los polipéptidos de la composicién se unen al receptor CCR5 y causan la muerte celular de todas las células positivas
para el HIV. Este método de tratamiento es superior a las estrategias terapéuticas actuales del HIV porque el
tratamiento con LUKE/D agotara selectiva y especificamente todas las células positivas para CCR5 y, por tanto, todas
las células positivas para el HIV en un sujeto.
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Cuando se administra la composicion LUKE/D usada de acuerdo con la invencién para prevenir la infeccion por HIV en
un sujeto, las proteinas o polipéptidos LUKE y LukD se modifican preferiblemente para reducir la citotoxicidad como se
describe supra y/o para mejorar la unién al receptor LUKE/LukD. De acuerdo con lo anterior, la composicidon puede
comprender una proteina o polipéptido de LUKE o LukD modificado que conserva al menos una similitud de secuencia
del 70% con SEQ ID NOs: 11 y 22, respectivamente. Preferiblemente, las proteinas o polipéptidos LUKE y LukD de la
invencion conservan al menos un 80% de similitud de secuencia con SEQ ID NOs: 11 y 22, respectivamente. Mas
preferiblemente, las proteinas o polipéptidos LUKE y LukD de la invencién conservan al menos 90% de similitud de
secuencia con SEQ ID NOs: 11 y 22, respectivamente. Mas preferiblemente, las proteinas o polipéptidos LUKE y LukD
de la invencién conservan al menos una similitud de secuencia del 95% con SEQ ID NOs: 11 y 22, respectivamente.

Las composiciones terapéuticas utilizadas de acuerdo con la presente invencién se pueden administrar como parte de
una terapia de combinacion junto con otro agente anti-HIV. De acuerdo con lo anterior, la composicion que comprende
una proteina LUKE aislada, o polipéptido de la misma, y una proteina LukD aislada, o un polipéptido de la misma pueden
comprender o administrarse en combinacidn con uno 0 mas agentes antivirales u otros agentes utiles en el tratamiento
del HIV. Los agentes antivirales apropiados incluyen inhibidores nucleésidos de la transcriptasa inversa, inhibidores no
nucledsidos de la transcriptasa inversa e inhibidores de la proteasa. Mas especificamente, agentes antivirales
apropiados incluyen, sin limitacion, zidovudina, lamivudina, zalcitabina, didanosina, estavudina, abacavir, adefovir
dipivoxil, lobucavir, BC H-10652, emitricitabina, beta-L-FD4, DAPD, lodenosina, nevirapina, delaviridina, efavirenz ,
PNU-142721, AG-1549, MKC-442, (+)-calanolida A y B, saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, lasinavir, DMP-450,
BMS-2322623, ABT-378, amprenavir, hidroxiurea, ribavirina, IL-2, IL-12, pentafusida, Yissum No. 1 1607 y AG-1549.

Para los propoésitos de este y otros aspectos de la invencion, el “sujeto” objetivo abarca cualquier animal,
preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ser humano. En el contexto de administrar una composicion de la
invencion con fines de prevencion de la infeccién por HIV en un sujeto, el sujeto diana abarca cualquier sujeto que esté
en riesgo de ser infectado por el HIV. En el contexto de la administracion de una composicion de la invencion con fines
de tratar la infeccion por HIV en un sujeto, el sujeto diana abarca cualquier sujeto infectado con HIV.

En el contexto de composiciones terapéuticas utilizadas de acuerdo con la presente invencion para tratar una infeccion
por HIV, una cantidad terapéuticamente eficaz de LUKE y LukD es aquella cantidad capaz de conseguir una reduccion
en los sintomas asociados con la infeccion, una disminucion en la gravedad de al menos un sintoma, una disminucion
de la carga viral del sujeto, y preferiblemente una erradicacion completa del virus del sujeto.

Las cantidades terapéuticamente eficaces de una composicion LUKE y LukD se pueden determinar de acuerdo con
procedimientos estandar, que tienen en cuenta numerosos factores, incluyendo, por ejemplo, las concentraciones de
estos agentes activos en la composicion, el modo y la frecuencia de administracion, la gravedad de la infeccién por HIV
que se va a tratar (o prevenir) y los detalles del sujeto, como la edad, el peso y la salud general y la condicién inmune.
Por ejemplo, en the International Conference on Harmonization and in REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES
(Mack Publishing Company 1990), se puede encontrar una orientacion general. Un médico puede administrar una
composicion que contiene proteinas LUKE y LukD o polipéptidos, hasta que se alcance una dosificacion que proporcione
el efecto profilactico o terapéutico deseado o requerido. El progreso de esta terapia se puede monitorear facilmente
mediante ensayos convencionales.

Las composiciones terapéuticas utilizadas de acuerdo con la presente invencion se pueden administrar en una dosis
Unica, o de acuerdo con un protocolo de dosificacion mdltiple. Por ejemplo, en un protocolo de dosificacién multiple, la
composicion terapéutica se puede administrar una o dos veces al dia, semanal 0 mensualmente dependiendo del uso y
la gravedad de la afeccidn que se esta tratando. Se pueden seleccionar y ajustar diferentes dosificaciones, tiempos de
dosificacion y cantidades relativas de la composicion terapéutica por un experto en el arte. Los modos de administracion
de las composiciones terapéuticas utilizadas de acuerdo con la presente invencion se describen infra.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion LUkE/LukD es la cantidad necesaria para obtener resultados
beneficiosos o deseados. Una cantidad terapéuticamente eficaz se puede administrar en una o mas administraciones,
aplicaciones o dosificaciones y no se pretende que esté limitada a una formulacién o ruta de administracion particular.

La composicion utilizada en la presente invencion se puede formular para uso farmacéutico y administrar por inyeccion
intradérmica, parenteral, topica, intravenosa, oral, subcutanea, intraperitoneal, intranasal, intramuscular, intraarterial,
intracraneal para tratamiento profilactico y/o terapéutico.

Cuando es deseable suministrar sistematicamente las composiciones farmacéuticas utilizadas en la presente invencion,
se pueden formular para administracion parenteral por inyeccién, por ejemplo, mediante inyeccion en bolo o infusion
continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en
ampollas o en envases multidosis, con un conservante adicionado. Las composiciones pueden adoptar formas tales
como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y pueden contener agentes de
formulacién tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersién. Las soluciones o suspensiones del agente
se pueden preparar en agua adecuadamente mezclado con un surfactante tal como hidroxipropilcelulosa. También se
pueden preparar dispersiones en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos en aceites. Los aceites
ilustrativos son los de origen de petréleo, animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja o
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aceite mineral. En general, son portadores liquidos preferidos, particularmente para soluciones inyectables, agua,
solucién salina, dextrosa acuosa y solucion de azlcares relacionada, y glicoles, tales como propilenglicol o
polietilenglicol. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para
prevenir el crecimiento de microorganismos.

Las formulaciones farmacéuticas apropiadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los
casos, la forma debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facilidad de inyeccion. Debe ser
estable bajo las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la accién contaminante de
microorganismos, tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un solvente o medio de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido), mezclas
apropiadas de los mismos y aceites vegetales.

La administracion intraperitoneal o intratecal de los agentes de la presente divulgacion también se puede conseguir
usando dispositivos de bomba de infusion tales como los descritos por Medtronic, Northridge, CA. Tales dispositivos
permiten la infusién continua de compuestos deseados evitando inyecciones multiples y multiples manipulaciones.

Ademas de las formulaciones descritas anteriormente, las composiciones farmacéuticas también se pueden formular
como una preparacion de depdésito. Tales formulaciones de accién prolongada se pueden formular con materiales
poliméricos o hidréfobos apropiados (por ejemplo, como emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio
iénico, o como derivados escasamente solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

La dosis requerida de la composicion que comprende LUKE y LukD usada de acuerdo con la presente invencion
depende de la eleccidn de la ruta de administracion; la naturaleza de la formulacion; la naturaleza de la enfermedad del
sujeto; el tamafio, el peso, la superficie, la edad y el sexo del sujeto; otros farmacos que se administran; y el juicio del
médico que lo atiende. Las dosis apropiadas estan en el intervalo de 0.01-100 mg/kg. Se esperan variaciones en la
dosificacion necesaria en vista de la variedad de compuestos disponibles y de las diferentes eficacias de diversas rutas
de administracion. Las variaciones en estos niveles de dosificacién se pueden ajustar usando rutinas empiricas estandar
para la optimizacion como se entiende bien en la técnica. La encapsulacion del compuesto en un vehiculo de
administracion apropiado (por ejemplo, microparticulas poliméricas o dispositivos implantables) puede aumentar la
eficacia del suministro.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar realizaciones de la presente invencion, pero no se pretende de
ningin modo limitar su alcance.

Ejemplo 1-LUkE/D contribuye significativamente a la patogénesis de S. aureus

Para probar si LUKE/D juega un papel importante en la patogénesis de la infeccién septicémica de S. aureus, se
construy6 un mutante AluKE/D en la cepa Newman de MSSA y se examin0 el impacto de la delecién de IukE/D en la
virulencia. La supervivencia con el tiempo aumentd dramaticamente para ratones infectados con 10’ CFU del mutante
AIUKE/D en comparacion con el de ratones infectados con S. auerus de tipo salvaje (WT). Todos los ratones infectados
con S. aureus WT sucumbieron a la infeccion por 250 horas. En contraste, casi 100% de los ratones infectados con el
mutante AIuKE/D sobrevivieron hasta al menos 300 horas después de la infeccion, un fenotipo completamente
complementado introduciendo IUKE/D en la cepa mutante AluKE/D (AlukE/D::plukE/D; figura 1A). Ademas, la carga
bacteriana para el rifién se redujo en 10 veces en comparacién con la cepa WT o complementada (Figura 1B]. Estos
resultados muestran que LUKE/D es un factor critico de virulencia para la infeccion sistémica de S. aureus. De este
modo LUkE/D es un nuevo objetivo atractivo para el desarrollo de nuevas terapias para contrarrestar la infeccion por S.
aureus.

