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DESCRIPCION

Composicion inmunogénica de multiples componentes para la prevencion de la enfermedad por estreptococos beta
hemoliticos (EBH)

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al uso de polipéptidos y polinucleétidos estreptococicos B hemoliticos
(EBH), en particular polipéptidos y polinucleétidos de Streptococcus pyogenes, en composiciones inmunogénicas de
multiples componentes para prevenir la enfermedad por EBH. De forma mas concreta, la invencién se refiere al uso
de polipéptidos de Streptococcus pyogenes que se emplazan en superficie. Ademas, la invencion se refiere en
general a composiciones inmunogénicas para la inmunizacién frente a y la reduccién de la infeccion por
estreptococo beta hemolitico.

Antecedentes de la invencion

Los criterios fenotipicos tradicionales para la clasificacion de los estreptococos incluyen tanto las reacciones
hemoliticas como los agrupamientos seroldgicos de Lancefield. Sin embargo, con los avances taxondmicos, se sabe
ahora que especies no relacionadas de estreptococos 3 hemoliticos (EBH) (definido como la lisis completa de
eritrocitos de oveja en placas de agar) pueden producir antigenos de Lancefield idénticos y que cepas
genéticamente relacionadas a nivel de especies pueden tener antigenos de Lancefield heterogéneos. A pesar de
estas excepciones a las reglas tradicionales de la taxonomia de los estreptococos, las reacciones hemoliticas y las
pruebas seroldgicas de Lancefield pueden utilizarse alin para dividir a los estreptococos en categorias amplias como
una primera etapa en la identificacion de los aislados clinicos. Ruoff, K. L., R. A. Whiley y D. Beighton. 1999.
Streptococcus. En P. R. Murray, EJ. Baron, M. A. Pfaller, F. C. Tenover y R. H. Yolken (eds.), Manual of Clinical
Microbiology. American Society of Microbiology Press, Washington D. C.

Los aislados B hemoliticos con antigeno de grupo de Lancefield A, C o G pueden subdividirse en dos grupos: los
formadores de colonia grande (> 0,5 mm de diametro) y de colonia pequefa (<0,5 mm de diametro). Las cepas de
los grupos A (Streptococcus pyogenes), C y G formadoras de colonia grande son estreptococos “piogénicos”
repletos de una diversidad de mecanismos de virulencia eficaces. Strepfococcus agalactiae (grupo B) aun se
identifica como confiable por su produccion de antigeno de Lancefield del grupo B y otros rasgos fenotipicos.

Las similitudes entre las especies de EBH incluyen no solo los factores de virulencia sino también las
manifestaciones de la enfermedad. Estan incluidas en las ultimas la neumonia, la artritis, los abscesos, la
rinofaringitis, la metritis, la sepsis puerperal, la septicemia neonatal, las infecciones de heridas, la meningitis, la
peritonitis, la celulitis, la piodermia, la fascitis necrosante, el sindrome del choque téxico, la septicemia, la
endocarditis infecciosa, la pericarditis, la glomerulonefritis y la osteomielitis.

Los Streptococcus pyogenes son diplococos Grampositivos que colonizan la faringe y la piel de los seres humanos,
sitios que después sirven como reservorio principal de este organismo. Parasito obligado, esta bacteria se transmite
ya sea por contacto directo con secreciones respiratorias o de la mano a la boca. La mayoria de las infecciones por
Streptococcus pyogenes son enfermedades relativamente leves, tales como la faringitis o el impétigo. Actualmente,
hay entre veinte y treinta y cinco millones de casos de faringitis solo en los Estados Unidos, con un coste de
aproximadamente 2.000 millones de délares por visitas al médico y otros gastos relacionados. De forma adicional,
las secuelas no supurativas tales como la fiebre reumatica, la escarlatina y la glomerulonefritis son el resultado de
las infecciones por Streptococcus pyogenes. A escala mundial, la fiebre reumatica aguda (FRA) es la causa mas
comun de cardiopatia pediatrica (1997. Definiciones de casos para afecciones infecciosas bajo la vigilancia de la
sanidad publica, CDC).

Desde los puntos de entrada iniciales, la faringe y la piel, el Streptococcus pyogenes puede diseminarse a otras
partes del cuerpo en donde la bacteria no se encuentra habitualmente, tal como la sangre, el musculo profundo y el
tejido graso, o los pulmones, y puede provocar infecciones invasivas. Dos de las formas mas graves pero menos
comunes de la enfermedad invasiva por Streptococcus pyogenes son la fascitis necrosante y el sindrome del choque
toxico estreptococico (SCTE). La fascitis necrosante (descrita en los medios como “bacterias comedora de carne”)
es una infeccién destructiva del tejido muscular y graso. La SCTE es una infeccién que progresa rapidamente
provocando choque y lesion en los érganos internos tales como los rifiones, el higado y los pulmones. Gran parte de
este dafno se debe a una toxemia mas que a un dafio localizado debido al crecimiento bacteriano.