Ejemplo 2 LUKE/D mata selectivamente las lineas celulares inmunes humanas

Como se describe supra, LUKE/D contribuye a la patogénesis de la sepsis mediada por S. aureus e infeccién sistémica
(Figuras 1A-1B), lo que indica que la inhibicion de LUKE/D podria resultar ser un medio nuevo para tratar infecciones por
S. aureus.

Un mecanismo por el cual LUKE/D podria ser bloqueada es inhibiendo la interaccién de la toxina con su receptor. Como
una estrategia inicial para comprender cdmo LUkE/D interactda con células huésped, se incub6 una serie de lineas de
células inmunes humanas (“intoxicadas") con diferentes concentraciones de subunidades individuales (esto es, LUKE o
LukD) o una mezcla equimolar de LuUkE + LukD (LUkE/D). Estos experimentos revelaron que LUKE/D exhibe citotoxicidad
frente a células THP1 (monocitos humanos) y células Hut (células de tipo linfocitos T) (Figura 2A). Curiosamente,
LUkE/D fue citotéxica frente a las células Hut, pero no frente a células Jurkat, ambas células de tipo linfocito T
comunmente utilizadas. Este sorprendente resultado motivo la investigacion de lo que hizo que las células Hut fueran
sensibles a LUKE/D. La intoxicacion de lineas celulares de linfocitos adicionales (PM1 y H9) revelé que soélo las células
Hut eran susceptibles a la toxicidad mediada por LUkE/D (Figura 2B). Tras una investigacién adicional, se descubri6 que
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las células Hut empleadas en los experimentos descritos anteriormente se han manipulado para sobreexpresar el
receptor 5 de la quimiocina CC (CCR5), un receptor para las quimiocinas MIP-1a, MIP-13 y RANTES.

Ejemplo 3- LUKE/D dirige y mata las células de una forma dependiente de CCR5

Para determinar directamente la contribucién de CCR5 a la capacidad de LUKE/D de dirigir y matar células huésped,
CCRS5 se introdujo en células Jurkat por transduccion virica del ADNc de CCR5 resultando en CCR5" Jurkat. Las células
Jurkat y CCR5" Jurkat posteriormente fueron intoxicadas con diferentes concentraciones de subunidades individuales
(esto es, LUKE o LukD) o mezclas equimolares de LukE+LukD (LUkE/D). Este experimento reveld que la produccion de
CCR5 era suficiente para hacer células Jurkat susceptibles a la toxicidad mediada por LUKE/D (Figura 3, panel superior).
Es importante destacar que se observaron resultados similares cuando se examinaron las células de células de
osteosarcoma humana "GHOST" manipuladas para producir CCR5 en su superficie (Figura 3, panel inferior). En
conjunto, estos datos indican que CCR5 hace que las células de mamifero sean susceptibles a la citotoxicidad mediada
por LUkE/D.

Ejemplo 4 - Se bloquea el direccionamiento mediado por LUKE/D de células CCR5" con agonista, anticuerpos y ligandos
de CCR5

CCR5 es una proteina que ha sido altamente estudiada debido a su papel critico en la infeccién por HIV-1. Junto con
CD4, CCR5 es utilizado por el virus para para obtener acceso en las células. La importancia de CCR5 para la
patogénesis del HIV en los seres humanos se resalta mejor mediante la identificacion de sujetos que tienen una
mutacion en el gen CCR5 (esto es, A32CCRS5) que previenen la exposicion superficial de CCR5. Los pacientes con esta
mutacion son altamente refractarios a la infeccion por el HIV. En la actualidad, una variedad de antagonistas de CCR5
(por ejemplo, miméticos de péptidos, anticuerpos, moléculas pequefias) se estan ensayando en ensayos clinicos para
ser utilizados como farmacos anti-HIV, asi como agentes antiinflamatorios.

Para determinar si el direccionamiento de CCR5 bloquea a LUKE/D, se evaluo el efecto de varios antagonistas de CCR5
y ligandos sobre la capacidad de LUkE/D para matar células CCR5". Entre el antagonista de CCRS5, se ensayaron los
farmacos Selzentry/Celsentri/Maraviroc (MVC), Vicriviroc (VVC) y TAK-779 (TAK) para la inhibicién de la actividad
LukE/D. Las células CCR5" Jurkat se preincubaron con diferentes concentraciones de los antagonistas, seguido de
intoxicacion con una mezcla equimolar de LUkE+LukD (LUkE/D). Estos experimentos indicaron que los tres antagonistas
de CCR5 bloquearon potentemente la citotoxicidad mediada por LUKE/D (Figura 4A). Ademas, el potencial de los
anticuerpos monoclonales dirigidos contra CCR5 para proteger las células de la citotoxicidad de LUkE/D también se
evalué siguiendo el protocolo experimental descrito para el antagonista de CCR5. Estos experimentos también revelaron
gue varios de los anticuerpos monoclonales probados eran efectivamente capaces de bloquear LUKE/D (Figura 4B). Por
dltimo, también se evalué el potencial efecto inhibidor de los ligandos naturales de CCR5. Las células CCR5" Jurkat se
preincubaron con diferentes concentraciones de RANTES, MIP-18 o una combinacién de mezcla equimolar de
RANTES+MIP-13 seguida de intoxicacion con una mezcla equimolar de LukE+LukD (LukE/D). Estos experimentos
también revelaron que los ligandos CCR5 potentemente inhiben el efecto citotéxico LUKE/D (Figura 4C). Colectivamente,
estos hallazgos indican que la potente actividad citotoéxica de LUKE/D podria ser bloqueada empleando antagonistas y/o
ligandos de CCRS.

Ejemplo 5- Maraviroc bloguea la unién de LUkE/D con células CCR5" que previenen la formacién de poros de LukE/D

Para elucidar el mecanismo mediante el cual LUKE/D utiliza CCR5 para dirigir y matar células huésped, las células
Jurkat (CCR5-) y CCR5" Jurkat (CCR5") se incubaron con una toxina LUkE/D fusionada con GFP (GFPLUKE/D) y la
union de la toxina fluorescente con la membrana plasmatica de las células monitorizadas por citometria de flujo. Estos
experimentos revelaron que LUKE/D se une a las células CCR5" Jurkat, pero no a las células CCR5-Jurkat parentales
(Figura 5A). Para elucidar el mecanismo por el cual Maraviroc inhibe la citotoxicidad mediada por LUkE/D, las células
CCR5" Jurkat se pre-incubaron con Maraviroc (MVC) seguido de incubacion con la toxina LUKE/D marcada con GFP y
se evalu6 la unién de toxina con las células por citometria de flujo. Estos experimentos indicaron que Maraviroc inhibié
potentemente la unién de LUkE/D con células CCR5" (Figura 5A].

Para examinar el mecanismo mediante el cual LUKE/D es tdxico para las células CCR5", las células se incubaron en
presencia 0 ausencia de Maraviroc y posteriormente se intoxicaron con LUKE/D en presencia de bromuro de etidio, un
pequefio colorante catidnico que es normalmente impermeable para alojar las membranas celulares, pero pueden
acceder a las células huésped a través de los poros de la toxina. Estos experimentos revelaron que LUkE/D forma poros
en la membrana plasmaética de células CCR5" de una manera dependiente del tiempo. Es importante destacar que
Maraviroc (MVC) bloque6 potentemente la formacion de poros mediada por LUKE/D (Figura 5B). Ademas, los poros
LUkE/D se asociaron con hinchamiento celular, una caracteristica de las células intoxicadas con leucotoxinas, un
fenotipo completamente bloqueado por Maraviroc (MVC) (Figura 5C). En conjunto, estos hallazgos indican que LUKE/D
se une a las células huésped de una manera dependiente de CCR5, dando como resultado la formacién de poros
mediados por la toxina en la membrana plasmatica de las células diana, dando lugar a la citotoxicidad mediada por
LUKE/D observada. Es importante destacar que el antagonista CCR5 Maraviroc, inhibe potentemente LUkE/D
blogueando la interaccion de LUKE/D con la superficie de células CCR5+, evitando asi la formacion de poros y la muerte
celular.
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Ejemplo 6- LUKE/D dirige CCR5 para matar linfocitos humanos primarios, macréfagos y células dendriticas

Si CCRS5 es el receptor de LUKE/D, entonces las células huésped primarias que sus superficies estan decoradas con
CCR5 (por ejemplo, linfocitos T, macrofagos, células asesinas naturales, células dendriticas, etc.) seran susceptibles a
la muerte celular mediada por LUKE/D. Para investigar esto con mas detalle, se aislaron células mononucleares de
sangre periférica humana (PBMC) primarias de un donante CCR5 (CCR5") de tipo salvaje y un donador A32CCR5
(CCR5) y los linfocitos T se expandieron seguido de intoxicaciéon con LUKE/D y la viabilidad de las células determinadas
por citometria de flujo. Los linfocitos T humanos primarios del donante CCR5" eran altamente susceptibles a LUkE/D
(5.4% de muerte celular en las células tratadas con medios frente a 34% en células LUKE/D intoxicadas, Figura 6A,
panel superior), un efecto potentemente neutralizado por Maraviroc LUKE/D vs LUKE/D+MVC, Figura 6A, panel superior).
En contraste, los linfocitos T procedentes del donador A32CCRS eran altamente refractarios a la citotoxicidad mediada
por LUKE/D (Figura 6A, panel inferior).