En 1995, las infecciones invasivas por Streptococcus pyogenesy la SCTE se hicieron enfermedades que se deben
informar de forma obligatoria. A diferencia de los millones de personas que adquieren faringitis e impétigo, el informe
de casos obligatorio del Centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC) de los Estados Unidos indica
que en 1997 hubo desde 15.000 a 20.000 casos de enfermedad invasiva por Streptococcus pyogenes en los
Estados Unidos, dando como resultado mas de 2.000 muertes (1997. Definiciones de casos para afecciones
infecciosas bajo la vigilancia de la sanidad publica. CDC). Otros informes estiman que la enfermedad invasiva es tan
alta como 10-20 casos cada 100.000 individuos por afio (Stevens, D. L. 1995. Streptococcal toxic-shock syndrome:
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spectrum of disease, pathogenesis, and new concepts in treatment. Emerg Infect Dis. 1: 69-78). De forma mas
concreta, de los 15.000 a 20.000 casos de enfermedad invasiva, 1.100 a 1.500 son casos de fascitis necrotizante y
1.000 a 1400 son casos de SCTE, con una tasa de mortalidad del 20 % y el 60 %, respectivamente. También estan
incluidos en enfermedad invasiva grave los casos de miositis, que portan una tasa de fatalidad del 80 % al 100 %.

Un adicional del 10 % al 15 % de individuos muere de otras formas de enfermedad invasiva por estreptococos del
grupo A. Estos cifras han aumentado desde que el informe de casos se inicié en 1995 y reflejan una tendencia
general que se ha producido durante las pasadas dos décadas. De forma adicional, se esta de acuerdo en que la
rigurosidad en las definiciones de los casos da como resultado cifras inferiores y, por lo tanto, engafiosas, y en que
muchos casos se resuelven de forma satisfactoria debido al diagnéstico precoz y al tratamiento antes de que la
definicion se haya satisfecho.

Aunque Streptococcus pyogenes sigue siendo sensible a la penicilina y a sus derivados, el tratamiento no
necesariamente erradica al organismo. Aproximadamente del 5 % al 20 % de la poblacién humana son portadores,
dependiendo de la estacion (Stevens, D. L. 1995. Streptococcal toxic-shock syndrome: spectrum of disease,
pathogenesis, and new concepts in treatment. Emerg Infect Dis. 1: 69-78), a pesar de la terapia con antibiéticos. Las
razones de esto no son totalmente claras y pueden implicar una diversidad de mecanismos. En los casos de
infecciones invasivas graves, el tratamiento a menudo requiere la intervencién quirdrgica agresiva. Para los casos
que implican SCTE o una enfermedad relacionada, la clindamicina (un inhibidor de la sintesis de proteinas) es el
antibiotico preferente dado que penetra bien los tejidos y previene la produccion de endotoxinas. Existen informes de
algo de resistencia a la tetraciclina, las sulfamidas y mas recientemente a la eritromicina. Claramente, sigue
habiendo una necesidad de composiciones para prevenir y tratar la infeccion  hemolitica.

Se han identificado numerosos factores de virulencia para Streptococcus pyogenes, algunos secretados y algunos
emplazados en superficie. Aunque esta encapsulado, la capsula estd compuesta de acido hialurénico y no es
adecuada como antigeno candidato para la inclusion en composiciones inmunogénicas, dado que habitualmente se
expresa en células de mamifero y no es inmunogénico (Dale, J. B., R. G. Washburn, M. B. Marques y M. R.
Wessels. 1996. Hyaluronate capsule and surface M protein in resistance to opsonization of group A streptococci.
Infect. Immun. 64: 1495-501). Otros candidatos son el antigeno T y el Carbohidrato de Grupo, pero también pueden
suscitar anticuerpos que reaccionan de forma cruzada contra tejido cardiaco. El acido lipoteicoico esta presente en
la superficie de Streptococcus pyogenes, pero genera inquietud con respecto a la seguridad, de forma similar que el
LPS.

Las proteinas de superficie mas abundantes estan incluidas en la familia de proteinas denominadas como M o
proteinas “similares a M” debido a su similitud estructural. Aunque los miembros de esta clase tienen papeles
biolégicos similares en la inhibicion de la fagocitosis, cada uno tiene propiedades de union a sustrato exclusivas. La
proteina mejor caracterizada de esta familia es la proteina M helicoidal. Se ha demostrado que los anticuerpos
dirigidos contra cepas M homadlogas son opsonicos y protectores (Dale, J. B., R. W. Baird, H. S. Courtney, D. L.
Hasty y M. S. Bronze. 1994. Passive protection of mice against group A streptococcal pharyngeal infection by
lipoteichoic acid. J Infect Dis. 169:319-23, Dale, J. B., M. Simmons, E. C. Chiang y E. Y. Chiang. 1996. Recombinant,
Ellen, R. P. y R. J. Gibbons. 1972. M protein-associated adherence of Streptococcus pyogenes to epithelial surfaces:
prerequisite for virulence. Infect Immun. 5: 826-830.). Complicando el uso de la proteina M como un antigeno
candidato esta el hecho de que se han identificado aproximadamente 100 serotipos de proteina M distintos, con
varios mas sin tipificar. Normalmente, los serotipos M de Clase |, ejemplificados por los serotipos M1, M3, M6, M12 y
M18, estan asociados con faringitis, escarlatina y fiebre reumatica, y no expresan proteinas de uniéon a
inmunoglobulina. Los serotipos M de Clase Il, tales como M2 y M49, estan asociados con las infecciones cutaneas
localizadas mas comunes y la glomerulonefritis que aparece como secuela, y expresan proteinas de union a
inmunoglobulina (Podbielski, A., A. Flosdorff y J. Weber-Heynemann. 1995. The group A streptococcal virR49 gene
controls expression of four structural vir regulon genes. Infect Immun. 63: 9-20). Es importante advertir que existe
poca o ninguna reactividad cruzada heterdloga de los anticuerpos frente a los serotipos M. Igualmente importante es
el papel que estos anticuerpos desempefian en la fiebre reumatica. Regiones especificas de la proteina M suscitan
anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con el tejido cardiaco del hospedador, provocando, o al menos
correlacionandose, con dafo celular (Cunningham, M. W. y A. Quina 1997. Immunological crossreactivity between
the class | epitope of streptococcal M protein and myosin. Adv Exp Med Biol. 418: 887-921, Quinn, A., K. Ward, V. A.
Fischetti, M. Hemric y M. W. Cunningham. 1998. Immunological relationship between the class | epitope of
streptococcal M protein and myosin. Infect Immun. 66: 4418-24.).

Las proteinas M y similares a M pertenecen a una familia grande de proteinas emplazadas en superficie que estan
definidas por el motivo LPXTG dirigido a sortasa (Mazmanian, S. K., G. Liu, H. Ton-That y O. Schneewind. 1999.
Staphylococcus aureus sortase, an enzyme that anchors surface proteins to the cell wall. Science. 285: 760-3, Ton-
That, H., G Liu, S. K. Mazmanian, K. F. Faull y O. Schneewind. 1999. Purification and characterization of sortase, the
transpeptidase that cleaves surface proteins of Staphylococcus aureus at the LPXTG motif. Proc Nati Acad Sci USA.
96: 12424-12429). Este motivo, emplazado cerca del extremo carboxilo de la proteina, se escinde en primer lugar
mediante la sortasa, entre los restos treonina y glicina del motivo LPXTG. Una vez escindida, la proteina se une de
forma covalente a través del carboxilo de la treonina a un grupo amida libre del puente cruzado de aminoacidos en el
peptidoglucano, uniendo asi la proteina de forma permanente a la superficie de la célula bacteriana. Incluidas en
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esta familia de proteinas dirigidas a sortasa estan la peptidasa C5a (Chen, C. C y P. P. Cleary. 1989. Cloning and
expression of the streptococcal C5a peptidase gene in Escherichia coli: linkage to the type 12 M protein gene. Infect.
Immun. 57: 1740-1745, Chmouryguifia. |., A. Suvorov, P. Ferrieri y P. P. Cleary. 1996. Conservation of the C5a
peptidase genes in group A and B streptococci. Infect. Immun. 64: 2387-2390), las adhesinas para fibronectina
(Courtney, H. S., Y. Li, J. B. Dale y D. L. Hasty. 1994. Cloning, sequencing, and expression of a
fibronectin/fibrinogen-binding protein from group A streptococci. Infect Immun. 62: 3937-46, Fogg, G. Cy M. G.
Caparon. 1997. Constitutive expression of fibronectin binding in Streptococcus pyogenes as a result of anaerobic
activation of rofA. J Bacteriol. 179: 6172-80, Hanski, E. y M. Caparon. 1992. Protein F, a fibronectin-binding protein,
is an adhesion of the group A streptococcus Streptococcus pyogenes. Proc Nati Acad Sci., USA. 89: 6172-76,
Hanski, E., P. A. Horwitz y M. G Caparon. 1992. Expression of protein F, the fibronectin-binding protein of
Streptococcus pyogenes JRS4, in heterologous streptococcal and enterococcal strains promotes their adherence to
respiratory epithelial cells. Infect Immun. 60: 5119-5125), la vitronectina y el colageno de tipo 1V, y otras proteinas de
tipo M que se unen a plasmindgeno, la IgA, la IgG y la albumina (Kihlberg, B. M., M. Collin, A. Olsen y L. Bjorck.
1999. Protein H, an antiphagocytic surface protein in Streptococcus pyogenes. Infect Immun. 67: 1708-14).