Ademas de los linfocitos T, se evalu6 también la actividad citotoxica de LUKE/D frente a macréfagos humanos primarios
y células dendriticas. Los macréfagos y células dendriticas se incubaron con LukD (control negativo), se intoxicaron con
una mezcla equimolar de LUKE+LukD (LUKE/D) o se incubaron con Maraviroc (MVC) seguido de intoxicacidon con una
mezcla equimolar de LUKE+LukD (LUkE/D). LUKE/D, pero no LukD maté de forma potente tanto los macréfagos (Figura
6B) como las células dendriticas (Figura 6C). Es importante destacar que el efecto citotdxico de LUkKE/D frente a estos
fagocitos fue potentemente neutralizado por Maraviroc (LUKE/D vs LUKE/D+MVC, Figuras 6B y 6C). Colectivamente,
estos datos indican que LUKE/D se dirige y mata a los leucocitos humanos primarios que albergan CCR5 en sus
superficies, y que el antagonista CCR5 Maraviroc bloquea potentemente los efectos citotoxicos de LUKE/D. De este
modo, el bloqueo de LUKE/D con antagonista CCR5 y/o inhibidores ofrecera una nueva opcion terapéutica para prevenir
y tratar la infeccion por S. aureus.
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Thr

45

FPhe

Lya

Gly

Asn

L
125

Tyr

Gly

Thr

Elu

hsp

Met

Ser

Ile

110

Fro

Asn

Lau

Asn

Asp

Fhe

Gln

Gly

95

Gly

Lys

Ile

Ile

Ila

val

Val

Gly

80

Tyr

Leu

han

Gly



<210> 2

<211>311

<212> PRT

Gly Asn
145

Tyr Ser

Asp Lys

Fhe Val

val Gln
210

Pro Asp
225

Phe Ile

Pha Glu

FPhe Pro

Asn Axrg

2580

Ile Lys
305

Fhea

Lys

Gln

Thr

135

Ser

Asn

Thr

Ile

Arg

275

Asn

val

<213> Staphylococcus aureus

<400> 2

Met Phe Lys

1

ES 2609817 T3

Gln Ser Ala Pro Ser
150

Thr Ile Ser Tyr Thr
165

Asn Ser Lys Ser Val
180

Fro Asp Gly Lys Lys
200

Pro Asn Gly Pro Thre
215

Gln Leu Pro Pro Leu
230

Thr Leu Ser His Glu
245

Ser Tyr Gly Arg Asn
260

Thr Gly Ile Tyr Ala
280

FPhe val Val Arg Tyrc
295

Lya Gly His Asn
310

Lys Lys Met Leu Ala
5

Ala Pro Leu Ala Ser Pro Ile Gln

20

Ile

Gln

Lys

185

Sar

Gly

Val

Lys

Leu

265

Elu

Glu

Ala

Glu
25

Glu Asn Ile Gly Asp Gly Ala Glu Val

35

40

16

Gly Gly Asn
155

Lys Ser Tyr
170

Trp Gly Val

Ala His Asp

Ser Ala Arg
220

Gln Ser Gly
235

Gly Ser Ser
250

Asp Ile Thr

Arg Lys His

Val Asn Trp
300

Thr Leu Ser
10

Ser Arg Ala

Ila Lys Arg

Gly

Val

Lys

Arg

205

Glu

FPhe

RAap

Tyr

Asn

285

Lys

Sar

Ser

Ala
190

Tyr

Tyr

hsn

Thr

Ala

270

Ala

Thr

Val Gly

Asn

Thr
30

Thr Glu

45

Phe

Glu

175

Asn

Leaun

Phe

Fro

Ser

255

Thr

Phe

His

Asgn

160

Val

Glu

Fhe

Ala

Ser

240

Elu

Leau

val

Glu

Leu Ile

15

Asn Ile

Asp Val



5

<210>3

<211> 311

<212> PRT

Ser

L}'B

&5

Phe

Glu

Thr

Lya

Gly

145

Tyr

Asp

FPhe

Val

Fro

225

Phe

Fhe

Fhe

Agn

Ser

50

lﬂp

Ile

Leu

Thr

Ile

130

Aszn

Ser

L!I'B

Val

Gln

210

lEP

Ile

Glu

Fro

230

Lys

Lys

Agn

The

'L'h' ]

115

Glu

Phe

Lys

Gln

Thr
185

Ser

Asn

The

Ile

Arg

275

Agn

Lys

LH'S

Ser

Lys

100

Asp

The

Gln

The

Asn

180

Fro

Fro

Gln

Thre

Ser

280

The

Fhe

Trp

Tyr

Pro

Thr

Ser

Ile

165

Ser

Asp

Agn

Lau

Leu

245

Tyr

Gly

val

Ila
305

ES 2609817 T3

Gly val
55

Asn Lys
70

Thr Ser

Met Ile

hsn val

Azsp Val
135

Ala Pro
150

Ser Tyr

Lys Ser

Gly Lys

Gly Pro

215

Fro Pro
230

Ser His

Gly Arg

Ila Tyr

val Arg

2395

Lys Val

Thr

Asp

Phe

Trp

Ear

L20

Gly

Eer

Thr

val

Lysz

200

Thr

Leu

Glu

ASn

Ala

280

TyE

Gln

Ala

Ser

Pro

105

Gln

Ile

Gln

L?B

185

Gly

Val

Lys

265

Glu

Glu

Asn

Leu

RAeD

a0

Fhe

Ile

Thr

Gly

Lys

170

Trp

Ala

Ser

Gln

Gly

250

hsp

Arg

Val

val

Ile

75

val

Gln

Agn

Leu

Gly

155

Eer

Gly

Hig

Ala

Ser

235

Ser

Ile

I.!ll' s

Agn

Gln

&0

val

Lys

TyE

Tyr

Gly

140

Asn

Tyr

val

Gly

Ser

Thr

His

Tep
300

Lys Gly His Asn

17

310

Fhe

L!I'B

Gly

AEn

L

1258

Tyr

Gly

val

Lrﬁ

Arg

205

Glu

Phea

Asp

Tyr

Asn

285

Lyg

hAep

Met

Ser

Ile

110

Pro

Agn

Ser

Sar

Ala

130

Tyr

Til'l.'

Asn

Thr

Ala

270

Ala

Thr

Fhe

Gln

Gly

45

Gly

I.l.l'ﬂ

Ile

Phe

Glu

175

Azn

Leu

Fhe

Fro

Ser

255

Thr

Phe

His

Vval

Gly

an

Tyr

Leu

AEn

Gly

Asn

160

val

Glu

Fhe

hla

Sar

240

Glu

Lau

Val

Glu



ES 2609817 T3

<213> Staphylococcus aureus

<400> 3

Met Fhe Lys Lys Lys Met Leu Ala Ala Thr Leu Ser Val Gly Leu Ile

Ala Pro Leu Ala Ser Pro Ile Gln Glu Ser Arg Ala Asn Thr Asn Ile
20 25 30

Glu Asn Ile Gly Asp Gly Ala Glu Val Ile Lys Arg Thr Glu Asp Val
35 40 45

Ser Ser Lys Lys Trp Gly Val Thr Gln Asn Val Gln Phe Asp Fhe Val

Lys Asp Lys Lys Tyr Rsn Lys Asp Ala Leu Ile Val Lys Met Gln Gly
65 70 75 80

Phe Ile Asn Ser Arg Thr Ser Phe Ser Asp Val Lys Gly Sar Gly Tyr

Elu Leu Thr Lys Arg Met Ile Trp Pro Phe Gln Tyr Asn Ile Gly Leu
100 105 110

Thr Thr Lys Asp Pro Asn Val Ser Leu Ile Asn Tyr Leu Pro Lys Asn
115 120 125

Lys Ile Glu Thr Thr Asp Val Gly Gln Thr Leu Gly Tyr Asn Ile Gly
130 135 140

Gly Asn Phe Gln Ser Ala Pro Ser Ile Gly Gly Asn Gly Ser Phe Asn
145 150 155 160

Tyr Ser Lys Thr Ile Ser Tyr Thr &ln Lys Ser Tyr Val Ser Glu Val
165 170 175

Asp Lys Gln Asn Ser Lys Ser Val Lys Trcp Gly Val Lys Ala Asn Glu
180 185 130

FPhe Val Thr Fro Asp Gly Lys Lys Ser Ala His Asp Arg Tyr Leu Fhe
195 200 205

18



val Gln Ser
210

Fro Asp Asn
225

Pha Ile Thr

Phe Glu Ile

Pha Pro Arg
278

Asn Arg Asn

Ile Lys Val
305

<210>4

<211>311

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 4

Met Phe Lys Lys

Ala Pro Leu Ala

Glu Asn Ila Gly

Ser Ser Lys Lya

50

Lys Asp Lys Lys

65

Phe Ile Asn Ser

Glu Leu Thr Lys

Fro

Gln

Thr

Ser

260

Thzr

FPhe

Lys

ES 2609817 T3

Asn Gly Pro

215

Leu Fro Fro
230

Leu Ser His

245

Tyr Gly Arg

Gly Ila Tyr

Val Val Arg

Gly His Asn
310

Lys Met

Ser Pro

Aep Gly

Trp Gly

Tyr Asn

70

Arg The

85

100

Arg Met

Thr Gly

Leu Val

Glu Lys

Asn Leu
265

Ala Glu
280

Tyr Glu

Ser Ala Arg

220

Gln Ser Gly
235

Gly Sar Sar

250

Asp Ile Thr

Arg Lys His

Val Asn Trp

Leu Ala Ala Thr Leu
10

Ile 3ln Glu Ser Arg

Ala Glu Val Ile Lys
40

Val Thr Gln Asn Val

55

Lys Asp Ala Leu Ile

75

Ser Fhe Ser Asp Val
20

Ile Trp Pro Phe Gln

105

19

300

Ser Val

Ala Asn

Azg The

Glu

Fhe

hsp

Tyr

Asn

285

Lys

45

Gln Phe

Val Lys

Lys Gly

Tyr RAsn

Gly

Thr

Glu

Asp

Met

Ser

Ile

Tyr

Asn

Thr

Ala

270

Ala

Thr

Leu

Phe

Fro

Sar

2535

Thr

Fhe

His

15

Asn

Asp

Fhe

Gln

Gly

95

110

Gly

Ala

Ser

240

Glu

Leu

Val

Glu

Ile

Ile

Val

val

Gly

Tyr

Leau



Thr

Lys

Gly

145

Tyr

Asp

Fhe

val

Fro

225

Phe

Phe

FPhe

han

Ile

305

<210>5
<211> 311

<212> PRT

Thre

Ile

130

Asn

Sar

Lys

Val

Gln

210

Asp

Ile

Glu

Pro

Arg
250

Lys

Lys

115

Glu

Fhe

Lys

Gln

Thr

135

Ser

Asn

Thr

Ile

Arg

275

Asn

val

<213> Staphylococcus aureus

<400> 5

Asp

Thr

Gln

Thr

Asgn

180

Fro

Bro

Gln

Thr

Ser

260

Thr

FPhe

Lys

Pro

Thr

Ser

Ila

165

Ser

Asp

Asn

Lau

Leu

245

Tyr

Gly

Val

Gly

ES 2609817 T3

Agn

hsp

Ala

150

S5ar

Lys

Gly

Gly

Fro

230

Ser

Gly

Ile

Val

His

310

val

Val

135

Pro

Ser

Lys

Pro

215

Fro

His

Arg

Tyr

Arg

2895

A=n

Ala

Ser Leu Ile

120

Gly Gln

Ser Ile

Thr Gln

Val Lys
185

Lys Sar

200

Thr Gly

Leu Val

Glu Lys

Asn Leu
265

280

Tyr Glu

Glua

Thr

Gly

Lys

170

Ala

Ser

Gln

Gly

250

Arg

Val

Agn

Leu

Gly

155

Sar

GEly

His

Ala

Ser

235

Ser

Ile

Lys

Asn

Tyr

Gly

140

Agn

Tyr

Val

Asp

Arg

220

Gly

Ser

Ths

His

TIp
300

Lew
125

Tyr

Gly

Val

Lys

Arg

205

Elu

Phe

Asp

Tyr

Asn

285

Lys

Pro

Asn

Ser

Ser

Ala
190

Tyr

Tyr

hsn

Thr

Ala

270

Ala

Thr

Ly=a

Ile

Phe

Glu

175

Aan

Lan

Phe

Fro

Ser

255

The

Fhe

His

Asn

Gly

Agn

160

Val

Glu

Fhe

Ala

Ser

240

Glu

Lau

Val

Glu

Met FPhe Lys Lys Lys Mat Leu Ala Ala Thr Leu Ser Val Gly Leu Ile

1

20

10

15



Ala

Glu

Sar

Lys

65

Fhe

Glu

Thre

Lys

Gly

145

TyE

Fhe

Val

Pro

225

Fhe

Fha

Pro

Asn

Sar

50

Asp

Ile

Leu

Thr

Ila

130

Asn

Ser

Lys

val

Gln

210

Asp

Ile

Glu

Leu

Ile

35

Lys

Lys

ABN

Thr

Lys

115

Glu

Fhe

Lys

Gln

Thr

135

Sarc

hgn

Thr

Ila

Ala

Gly

Lys

Lys

Ser

Lys

100

Asp

Thr

Gln

Thz

Asn

180

Pro

Fro

Gln

Thr

Sar

Ser

Asp

Trp

Tyr

Arg

85

Arg

Fro

Ber

Ila

165

Ser

Asp

hsn

Leu
245

Tyr

ES 2609817 T3

Fro

Gly

Gly

Asn

70

Met

Asn

Asp

Ala

150

Ser

Lys

Gly

Gly

Pro

230

Ser

Gly

Ile

Ala

Val

55

Lys

Ser

Ile

val

val

135

Pro

Tyr

Ser

Lys

Fro

215

Pro

His

Arg

Gln

Glu

40

Thr

Asp

Fhe

Trp

Sar

120

Gly

Ser

The

Val

Lys

200

Thr

Leu

Glu

Asn

Glu

25

Val

Gln

Ala

Ser

Fro

105

L

Gln

Ile

Gln

Lys

185

Ser

Gly

val

Lys

Lau

21

Ser

Ile

Asn

Lau

Asp

a0

Fhe

Ila

Thr

Gly

Lys

170

Trp

Ala

Ser

Gln

Gly

250

Asp

Arg

Lys

Val

Ile

5

Val

Gln

Asn

Leau

Gly

155

Sar

Gly

His

Ala

Zar

235

Ber

Ila

Ala

Arg

Gln

60

val

Lys

Tyr

TyE

Gly

140

Asn

Tyr

val

Arg

220

Gly

Ser

Thr

Agn

Thr

45

Fha

Lys

Gly

Asn

Lau

125

Tyr

Gly

val

Lys

Arg

205

Glu

Fhe

Asp

Tyr

Thr

Glu

Rsp

Mat

Ser

Ile

110

Fro

Bsn

Ser

Sar

Ala

190

Tyr

Tyr

hAgn

Thr

hla

AEn

RAap

Fhea

Gln

Gly

a5

Gly

Lys

Ile

FPhe

Glu

175

Asn

Leu

FPha

Pro

Ser

235

Thz

Ile

Val

Val

Gly

80

Tyr

Leu

RSN

Gly

BA=n

160

val

Zlu

Fhe

Ala

Ser

240

Glu

Lau



ES 2609817 T3

260 265 270

Phe Pro Arg Thr Gly Ile Tyr Ala Glu Arg Lys His Asn Ala Phe Val
2758 280 285

Asn Arg Asn Phe Val Val Arg Tyr Glu Val Asn Trp Lys Thr His Gly
290 295 300

Ile Lys Val Lys Gly His Asn
305 310

<210>6

<211>311

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 6

Met Phe Lys Lys Lys Met Leu Ala Ala Thr Leu Ser Val Gly Leu Ile

Ala Pro Leu RAla Ser Pro Ile Gla Glu Ser Arg Ala Asn Thr Asn Ila
20 25 30

Glu Asn Ile Gly Asp Gly Ala Glu Val Ile Lys Arg Thr Glu Asp Val

Ser Ser Lys Lys Trp Gly Val Thr Gln Asn Val Gln Phe Asp Phe Val

Lys Asp Lys Lys Tyr Asn Lys Asp Ala Leu Ile Val Lys Met Gln Gly
65 70 75 &0

Phe Ile Asn Ser Arg Thr Ser Phe Ser Agp Val Lys Gly Ser Gly Tyr
85 90 95

Glu Leu Thr Lys Arg Met Ile Trp Fro FPhe Gln Tyr Asn Ile Gly Leu
100 105 110

Thr Thr Lys Asp Pro Asn Val Ser Leu Ile Asn Tyr Leu Pro Lys Asn
115 120 125

Lys Ile Glu Thr Thr Asp Val Gly Gln Thr Leu Gly Tyr Asn Ile Gly
130 135 140

Gly Asn Phe Gln Ser Ala Pro Ser Ile Gly Gly Asn Gly Ser Phe Asn
145 150 155 160

Tyr Ser Lys Thr Ile Ser Tyr Thr Gln Lys Ser Tyr Val Ser Glu Val

22



<210>7

<211>311

<212> PRT

Asp

Fhe

Val

Pro

225

Phe

Fhe

Fhe

han

Ile
305

Lys

Val

Gln

210

Asp

Ile

Glu

Pro

Arg
290

Lys

Gln

Thr

135

Sar

Asn

Thr

Ile

Arg

275

han

val

<213> Staphylococcus aureus

<400> 7

Ala

Glu

Ser

Lys

Phe

Fro

Agn

Ser

50

Asp

Lys

Leau

Ile

35

Lys

Lys

Asn

180

Fro

Fro

Gln

Thr

Ser

260

Thr

Fhe

Lys

Lys

Ala

20

Gly

Lys

Lys

165

Sar

Asp

Asn

Leu

Leu

245

Tyr

Gly

Val

Gly

Lys

Ser

Asp

Trp

Tyr

ES 2609817 T3

Lys

Gly

Gly

Fro

230

Ser

Gly

Ile

Val

His

310

Maet

Fro

Ely

Gly

Asn

Bar

Lys

Pro

215

Pro

Hig

Tyr

Val Lys

185

Lys Ser
200

Thr Gly

Leu Val

Glu Lys

Asn Leu

265

Ala Glu
280

Arg Tyr Glu

235

hAsn

Lau

Ile

Ala

val

55

Lys

Ala

Gln

Glu

40

Thr

Asp

Ala

GElu

25

Val

Eln

Ala

23

170

Tep Gly

Ala His

Ser Ala

Gln Ser
235

Gly Ser
250

Asp Ile

Arg Lys

Val Asn

Thr Leu
10

Val

Arg

220

Gly

Ser

Thr

Hisg

Tzp
300

Ser

Ser Arg Ala

Ile Lys Arg

Asn Val Gln

&0

Leu Ile Val

Lys

205

Glu

Phe

Asp

Tyr

Aan

285

Lys

Val

Asn

Thr

45

Phe

Lys

Ala

130

Tyxr

Tyr

Asn

Thr

Ala

270

Ala

Thr

Gly

Thr

30

Glu

Asp

Mat

175

Asn

Leu

Fhe

Fro

Ser

255

Thr

Fhe

His

Leu

Asn

Asp

Fhe

Gln

Glu

FPhe

Ala

Ser

240

Glu

Leau

Val

Glu

Ile

Ile

val

val

Gly



65

Fhe

Glu

Thr

Lys

Gly

145

Tyr

Fha

Val

Pro

225

Fhe

Fhe

Fha

Agn

Ile

305

<210> 8
<211>311

<212> PRT

Ile

Leau

Thr

Ile

130

Asn

Ser

Lys

val

Gla

Z10

Asp

Ile

Glu

Fro

Arg

230

I.:ll's

Asn

Thr

Lys

115

Glu

Phe

Lys

Gln

Thr

135

Bar

Asn

Ile

hrg

275

Agn

val

<213> Staphylococcus aureus

Ser

Lys

100

hsp

Thi

Gln

Thr

Asn

120

Fro

Fro

Gln

Ser

260

Thr

Phe

L!FB

Arg

BS

Arg

Fro

The

Ser

Ile

165

Ser

Asp

Asn

Lieu

Leu

245

Tyr

Gly

val

Gly

ES 2609817 T3

70

Thr

Asn

Asp

Ala

150

Ser

Lys

Gly

Gly

Pro

230

Sar

Gly

Ile

val

His
310

Ser

Ile

Val

Val

135

Pro

Tyr

Sar

Lys

Fro

215

Pro

His

Tyr

Arg
295

Agn

Fhe

Trp

Ser

120

Gly

Ser

Thr

Val

Lys

200

Thz

Glu

Asn

Ala

230

TyE

Ser

Fro

105

Lau

Gln

Ile

Gln

Lys

185

Sar

Gly

Val

Lys

Leu

265

Glu

Glu

24

hAasp

a0

Phe

Ilae

The

Ely

Lye

170

Trp

Ala

Bar

Gln

Gly

250

Aasp

Arg

Val

75

Val

Gln

Asn

L

Gly

155

Ser

Gly

His

hla

Ser

235

Ser

Ile

Lys

Azn

Lys

Tyr

Tyr

Gly

140

Agn

Tyr

Val

Asp

Gly

Sar

Thr

His

Trp
300

Gly

Asn

Lau

125

Tye

Gly

val

Lys