Se han descrito numerosas proteinas secretadas, varias de las cuales se consideran toxinas. La mayoria de los
aislados de Streptococcus pyogenes procedentes de casos de enfermedad invasiva grave y de sindrome de choque
toxico estreptococico (SCTE) producen las exotoxinas piogénicas estreptococicas (EPE) A y C (Cockerill, F. R., 32,
R. L. Thompson, J. M. Musser, P. M. Schlievert, J. Talbot, K. E. Holley, W. S. Harmsen, D. M. listrup, P. C. Kohner,
M. H. Kim, B. Frankfort, J. M. Manahan, J. M Steckelberg, F. Roberson y W. R. Wilson. 1998. Molecular, serological
and clinical features of 16 consecutive cases of invasive streptococcal disease. Southeastern Minnesota
Streptococcal Working Group. Clin Infect Dis. 26: 1448-58). También se han identificado otras exotoxinas piogénicas
en la secuencia gendémica de Strepfococcus pyogenes completada en la Universidad de Oklahoma y enviada al
GenBank, a la que asigné el nimero de registro AE004092, y ha sido caracterizada (Proft, T., S. Louise Moffatt, C. J.
Berkahn y J. D. Fraser. 1999. Identification and Characterization of Novel Superantigens from Streptococcus
pyogenes. J Exp Med. 189: 89-102). Otras toxinas tales como la toxina del Sindrome Similar al Choque Toxico, el
Superantigeno Estreptocécico (Reda, K. B., V. Kapur, D. Goela, J. G. Lamphear, J. M. Musser y R. R. Rich. 1996.
Phylogenetic distribution of streptococcal superantigen SSA allelic variants provides evidence for horizontal transfer
of ssa within Streptococcus pyogenes. Infect Immun. 64: 1161-5) y el Factor Mitogénico (Yutsudo, T., K. Okumura,
M. lwasaki, A. Hara, S. Kamitani, W. Minamide, H. Igarashi y Y. Hinuma, 1994. The gene encoding a new mitogenic
factor in A Streptococcus pyogenes strain is distributed only in group A streptococci. Infection and Immunity. 62:
4000-4004) desempefian papeles menos definidos en la enfermedad. La estreptolisina O podria también
considerarse un posible antigeno candidato, debido a que provoca la liberacién de IL-3. Ademas, se ha identificado
una diversidad de enzimas secretadas que incluyen la proteasa de cisteina (Lukomski, S., C. A. Montgomery, J.
Rurangirwa. R. S. Geske, J. P. Barrish, G. J. Adams y J. M. Musser. 1999. Extracellular cysteine protease produced
by Streptococcus pyogenes participates in the pathogenesis of invasive skin infection and dissemination in mice.
Infect. Immun. 67:1779-88, Matsuka, Y. V., S. Pillai, S. Gubba, J. M. Musser y S. B. Olmsted. 1999. Fibrinogen
cleavage by the Streptococcus pyogenes extracellular cysteine protease and generation of antibodies that inhibit
enzyme proteolytic activity. Infect Immun. 67: 4326-33), la estreptoquinasa (Huang, T. T., H. Malke y J. J. Ferretti.
1989. The streptokinase gene of group A streptococci: cloning, expression in Escherichia coli, and sequence
analysis. Mol Microbiol. 3: 197-205, Nordstrand, A., W. M. McShan, J. J. Ferretti, S. E. Holm y M. Norgren. 2000.
Allele substitution of the streptokinase gene reduces the nephritogenic capacity of group A streptococcal strain
NZ131. Infect Immun. 68: 1019-25) y la hialuronidasa (Hynes, W. L., A. R. Dixon, S. L. Walton y L. J. Aridgides.
2000. The extracellular hyaluronidase gene (hylA) of Streptococcus pyogenes. FEMS Microbiol Lett. 184:109-12,
Hynes, W. L., L. Hancock y J. J. Ferretti. 1995. Analysis of a second bacteriophage hyaluronidase gene from
Streptococcus pyogenes: evidence for a third hyaluronidase involved in extracellular enzymatic activity. Infect Immun.
63: 3015-20).

Dada la cantidad de factores de virulencia conocidos producidos por Streptococcus pyogenes, esta claro que una
caracteristica importante de la composicion inmunogénica estreptococica 3 hemolitica satisfactoria seria su
capacidad de estimular una respuesta que previniese o limitase la colonizacion temprana en los procesos
infecciosos. Esta respuesta protectora bloquearia la adherencia y/o potenciaria la eliminacion de células a través de
opsonofagocitosis. Se ha descubierto que los anticuerpos frente a la proteina M son opsoénicos y proporcionan un
mecanismo para superar las propiedades antifagociticas de las proteinas (Jones, K. F. y V. A. Fischetti. 1988. The
importance of the location of antibody binding on the M6 protein for opsonization and phagocytosis of group A M6
streptococci. J Exp Med. 167: 1114-23), en gran parte del mismo modo en que los anticuerpos anti serotipo capsular
B han demostrado proteccion frente a la enfermedad provocada por Haemophilus influenzae B (Madore, D. V. 1998.
Characterization of immune response as an indicator or Haemophilus influenzae type b vaccine efficacy. Pediatr
Infect Dis J. 17: S207-10). Ademas, se ha descubierto que los anticuerpos especificos frente a la Proteina F
bloquean la adherencia e internalizacion por células en cultivo (Molinari, G., S. R. Talay, P. Valentin-Weigand, M.
Rohde y G. S. Chhatwal. 1997. The fibronectin-binding protein of Streptococcus pyogenes, Sfbl, is involved in the
internalization of group A streptococci by epithelial cells. Infect. Immun. 65: 1357-63). EI documento WO
2004/078907 divulga moléculas de acido nucleico aisladas que codifican un antigeno reactivo con suero
hiperinmune o un fragmento del mismo, asi como antigenos reactivos con suero hiperinmune o fragmentos de los
mismos de S. pyogenes, métodos de aislamiento de tales antigenos y usos especificos de los mismos.
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Cheng, Q., et al, Infect. Immun., 2002, vol. 70 (11), 6409-6415, ensefian que la inmunizacién con las vacunas de
peptidasa de C5a o conjugadas de peptidasa-polisacarido de tipo Il potencia la eliminacion de los estreptococos del
grupo B de los pulmones de ratones infectados.

El documento US 6355255 divulga vacunas para su uso frente a la colonizacién y la infeccion por Streptococcus
beta hemolitico o que contienen una cantidad inmunogénica de una variante de la peptidasa de C5a estreptocdcica
(PCE). También se divulga un método de proteccion de un mamifero susceptible frente a la colonizacion o infeccion
por Streptococcus beta hemolitico administrando tal vacuna. Adicionalmente, se divulgan la PCE enzimaticamente
inactiva y los polinucledtidos que codifican estas proteinas PCE.

Maione, D., et al., Science, 2005, vol. 309 (5731), 148-150, divulgan la identificacion de una vacuna universal para
Streptococcus del grupo B mediante exploracién genémica multiple.

Dale J. B., et al., Advances in Experimental Medicine and Biology, 1997, vol. 418, 863-868, revisan ensayos clinicos
en fase | de vacunas conjugadas con polisacaridos del grupo B y el desarrollo de vacunas estreptocdocicas del grupo
A.

McMillan, D. J., et al., Vaccine, 2004, Vol. 22 (21-22), 2783-2790, ensefan la identificacion y evaluacion de nuevas
candidatos para vacuna para infecciones estreptocdcicas del grupo A.

El documento WO 2006/042027 divulga antigenos estreptocécicos del grupo A (EGA) utiles para proporcionar
inmunidad frente a la infeccién por pyogenes.

Sigue habiendo una necesidad de desarrollar composiciones inmunogénicas y métodos para prevenir o mejorar las
infecciones provocadas por estreptococos 3 hemoliticos, incluyendo de los grupos A, B, C y G. También sigue
habiendo una necesidad de proporcionar composiciones inmunogénicas que proporcionen inmunidad frente a una
amplia diversidad de bacterias EBH.

Sumario de la invencién

En el presente documento se describen composiciones inmunogénicas para la proteccion de mamiferos susceptibles
frente a la colonizacion o infeccién por estreptococos B hemoliticos, incluyendo estreptococos del Grupo A, B, C y/o
D, incluyendo los de Streptococcus pyogenes. Estas composiciones inmunogénicas comprenden una mezcla de dos
0 mas polipéptidos como se describe mas ampliamente a continuaciéon. También se describen métodos para
prevenir o mejorar tal colonizacion en un mamifero susceptible, administrando una cantidad eficaz de la composicion
inmunogénica para generar anticuerpos frente a los polipéptidos especificos contenidos en la composicion
inmunogénica. Ademas se describen polipéptidos y polinucledtidos de Streptococcus pyogenes, materiales
recombinantes y métodos para su produccidon. Aun mas, se describen métodos para usar tales polipéptidos y
polinucledtidos de Strepfococcus pyogenes. Los polipéptidos y polinucleétidos también pueden utilizarse en la
fabricacion de un medicamento para prevenir o mejorar una infeccion provocada por estreptococos 3 hemoliticos.

De forma mas concreta, la invencién proporciona una composicion inmunogénica, comprendiendo dicha
composiciéon una mezcla de:

(a) un polipéptido de PCE que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la
Figura 2 (SEQ ID NO: 2);

(b) un polipéptido de peptidilpropil isomerasa que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 4 (SEQ ID NO: 4); y

(c) un supuesto polipéptido de adhesién que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 8 (SEQ ID NO: 8).

La composicién inmunogénica de la invencion puede ser de uso como un medicamento.

La composicion inmunogénica de la invencion puede ser de uso en un método de proteccion de un mamifero
susceptible, frente a la colonizaciéon o infeccion por estreptococos B hemoliticos.