Arg

205

Glu

Fhe

Asp

Tyr

Asn

285

Lya

Ser

Ile

1140

Fro

Asn

Ser

Ser

Ala

130

Tyz

Tyz

Agn

Thr

Ala

270

Ala

Thr

Gly

a5

Gly

Lys

Ile

Fhe

Elu

175

Asn

Lau

Phe

Pro

Ser

255

Thr

Fhe

Hisa

a0

Tyr

Lau

Asn

Gly

Asn

160

Val

Glu

Fhea

Ala

Ser

240

Glu

Leu

Val

Glu



<400> 8

Ala

Glu

Sar

Lys

65

Fha

Glu

Thr

Lys

Gly

145

Tyr

Asp

FPhea

val

Phe

Pro

Asn

Sarc

50

Asp

Ile

Leu

The

Ile

130

Azgn

Sar

Lya

Val

Gln
210

I.y g

Leau

Ile

35

Lys

Lys

hsn

Thr

Lys

115

Glu

Fhe

Lys

Gln

Thre

135

Ser

L}I‘E

Ala

20

Gly

Lys

Lya=a

Sar

Lys

100

Asp

Thr

Gln

Thr

180

Fro

PFro

I.}'B

Ser

.H.BP

Trp

Tyr

Arg

85

Arg

Fra

Thr

Ser

Ile

165

Ser

Asp

Asn

ES 2609817 T3

Mat

Bro

Gly

Gly

Agn

70

The

Met

Asn

Asp

Ala

150

Ser

Lys

Gly

Gly

Lau

Ile

Ala

Val

55

Ly=

Sar

Ile

Val

Val

135

Pro

Ser

Lys

Pro

215

Ala Ala

Gln Glu
25

Glu val
40

Thr Gln

Asp Ala

Pha Ser

Trp Pro
105

Sar Leu
120

Gly Gln

Ser Ile

Thr Gln

Val Lys

185

Lys Ser
200

Thr Gly

25

Thr

10

Ser

Ile

Asn

Leu

Asp

30

Fhe

Ila

Thr

Gly

Lys

170

Trp

Ala

Ser

L

Arg

Lyﬂ

Val

Ile

75

Val

Gln

Asn

Leu

Gly

155

Sear

Gly

His

Ala

Sar

Ala

Axg

Gln

&0

val

Lys

Tyr

Tyr

Gly

140

Agn

Tyr

Val

Asp

ATg
220

val

Ban

Thr

45

Fhe

Ly=

Gly

Asn

Liaa

125

Tyr

Gly

Val

Lys

Arg

205

Glu

Gly

Thr

30

Glu

hsp

Met

Sar

Ile

110

Fra

Asn

Ser

Ser

Ala

130

Tyr

Tyr

Lau

15

Ban

Asp

Fhe

Gln

Gly

35

Gly

Lys

Ile

Ehe

Glu

175

Aszn

L

Ehe

Ile

Ile

val

Val

Gly

B0

Tyr

Leu

han

Gly

Agn

160

Val
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Pro
225

Phe

Phe

Fhe

han

Ile
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<211>311

<212> PRT
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Ile

Glu

Pro

Arg
2590

Lys

Asgn

Thr

Ile

275

Asn

Val

<213> Staphylococcus aureus
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Lys

65

Fhe
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Thr

Phe

Pro

Asn
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50
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Lau

Thr

Lys
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Ila

35

Lys
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Asn

Thr

Lys
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Gln
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260

Thr
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Trp
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85
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Mat
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Gly
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Thr
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Leu Wal Gln

Glu Lys Gly
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Tyr Ala Glu Arg
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295
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55

Lys
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280

Tyr Glu Val

Ala Ala Thr
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25

Glu Val Ile
40

Thr Gln Asn
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Fhe Ser Asp
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Trp Pro Phe
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Thr
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Ser
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L
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Gly

145

Tyr
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Val
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225
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Fhe
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Ile
305

<210>10
<211> 311

<212> PRT
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130

Ban

Ser
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195
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275
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<213> Staphylococcus aureus
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Thr
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Ila

165
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245
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Gly
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Ala

150
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Pro

230
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310
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135

Pro

Tyr
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Lys

Fro

215
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295
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Thr

Val
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200
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Len
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265
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Thr

Gly
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Liga

Gly
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Trp
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Fha
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Glu Asn Ile Gly Asp Gly Ala Glu Val Ile Lys Arg Thr Glu Asp Val

Ser Ser Lys Lys Trp Gly Val Thr Gln Asn Val Gln Phe Asp FPhe Val

Lys Asp Lys Lys Tyr Asn Lys Asp Ala Leu Ile Val Lys Met Gln Gly
65 70 75 a0

Phe Ile Asn Ser Arg Thr Ser Phe Ser Asp Val Lys Gly Ser Gly Tyr

Glu Leyw Thr Lys Arg Met Ile Trp Pro Fhe Gln Tyr Asn Ile Gly Leu
100 105 110

Thr Thr Lys Asp Pro Asn Val Ser Leu Ile Asn Tyr Leu Pro Lys Asn
115 120 125

Lye Ile Glu Thr Thr Asp Val Gly Gln Thr Leu Gly Tyr Asn Ile Gly
130 135 140

Gly Asn Phe Gln Ser Ala Pro Ser Ile Gly Gly Asn Gly Ser Phe hAsn
145 150 155 160

Tyr Ser Lys Thr Ile Ser Tyr Thr Gln Lys Ser Tyr Val Ser Glu Val
165 170 175

Agp Lye Gln Rsn Ser Lys Ser Val Lye Trp Gly Val Lys Ala Asn Glu
180 185 190

Pha Val The Pro RAsp Gly Lyas Lys Ser Ala Hig Asp Arg Tyr Leu Phe
135 200 205

Val Gln Ser Fro Asn Gly Pro Thr Gly Ser Ala Arg Glu Tyr Phe Ala
210 215 220

Pro Asp Asn Gln Leu Pro Pro Leu Val Gln Ser Gly Phe Asn Pro Ser
225 230 235 240

Fhe Ile Thr Thr Leu Ser His Glu Lys Gly Ser Ser Asp Thr Ser Glu
245 250 255

Phe Glu Ile Ser Tyr Gly Arg Asn Leu Agp Ile Thr Tyr Ala Thr Leu
280 265 270

Phe Pro Arg Thr Gly Ile Tyr Ala Glu Arg Lys His Asn Ala Phe Val
275 280 285

Asn Arg Asn Phe Val Val Arg Tyr Glu Val Asn Trp Lys Thr His Glu
290 235 300

Ile Lys Val Lyas Gly His Asn
305 310
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<213> Staphylococcus aureus
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Thr
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Trp
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Val
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<213> Staphylococcus aureus
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L}I‘B

Pro

215
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TyE

Ser

Gly

Val

Lys

265

Glu
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Arg

wval

Ser

10

Ala

Ile

Ile

I'F'i

Lys
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Thr
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Thr
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Thr
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<213> Staphylococcus aureus
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Trp
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Gly
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Met
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Glu
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Ile

Gly

T:lrr

Glu
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Asp
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Ile
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Asp

Ser

Lys
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Lys
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Ser
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Ila
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AEn
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His
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Laeu Leu

His Lys

Arg Glu

Gly Asn
290

Glu Val
305

Lys Glu

<210> 14
<211> 327

<212> PRT
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Gln

Mat

275

Asn
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<213> Staphylococcus aureus
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Trp
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Ile
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Gln
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Thr
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Agn
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Leu
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Val
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Lys