Los polipéptidos que pueden utilizarse en las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden por lo tanto
incluir, en la medida en que se definen en las reivindicaciones, polipéptidos aislados que comprenden al menos una
de una secuencia de aminoacidos de cualquiera de las Fig. 2, 4, 6, 8 o 10. Las composiciones inmunogénicas de la
invencion también pueden incluir secuencias de aminoacidos que tienen al menos el 90 % de identidad con
cualquiera de las secuencias de aminoacidos anteriores, y polipéptidos maduros de estas. Las composiciones
inmunogénicas de la invencién pueden incluir ademas fragmentos inmunogénicos y equivalentes bioldgicos de estos
polipéptidos. También se describen anticuerpos que se unen de forma inmunoespecifica a los polipéptidos de uso de
la invencion.



ES 2 648 231 T3

Los polinucledtidos descritos en el presente documento incluyen polinucledtidos aislados que comprenden
secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido de uso en la invencion. Estos polinucledtidos incluyen
polinucledtidos aislados que comprenden al menos una de una secuencia de nucleétidos de cualquiera de las Fig. 1,
3, 5, 7 09, y también incluyen otras secuencias de nucleétidos que, como resultado de la degeneracion del codigo
genético, también codifican un polipéptido de uso en la invencion. También se describen polinucleétidos aislados
que comprenden una secuencia de nucledtidos que tiene al menos el 90 % de identidad con una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido de uso en la invencion, y polinucleétidos aislados que comprenden una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos el 90 % de identidad con cualquiera de las secuencias de nucleotidos
anteriores. Ademas, los polinucledtidos aislados descritos en el presente documento incluyen secuencias de
nucleétidos que hibridan en condiciones de hibridacion rigurosas con una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido de uso en la invencion, secuencias de nucleétidos que hibridan en condiciones de hibridacion rigurosas
con una secuencia de nucleotidos de cualquiera de las secuencias anteriores y secuencias de nucleétidos que son
totalmente complementarias con estos polinucleétidos. También se describen vectores de expresion y células
hospedadoras que comprenden estos polinucleétidos.

Ademas se describen en el presente documento composiciones inmunogénicas que comprenden una cantidad
inmunogénica de al menos dos o mas componentes (seleccionados de PCE (Figura 2 (SEQ ID NO: 2) y los péptidos
codificados por la ORF 554 (peptidilpropil isomerasa (Figura 4 (SEQ ID NO: 4)), ORF 1218 (proteina hipotética
(Figura 6 (SEQ ID NO: 6)), ORF 1358 (supuesta proteina de adhesion (Figura 8 (SEQ ID NO: 8)) y ORF 2459
(lipoproteina de superficie (Figura 10 ( SEQ ID NO: 10)), cada una de las cuales comprende a dichos polipéptidos en
una cantidad eficaz para prevenir o mejorar una colonizacion o infeccidon por estreptococos  hemoliticos en un
mamifero susceptible. Cada componente puede comprender el propio polipéptido o puede comprender el polipéptido
y cualquier otra sustancia (por ejemplo, uno o mas agentes quimicos, proteinas, etc.) que pueda ayudar en la
prevencion y/o mejora de la colonizacién o infeccion por estreptococos [ hemoliticos. Estas composiciones
inmunogénicas pueden comprender ademas al menos una porcién del polipéptido, opcionalmente conjugado o unido
a un péptido, polipéptido o proteina, o a un polisacarido.

También se describen métodos de proteccion de un mamifero susceptible frente a la colonizaciéon o infeccidén por
estreptococos B hemoliticos. En uno de tales métodos, el método comprende administrar a un mamifero una
cantidad eficaz de dos o0 mas composiciones inmunogénicas que comprenden una cantidad inmunogénica de un
polipéptido como se describe en el presente documento, cuya cantidad es eficaz para prevenir o mejorar la
colonizacién o infeccion por estreptococos B hemoliticos en el mamifero susceptible. Se ha descubierto que tales
combinaciones de componentes son eficaces para proporcionar tal proteccién frente a una amplia diversidad de
grupos y en general proporcionan una respuesta inmunitaria mayor que los componentes individuales administrados
de forma separada.

Las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden administrarse mediante cualquier via convencional, por
ejemplo por inyeccion subcutanea o intramuscular, ingestion oral o por via intranasal.

También se describen composiciones inmunogénicas que comprenden al menos un polinucleétido como se define
en el presente documento.

Debe entenderse que la anterior descripcion general y la siguiente descripcion detallada son ejemplares, pero no
restrictivas, de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 presenta la secuencia de acido nucleico que codifica la peptidasa de C5a (“PCE”, SEQ ID NO: 1).
La Fig. 2 presenta la secuencia de aminoacidos de la PCE (SEQ ID NO: 2).

La Fig. 3 presenta la secuencia de acido nucleico de la ORF 554, que codifica la peptidilpropil isomerasa (SEQ
ID NO: 3).

La Fig. 4 presenta la secuencia de aminoacidos de la peptidilpropil isomerasa (SEQ ID NO: 4).

La Fig. 5 presenta la secuencia de acido nucleico de la ORF 1218, que codifica una proteina hipotética (SEQ ID
NO: 5).

La Fig. 6 presenta la secuencia de aminoacidos de una proteina hipotética (SEQ ID NO: 6).

La Fig. 7 presenta la secuencia de acido nucleico de la ORF 1358, que codifica una supuesta proteina de
adhesion (SEQ ID NO: 7).

La Fig. 8 presenta la secuencia de aminoacidos de una supuesta proteina de adhesién (SEQ ID NO: 8).
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La Fig. 9 presenta la secuencia de acido nucleico de la ORF 2459, que codifica una lipoproteina de superficie
(SEQ ID NO: 9).

La Fig. 10 presenta la secuencia de aminoacidos de una lipoproteina de superficie (SEQ ID NO: 10).

La Fig. 11 presenta de forma grafica el porcentaje de destruccidon, en comparacion con el medio, de las
composiciones inmunogénicas de tres componentes (“Trivax” = PCE, peptidilpropil isomerasa (ORF 554) y
supuesta proteina de adhesion (ORF 1358)) y de un componente (“554” = peptidilpropil isomerasa (ORF 554)),
examinadas en el Ejemplo 2.

Las Fig. 12-16 demuestran de forma grafica los resultados de transferencia de inmunidad pasiva del Ejemplo 3.
UFC = unidades formadoras de colonias.

Descripcion detallada de la invencion

La invencion proporciona una composicion inmunogénica, comprendiendo dicha composicion una mezcla de:
(a) un polipéptido de PCE que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la Figura
2 (SEQ ID NO: 2);
(b) un polipéptido de peptidilpropil isomerasa que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 4 (SEQ ID NO: 4); y
(c) un supuesto polipéptido de adhesién que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 8 (SEQ ID NO: 8).

La composicién inmunogénica de la invencion puede ser de uso como un medicamento.

La composicion inmunogénica de la invencion puede ser de uso en un método de proteccion de un mamifero
susceptible, frente a la colonizacion o infeccion por estreptococos B hemoliticos.

La composicidon inmunogénica de la invenciéon puede ser también de uso para prevenir o mejorar infecciones
provocadas por estreptococos 3 hemoliticos, incluyendo los grupos A, B, Cy G.

También se describe una composicion inmunogénica que comprende una mezcla de dos o mas polipéptidos,
estando cada polipéptido codificado por una secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 90 % de identidad
con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en:

(a) peptidasa de C5a (“PCE”) (Figura 1 (SEQ ID NO: 1));

(b) fase de lectura abierta (“ORF”) 554 (Figura 3 (SEQ ID NO: 3));

(c) ORF 1218 (Figura 5 (SEQ ID NO: 5));

(d) ORF 1358 (Figura 7 (SEQ ID NO: 7)); y

(e) ORF 2459 (Figura 9 (SEQ ID NO: 9).
También se describe una composicion inmunogénica que comprende una mezcla de dos o mas polipéptidos,
teniendo cada polipéptido al menos el 90 % de identidad con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
que consiste en:

(a) PCE (Figura 2 (SEQ ID NO: 2));

(b) peptidilpropil isomerasa (Figura 4 (SEQ ID NO: 4));

(c) proteina hipotética (Figura 6 (SEQ ID NO: 6));

(d) supuesta proteina de adhesioén (Figura 8 (SEQ ID NO: 8)); y

(e) lipoproteina de superficie (Figura 10 (SEQ ID NO: 10)).

También se describe una composicién inmunogénica que comprende una mezcla de:

(a) un polipéptido de PCE codificado por una secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 90 % de
identidad con la secuencia de acidos nucleicos de la Figura 1 (SEQ ID NO: 1);
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(b) un polipéptido de peptidilpropil isomerasa codificado por una secuencia de acido nucleico que tiene al menos
el 90 % de identidad con la secuencia de acido nucleico de la Figura 3 (SEQ ID NO: 3); y

(c) al menos un otro polipéptido codificado por una secuencia de acido nucleico que tiene al menos el 90 % de
identidad con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en (i) la Figura 5 (SEQ ID
NO: 5); (ii) la Figura 7 (SEQ ID NO: 7); y (iii) la Figura 9 (SEQ ID NO: 9).

También se describe una composicién inmunogénica que comprende una mezcla de:

(a) un polipéptido de PCE que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la Figura
2 (SEQ ID NO: 2);

(b) un polipéptido de peptidilpropil isomerasa que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 4 (SEQ ID NO: 4); y

(c) al menos un otro polipéptido que tiene al menos el 90 % de identidad con una secuencia de aminoacidos del
grupo que consiste en (i) la Figura 6 (SEQ ID NO: 6); (ii) la Figura 8 (SEQ ID NO: 8); v (iii) la Figura 10 (SEQ ID
NO: 10).