Gln
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Trp
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Trp
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Lys

Leu

val

Fro

val

110

Ala

Leu Ser
255

Tyr Gln

Tep Val

Thr Tyr

Asp Ser
320

Ile Ala
15

Thr Fro

Thr Thr

Thr Fhe

Leu Lys

80
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Glu
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305

Lys
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<211> 327

<212> PRT

Gln
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<213> Staphylococcus aureus
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Trp
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Asn

Gly

145

Ser

Thr
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Ser

Ser

Tyr

Ala

Eln

135

Ser

Thr

Azsn

Gly

215

Eln

Fhe

Lys

Val

Rap

40

Tyr

Gly

Trp

Val

120

Val

Aan

Ile

Asn

Asn

200

Asn

ASn

Aan

Lys

Aap

Lys

Asn

Asp

Tyr

Gly

105

Agn

Gln

Gly

Asn

His

185

Gly

Glu

Phe

Pro

Sar

35

Ala

Ile

Ile

Lys

Lys

&0

Gly

val

Gln

Leu

Tyr

170

Lys

Trp

Liaa

Leu

Glu

250

Lys

Ala

Thr

Sar

Asp

Lys

Lys

val

Thr

Ser

155

Lys

Ser

Gly

Fhe

Pro

235

Phe

Ila

Gln

Leu

Gln

The

Fro

Tyr

Asp

140

Gly

Gln

Ile

Fro

220

Thr

Ile

Lys

Hiz

Tyr

45

Ile

Leu

ABN

Asn

Tyr

125

Gly

Gly

Glu

Gly

Tyr

205

Gly

Hiz

Ser

Val

Ile

Lys

Lau

val

Pro

Val

110

Ala

Tyr

Leu

Ser

150

Gly

Gly

Gln

val

Thr

Thr

Thr

Thr

Lau

Lys

85

Sar

Pro

Ser

Asn

Tyr

175

Gly

Arg

RAzg

Met

Leu

255

Tyr

Pro

Thr

Fhe

Lys

80

Asp

Val

Lys

Tyr

Gly

1&0

Arg

Val

Asp

Gln

Pro
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Ser

Gln



<210> 16

<211> 327

<212> PRT

Arg Glu

Gly Asn
230

Glu Val
305

Lys Glu

Met Asp Arg Tyr

2758

Agn Tyr Lys Asn

Agp Trp Gln Asn

Thr Asn Pro Gly

<213> Staphylococcus aureus

<400> 16

Met Lys

Leu Leu

val Ser

Ala Thr

50

Asn Phe
65

Ala RAla

Tyr Asn

Sar Ser

Asn Gln

130

Gly Gly

Met

Lau

Glu

L]

Sear

Ile

Gly

Tyr

Glu

118

Asn

Asp

260

Lys

Leu

20

L}I‘B

Asp

Lys

Asn

Ser

100

Saer

Glu

Ila

325

Lys

Bar

I._YE

Asn

Asp

Ila

85

Gln

Asn

Glu

Asn
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310

Leu

Asn

val

Asp

Lys

740

Asn

Phe

Asp

Phe

265

270

Thr BAsn Gln Trp Asn Arg Leu His
280

285

zln Asn Thr Val Thr Phe Thr Sar

235

300

Hig Thr ¥al Lys Leu Ile Gly Thr

Val

val

Thr

lsp

Lys

55

Ser

Ser

Tyr

Ala

Gln

135

Sar

Lys

Val

Asp

40

Laun

Tyr

Gly

Val
120

Val

Asn

Ser

Asp

25

L}I‘B

Asn

Asp

Gly

105

ASD

Gln

Gly

36

Ser

10

Ala

Ilg

Ile

Lys

Lys

a0

GEly

val

Gln

Lau

315

val

Ala

Thr

Sar

Asp

75

Lys

Lys

Val

Thr

Sar

Ala

Gln

Leau

Gln

&0

Thr

Fro

Tyr

hsp

Leu

140

Gly

Ser

His

TY!:‘

45

Ile

Asn

Aan

Tyr

125

Gly

Gly

Ser

Ila
30

Lys

Lau

Val

Fro

Val

110

Ala

Tyr

Lau

Trp Val

The Tyr

Asp Ser

Ile

15

Thr

Thr

Thr

Leu

Lys

85

Ser

Fro

Ser

Asn

320

Ala

Fro

Thr

Fhe

Lys

80

Asp

val

Lys

Tyr

Gly



<210> 17

<211> 327

<212> PRT

145

Ser

Thr

Glu

Ser

Ser

225

Leau

Hig

Az

Gly

Glu

305

Lys

Lys

Thr

Ala

Tyr

210

Ser

Lysz

Glu

Asn

280

Val

Glu

Sar

Ile

His

135

Asp

Ser

Ala

Gln

Mat

275

Asmn

hsp

Thr

<213> Staphylococcus aureus

<400> 17

Met Lys Met

1

Leu Leu Leu

Asp

180

Lys

Pro

Asn

Arg

Agn

260

Asp

TyE

Trp

Asn

Ser

165

Arg

Ila

Thr

Ala

Gly

245

Agp

Arg

Lys

Gln

Fro

325
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150

Glu

Lys

Mat

Tyr

Gly

230

Thr

Tyr

Asn
190

Gly

Thr

Thr

han

Gly

215

Gln

Fhe

Lye

Ths

Gln

295

His

Val

Ila

Asn
200

Agn

Lys

Asn

280

Asn

The

Lys Lys Leu Val Lys

5

Asn

His

185

Gly

Glu

EPhe

Fro

Ser

265

Gln

Thr

val

Tyr

170

Lys

Tcp

Leu

Leu

GElu

250

Lyz

Trp

Val

Lys

155

Lys

Ser

Gly

Phe

Pro

235

Fhe

Ile

hsn

Lz
315

Gln

Ile

Pro

Leu

220

Thr

Ila

Lys

Azg

Phe

200

Ile

Glu

Gly

Tyr

205

Gly

Hig

Ser

val

Lau

285

Thr

Gly

Ser Ser Val Ala Ser

10

Leu Ser Asn Thr Val Asp Ala Ala Gln His

20

25

Sarc

Trp

150

Gly

Gly

Gln

Val

Thr

270

His

Ser

The

Ser

Tyr
175

GEly

Arg

Met

Leau

255

Tyr

Trp

msp

160

Arg

Val

Asp

Gln

Fro

240

Sear

Gln

Val

Tyr

Ber
320

Ile Ala

15

Ile Thr Pro

30

Val Ser Glu Lys Lys Val Asp Asp Lys Ila Thr Leu Tyr Lys Thr Thr

37



Ala

Asn

65

Ala

Ty

Ser

Asn

Gly

145

Sar

The

Glu

Sar

Sar

225

Lau

His

Thr

50

Fha

Ala

Asn

Ser

Gln

130

Gly

Lys

Thz

Ala

Tyr

210

Ser

Lau

Lys

Glu

35

Ser

Ila

Gly

Tyr

Elu

115

Asn

Asp

Sar

Ila

His

135

hsp

Ser

Ala

Gln

Met
275

RAap

Lys

Asn

Sar

100

Ser

GElu

Ile

Pha

Asp

180

Lys=

Pro

Asn

Arg

Agn

260

nap

Asn

Asp

Ilae

Gla

Agn

Glu

Asn

Ser

165

Ile

Thr

Ala

Gly

245

Asp

ES 2609817 T3

Asp

Lys

T0

hsn

Phe

aEp

Phe

Ile

150

Glu

Lys

Met

Tyr

Gly

230

hsn

Thr

Tyr

Lys

55

Ser

Sar

Tyr

Ala

Gln

135

Ser

Thr

Thz

Asn

Gly

215

Gln

Fha

Lys

Thr

40

Gly

Tep

Val

120

Val

Asn

Ila

hsn

Asn

200

Azn

Asn

Asn

Lys

Asn
280

38

Aan

Asp

Tyr

Gly

105

Agn

Gln

Gly

Asn

His

185

Gly

Glu

Fhe

Fro

Ser

265

Gln

Ile

Lys

Lys

30

Gly

val

Gln

Leu

YL

170

Lys

Trp

Leu

Leu

Glu

250

Lya

Trp

Ser

Lys

Lya

wval

Thr

Ser

155

Lys

Bar

Gly

FPhe

Pro

235

Pha

Ile

Asgn

Eln

60

Thr

Frao

Tyx

hep

Leu

140

Gly

Gln

Ile

Pro

Leu

220

Thr

Ila

Lya

Arg

45

Ile

Leu

Asn

Asn

Tyr

125

Gly

Gly

Glu

Gly

Tyr

205

Gly

His

Sar

val

Lieu
2835

Leu

Val

Fro

Val

110

Ala

Tyr

Leu

Sar

Tep

190

Gly

Gly

Gln

Val

Thr

270

His

Thr

Lau

Lys

35

Sar

Pro

Ser

Asn

TyE

175

Gly

Arg

Arg

Met

Lau

255

TyE

Trp

Fhe

Lys

B0

hsp

Val

Lys

Tyr

Gly

1&0

Arg

Val

Asp

Gln

Fro

240

Sar

Gln

wval



<210>18

<211> 327

<212> PRT

Gly Asn Asn Tyr Lys

290

Glu Val Asp Trp Gln

305

Lys Glu Thr Asn Pro

<213> Staphylococcus aureus

<400> 18

Met Lys

Leu Leu

val Ser

Ala Thr
30

Asn Phe
65

Ala Ala

Tyr Asn

Bar Sear

Asn Gln
130

Gly Gly
145

Ser Lys

Maet

Leau

Glu

Sar

Ile

Gly

Tyr

Glu

115

Asn

Asp

Ser

Lys

Leu

20

Lys

Asp

Lys=s

Asn

Ser

100

Sar

Glu

Ile

Phe

325

Lys

Ser

Lys

hAsn

hsp

Ile

85

Gln

hsn

Glu

Asn

Ser

165

ES 2609817 T3

hsn

Agn

310

Gly

Lau

Asn

Val

Asp

Lys

70

Asn

Phe

Asp

Phe

Ile

150

Glu

Gln Asn Thr Val Thr Phe Thr Ser Thr Tyr

295

His

Val

val

Thr

Asp

Lys

55

Ser

Ser

Tyr

Ala

Gln

135

Ser

Thr

300

Thr Val Lys Leu Ile Gly Thr Asp Ser

Lys Ser

WYal Asp

25

Asp Lys

Lau Asn

Tyr AsSp

Gly Tyr

Trp Gly

105

Val Asn

120

Wal Gln

Asn Gly

Ile Asn

39

Ser

Ala

Ile

Ila

Lys

Lys

a0

Gly

Val

Gln

L@

Tyr
170

315

val

Ala

Thr

Bar

hap

15

Lys

Lys

Val

Thr

Ser

155

Lys

Ala

Gln

Leu

Gln

&0

Thr

Fro

Tyr

hsp

Leu

140

Gly

Gln

Ser

His

Tyr

45

Ila

Laau

hsn

hAsn

Tyr

125

Gly

Gly

Elu

Ser

Ile

Lys

Lau

val

FPro

val

110

Ala

Tyr

Lau

Ser

Ile

15

Thr

Thr

Thr

Laau

Lys

a5

Ser

Fro

Ser

han

Tyr
175

320

Ala

Pro

Thr

FPhe

Lys

g0

Asp

Vval

Lys

Tyr

Gly

160

Arg



Thr

Glu

Sar

Ser

225

His

Gly

Glu
305

Lys

<210> 19

<211> 327

<212> PRT

Thre

Ala

Tyr

210

Ser

Liau

Lys

Glu

Aan

290

Val

Glu

Ile

His

135

hsp

Ser

Ala

Gln

Met

275

hsn

hsp

Thr

<213> Staphylococcus aureus

<400> 19

Lau

val

Ala

Ly=

Leu

Ser

Thr

Met

Lau

Glu

Ser

Asp
180

Lys

Fro

Arg

260

Asp

Tyr

Tep

Asn

Lys

Leu

Lya

Asp

Arg

Ile

Thz

hla

Gly

245

Asp

Arg

Lys

Gln

Fro
325

Lys

Ser

Lys

Asn
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Lys

Met

Tyre

Gly

230

Asn

Thr

T:.I'Z‘

Asn

Asn

310

Gly

Lau

Asn

val

Thr

Asn

Gly

215

Gln

Fha

Lys

Thr

Gln

295

His

Val

val

Asp

Lys
55

Asn

Asn

200

Asn

Asn

ASN

Lys

Asn

280

Asn

Thr

Lys

Val

Asp

Leu

Hig Lys
185

Ely Trp

Glu Leu

Phe Leu

Fro Glu
250

Ser Lys
265

Gln Trp

Thr Val

Val Lys

Ser Ser
10

Asp Ala
25

Lys Ile

Asn Ile

40

Ser

Gly

Fhe

Pro

235

Fha

Ile

Asn

Thr

Ly
315

val

Ala

Thre

Ser

Ile

Pro

Laxu

220

Thr

Ila

Lys

Arg

Phe

300

Ile

Ala

Gln

Leu

Gln

Gly

Tyr

205

Gly

His

Sar

Val

Leu

285

Thr

Gly

Ser

His

Tyr

45

Ile

Trp

190

Gly

Gly

Gln

val

Thr

270

His

Ser

Thr

Ser

Ile

Lys

Leu

Gly

Arg

Lian

255

Tyr

TEp

Thr

hsp

Ile

15

Thr

Thr

Thr

val

Asp

Gln

Fro

240

Sar

Gln

val

Tyr

Ser
320

Ala

Fro

Thr

Fhe



<210> 20

<211> 327

ASn

65

Tye

Ser

Asn

Gly

145

Ser

Thr

Glu

Ser

Sar

225

Hig

Gly

Glu
305

Phe

Ala

AZn

Gln

130

Gly

Lysg

Thr

Ala

Tyr

210

Ser

Lyg

Gl

A=zn

230

Val

Ile

Gly

Tyr

Glu

115

Asn

Asp

Ser

Ile

His

1395

hAsp

Ser

Ala

EZln

Mat

275

Agn

Asp

Lys

Agn

Ser

100

Ser

Glu

Ile

Fhe

hsp

180

Lys

Pro

Asn

Arg

Agn

260

Asp

Tyr

Trp

Agp

Ile

g5

Gln

Glu

Agn

Ser

165

Ile

Thr

Gly
245

Agp

Ly=

Gln
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Lys
70

Agn

Phe

Pha

Ile

150

Glu

Lys

Tyr

Gly

230

Agn

Thr

Tyr

Asn

Asn
310

Ser

Sar

Tyr

Ala

Gln

135

Ser

Thr

RAsn

Gly

215

Gln

Phea

Lyg

Thr

Gln

285

His

Tyr

Gly

Tep

val

120

val

Agn

Ile

Agn

Aan

200

Agn

Agn

Agn

Lya

Agn

Z£80

Agsn

Thr

Agp

Tye

Gly

105

Asn

Gln

Gly

Agn

Hisg

185

Gly

Glu

Fhe

Pro

Ser

265

Gln

The

val

Ly=

Lys

a0

Gly

val

Gln

Leu

TyE

170

Lys

Tep

Lew

Glu

250

Lys=

TEp

val

Lys=

RAep

75

Lyg

Lyag

Val

Thr

Ser

153

Lya

Sar

Gly

Fhe

Pro

235

Phea

Ile

ASn

Thr

L
315

Thr

Pro

Tyr

hep

Laeu

140

Gly

Eln

Ile

Pro

Leu

220

Thr

Ile

Lys

hrg

Phe

300

Ile

Lys Glu Thr Asn Pro Gly Val
325

41

Leu

Agn

Asn

Tyr

125

Gly

Gly

Glu

Gly

Tye

205

Gly

His

Ser

val

Lau

285

Thre

val

Pro

val

110

Ala

Tyr

Leu

Ser

Trp

190

Gly

Gly

Gln

val

Thr

270

His

Ser

Thr

Lyg

95

Ser

Pro

Ser

Agn

Tyr

175

Gly

255

TyrE

TEp

Thr

Asp

Lys

80

hsp

Val

Lys

Tyr

Gly

160

Arg

val

Eln

Fro

240

Ser

EZln

Val

Tyr

Ser
320



<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 20

Leu

val

Ala

Agn

1]

Ala

Tyr

Ser

Asn

Gly

145

Ser

The

Glu

Lys

Leu

Ser

Thr

Phe

Ala

Asn

Gln

130

Gly

Lys

Thr

Ala

Met

Lau

Glu

Ser

Ile

Gly

Tyr

Glu

115

Asn

Asp

Ser

Ile

His

135

Lys

Leu

L}'B

Asp

Lys

Asn

Ser

100

Sar

Glu

Ile

Phe

Asp

180

Lys

Lys

Ser

I.il -3

Asn

Asp

Ila

85

Gln

Asn

Elu

han

Ser
165

Arg

Ile
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Leu

Asn

Val

Asp

Lys

70

Asn

Fhe

Asp

Phe

Ile

150

Glu

Lys

val

Thr

.IEP

Lys

55

Ser

Sar

Tyr

Ala

Eln

135

Sar

Thr

Thr

Asn

Lys

val

Asp

TyE

Gly

Trp

Val

120

Val

Asan

Ile

Asn

Asn
200

Ser

Asp

I.}' -

Asn

hep

Tyr

Gly

105

hsn

Gln

Gly

Asn

His

185

Gly

42

Ser

10

Ala

Ile

Ila

Lys

Lys

a0

GEly

Val

Gln

Lau

Tyr

170

Lys

Trp

val

Ala

Thr

Ser

hep

Lys

Lys

Val

Thr

Saer

155

Lys

Ser

Gly

Ala

Gln

L

Gln

Thr

Fro

Tyr

hsp

Leu

1440

Gly

Eln

Ile

Fro

Saer

'.I'.'!I'!‘."

45

Ile

Laa

Asn

Asn

Tyr

125

GEly

Gly

Glu

Gly

Tyr
205

Ser

Ile

Ilhl'ﬂ

Lau

val

Fro

val

110

Ala

Tyr

Lau

Ser

Trp
190

Gly

Ila

15

Thr

Thr

Thr

L

Lys

a5

Ser

Fro

Ser

Aan

Tyr
175

Gly

Arg

Ala

Fro

Thr

FPhe

Lys

g0

Asp

val

Lys

Tyr

Gly

160

Arg

Val

Asp



<210> 21

<211> 327

<212> PRT

<213> Staphylococcus

<400> 21

Ser

Ser

225

His

Arg

Gly

Glu

305

Lys

Leu

val

Ala

Agn

65

hla

Tyr

210

Ser

Lau

Lys

Glu

Bsn

290

Val

Glu

Asp

Ser

Ala

Gln

Mat

275

Asn

Asp

Thr

aureus

Lys

Leun

Ser

Thr

50

Phe

Ala

Mat

Leu

Glu

35

Ser

Ile

Gly

Fro

Asn

Arg

260

Asp

Tyr

Trp

Asn

Lys

Lau

20

Lys

Asp

Lys

Asn

Thr Tyr

Ala Gly
230

Gly Asn

245

Asp Thr

Arg Tyr

Lys Asn

Gln Asn

310

Pro Gly
325

Lys Leu

Ber Asn

Lys Val

Asn Asp

Agp Lys

70

Ila Asn
85

ES 2609817 T3

Gly

215

Z1ln

FPhe

Lys

Thr

Eln

295

His

val

val

Thr

Asp

Lys

55

Sar

Bar

Asn

Asn

Asn

Lys

Asn

280

Asn

Thr

Lys

Val

Asp

40

Leu

TyE

Gly

Glu Leu

Phe Leu

Fro Glu

250

Ser Lys

265

Gln Trp

Thr Val

Val Lys

Ser Ber
10

Asp Ala

25

Lys Ile

Azn Ile

hep Lys

Tyr Lys
50

43

Pha

Pro

235

Fhe

Ile

Asn

Thr

Leu
315

Val

Ala

Thr

Ser

hep

75

Lys

Leu

220

Thr

Ile

Lys

Arg

Fhe

300

Ile

Ala

Gln

Lau

Gln
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Thr

Frao

Gly

His

Ser

Val

Liaa

285

Thr

Gly

Ser

His

Tyr

45

Ile

L

Asn

Gly

GEln

Val

Thr

270

His

Ser

Thr

Ser

Ile

30

Lys

Lau

val

Fro

Arg

Mat

Lau

255

Tyr

Trp

Thr

hsp

Ile

15

Thr

Thr

Thr

Lau

Lys
95

Gln

Pro

240

Ber

Gln

Ila

Tyr

Ser
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Ala

Fro

Thr

Fhe

Lyg

20
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Tyr

Ser

Asn

Gly

145

Ser

Thr

Glu

Ser

Ser

225

Hisg

Arg

Gly

Glu

3058

Lys

<210> 22
<211> 327

<212> PRT

ASH

Ser

Gln

130

Gly

Lys

Thr

Ala

Tyr

210

Ser

Leu

Lys

Glu

Asn

250

Val

Glu

Tyr

Glu

115

Asn

Rsp

Ser

Ile

Hisg

195

Rsp

Ser

Ala

GEln

Mat

275

Asn

hsp

Thr

<213> Staphylococcus aureus

<220>

Ser

100

Ser

Glu

Ile

Phe

Asp

180

Lys

Fro

Axg

Asn

260

hsp

Tyr

Trp

Asn

Gln

Asn

Glu

hAsn

Ser

165

Ile

Thr

Ala

Gly

245

Asp

Arg

Lys

Gln

Fro
325
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Phe

Asp

Fhe

Ila

150

Glu

Lys

Met

Tyr

Gly

230

Asn

Thr

Tyr

Asn

Asn

310

Gly

Tyr

Ala

Gln

135

Ser

Thr

Thr

Asn

Gly

215

Gln

Fhe

Lys

Thr

Gln

235

His

Val

Tep

Val

120

Val

Asn

Ile

Asn

Asn

200

Asn

Asn

Asn

Lys

Asn

280

Asn

Thr

Gly

105

Asn

Gln

Gly

Asn

His

185

Gly

Glu

FPhe

Fro

Ser

265

Gln

Thr

Val

44

GEly

Vval

Gln

Lau

Tyr

170

Lys

Trp

Lau

Leu

Glu

250

Lys

Trp

Val

Lys

Lys

Val

Thr

Ser

155

Lys

Sar

Gly

Fha

Pro

235

Fhe

Ile

han

Thr

Leuw
315

TyE

Asp

Leu

140

Gly

Gln

Ile

Pro

Lau

220

Thr

Ile

Lys

Arg

Fhe

200

Ile

Asn

Tyr

125

Gly

Gly

Glu

Gly

Tyr

205

Gly

His

Ser

val

Lazua

285

Thr

Gly

wval

110

Ala

TyrE

Lau

Ser

Trp

130

Gly

Gly

Gln

Val

Thr

270

His

Sar

Thr

Ser

Fro

Ser

Asn

Tyr

175

Gly

Arg

Arg

Met

255

Tyr

Trp

Thr

hsp

wval

Lys

Tyr

Gly

160

Arg

Val

Asp

Gln

Pro

240

Sar

Gln

Ile

Tyr

Sar
320
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido de origen natural

<400> 22

Lau

val

Ala

ABn

65

Ala

T:.rr

Ser

Asn

Gly

145

Ser

Thr

Glu

Lys

Ser

Thr

50

Phe

Ala

Agn

Gln

130

Gly

Lys

Thr

Ala

Met

Lau

Glu

35

Ser

Ile

Gly

'.'I.':ll'r

Glu

115

Asn

Asp

Ser

Ile

Hisg

135

Lys

Lan

20

Lys

Asp

Lysa

Asn

Ser

100

Sar

Glu

Ila

Fhe

Asp

180

Lys

Lys

Ser

Lys

Asn

Agp

Ila

85

Gln

AsD

Glu

Asn

Ser

165

Arg

Ile

Lau

Asn

Val

Asp

Lysa

70

Asn

Fhe

Asp

Ehe

Ila

150

Glu

Lys

val

Thr

Asp

Lys

55

Ser

Sar

Til'.'[‘

Ala

Gln

135

Sar

Thr

Thr

Asn

Lys Ser

Val Asp
25

Asp Lys
40

Leu Asn

Tyr Asp

Gly Tyr

Trp Gly

105

Val Asn
120

Yal Gln

Asn Gly

Ile aAsn

Asn His

185

Aan Gly
200

45

Ser

14

Ala

Ile

Ila

Lys

Lys

0

Gly

Val

Gln

Lau

Tyr

170

Lys

Trp

val

Ala

Ser

Asp

75

Lys

LY 2

Val

Thr

Bar

155

Lys

Ser

GEly

Ala

Gln

Gln

&0

Thr

Fro

TE‘I‘

Asp

Leu

140

Gly

Gln

Ile

Pro

Sar

His

Tyr

45

Ile

Leu

Asn

Asn

Tyz

125

Gly

Gly

Glu

Gly

Tyr
205

Ser

Ila

20

Lys

Leu

Val

Fro

wval

110

Ala

Tyr

Lau

Ser

Trp

150

Gly

Ile
15

Thr

Thr

Leu

Lys

a5

Ser

Fro

Ser

Asn

Tyr
175

Gly

Arg

Ala

Fro

Thr

Fhe

Lya

80

Asp

val

Lys

Tyr

Gly

160

Arg

Val

Asp
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Ser Tyr Asp Pro Thr Tyr Gly Asn Glu Leu Phe Leu Gly Gly Arg Gln
210 215 220

Ser Ser Ser Asn Ala Gly Gln Asn Phe Leu Pro Thr Hias Gln Met Pro
225 230 235 240

Leu Leu Ala Arg Gly ARsn Phe Asn Pro Glu Phe Ile Ser Val Leu Ser
245 250 255

His Lys Gln Asn Asp Thr Lys Lys Ser Lys Ile Lys Val Thr Tyr Gln
260 265 270

Arg Glu Met Asp Arg Tyr Thr Asn Gln Trp Asn Arg Leu His Trp Xaa
275 280 2B5

Gly Asn Asn Tyr Lys Asn Gln Asn Thr Val Thr Phe Thr Ser Thr Tyr
280 295 300

Glu Val Asp Trp Gln Asn Hig Thr Wal Lys Leu Ile Gly Thr Asp Ser
305 310 315 320

Lys Glu Thr Asn Fro Gly Val
325
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Reivindicaciones.

1. Una composicién que comprende una proteina Leucocidina E (LUKE) aislada, o un polipéptido de la misma, y una
proteina Leucocidina D (LukD) aislada, o polipéptido de la misma, para uso en un método de prevencién o tratamiento
de la infeccién por virus de inmunoinsuficiencia humana (HIV) en un sujeto, comprendiendo el método:

administrar la composicién en una cantidad eficaz para prevenir o tratar la infeccion por HIV en el sujeto.

2. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende una proteina LUkE
aislada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11 o una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 70% de similitud de secuencia con SEQ ID NO:11.

3. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la composicién comprende un polipéptido de
LUkE aislado que comprende los residuos de aminoacidos 48-291 de SEQ ID NO:11.

4. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la composicién comprende una proteina LukD
aislada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 o una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 70% de similitud de secuencia con SEQ ID NO: 22.

5. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde la composicién comprende un polipéptido de
LukD aislado que comprende los residuos de aminoacidos 46-307 de SEQ ID NO: 22.

6. La composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el método comprende, ademas:

administrar uno o mas agentes antivirales u otros agentes Utiles en el tratamiento del HIV en combinacion con la
composicién que comprende una proteina LUKE aislada o un polipéptido de la misma y una proteina LukD aislada o
polipéptido de la misma.

7. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el agente antiviral se selecciona del grupo que
consiste en un inhibidor nucleésido de la transcriptasa inversa, un inhibidor no nucleésido de la transcriptasa inversa y
un inhibidor de la proteasa.

8. La composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde el agente antiviral se selecciona del grupo que
consiste en zidovudina, lamivudina, zalcitabina, didanosina, estavudina, abacavir, adefovir dipivoxil, lobucavir, BC H-
10652, emitricitabina, beta-L-FD4, DAPD, lodenosina, nevirapina, delaviridina, efavirenz, PNU-142721, AG-1549, MKC-
442, (+)-calanolida A y B, saquinavir, indinavir, ritonavir, nelfinavir, lasinavir, DMP-450, BMS-2322623 , ABT-378,
amprenavir, hidroxiurea, ribavirina, IL-2, IL-12, pentafusida, Yissum No. 1 1607 y AG-1549.
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