Las expresiones “polinucledtido”, “acido nucleico” y “fragmento de acido nucleico” se utilizan en el presente
documento de forma indistinta. Estas expresiones abarcan nucleétidos conectados por uniones fosfodiéster. Un
“polinucledtido” puede ser un polimero de acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) que es mono-
o bicatenario, y de forma opcional contiene bases nucleotidicas sintéticas, no naturales o modificadas. Un
polinucledétido en forma de un polimero de ADN puede comprender uno o mas segmentos de ADNc, ADN genémico,
ADN sintético o mezclas de los mismos. Las bases nucleotidicas se indican en el presente documento mediante el
cédigo de una letra: adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C), inosina () y uracilo (U).

Los polinucledtidos estreptocécicos descritos en el presente documento pueden obtenerse utilizando técnicas de
clonacioén y exploraciéon convencionales. Estos polinucleétidos pueden obtenerse, por ejemplo, de ADN gendmico, a
de una genoteca de ADNc obtenida de ARNm, de una biblioteca de ADN gendmico o pueden sintetizarse utilizando
técnicas conocidas y disponibles en el mercado, tales como, por ejemplo, mediante PCR a partir de una genoteca de
ADNCc o a través de RT-PCR (transcripcion inversa - reaccion en cadena de la polimerasa).

Existen varios métodos disponibles y son bien conocidos para los expertos en la materia para obtener los ADNc de
longitud completa o para extender los ADNc cortos, tales como por ejemplo los basados en el método de
amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE, forma siglada del inglés rapid amplification of cDNA ends). Véase
Fronman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 8998-9002, 1988. Recientes modificaciones de la técnica,
ejemplificadas por ejemplo por la tecnologia MARATHON™ (Clontech Laboratories Inc.), han simplificado
significativamente la busqueda de ADNc mas largos. En la tecnologia MARATHON™, los ADNc se han preparado a
partir de ARNm extraido de un tejido escogido y se ha ligado una secuencia “adaptadora” en cada uno de los
extremos. Después, se lleva a cabo la amplificacién de acidos nucleicos (PCR) para amplificar el extremo 5’
“perdido” del ADNc utilizando una combinacion de cebadores oligonucleotidicos especificos de gen y especificos de
adaptador. Después se repite la reaccion de PCR utilizando cebadores “anidados”, es decir, cebadores disefiados
para aparearse dentro del producto amplificado (normalmente un cebador especifico adaptador que se aparea mas
alla del 3’ en la secuencia adaptadora y un cebador especifico de gen que se aparea mas alla del 5’ en la secuencia
génica conocida). Los productos de esta reaccion pueden analizarse después mediante secuenciacion de ADN y un
ADNc de longitud completa construido ya sea uniendo el producto de forma directa al ADNc existente para
proporcionar una secuencia completa o llevando a cabo una PCR de longitud completa distinta utilizando la
informacién de la secuencia nueva para el disefio del cebador 5'.

El término “recombinante” significa, por ejemplo, que un polinucleétido se fabrica mediante una combinacion artificial
de dos 0 mas segmentos de polinucledtidos separados de algun modo, por ejemplo por sintesis quimica o por la
manipulaciéon de polinucledtidos aislados utilizando técnicas de ingenieria genética. Una “construccion de ADN
recombinante” comprende cualquiera de los polinucleétidos aislados de la presente invencion unidos operativamente
a al menos un elemento regulador.

Los ortélogos y las variantes alélicas de los polinucleétidos estreptocécicos pueden identificarse facilmente utilizando
métodos bien conocidos en la técnica. Las variantes alélicas y ortélogos de los polinucleétidos pueden comprender
una secuencia de nucleotidos que es normalmente de al menos aproximadamente el 90-95 % o mas idéntica a una
cualquiera o mas de las secuencias de nucledtidos mostradas en las figuras 1-9 impares (las SEQ ID NO: 1-9
impares), o fragmentos de las mismas. Las variantes alélicas y ortdlogos de estos polinucleotidos pueden codificar
un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 90 % idéntica a la secuencia de
aminoacidos expuesta en una cualquiera o mas de las Figuras 2-10 pares (las SEQ ID NO: 2-10 impares). Tales
polinucledtidos pueden identificarse facilmente como que tienen la capacidad de hibridar en condiciones rigurosas,
con uno cualquiera o mas de los polinucleétidos que tienen una secuencia de nucleétidos expuesta en las Figuras 1-
9 (las SEQ ID NO: 1-9 impares) o fragmentos de las mismas.
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Un experto en la materia entiende bien que son utiles muchos niveles de identidad de secuencia en la identificacion
de secuencias de polinucledtidos y de polipéptidos relacionadas. Los alineamientos de secuencia y los calculos del
porcentaje de identidad se pueden realizar utilizando el programa MEGALIGN™ del paquete de programas de
computacion bioinformatico LASERGENE™ (DNASTAR Inc., Madison, WI). Utilizando el método de alineamiento
Clustal pueden realizarse alineamientos de multiples secuencias (Higgins y Sharp, Gene, 73 (1): 237-44, 1988) con
los parametros predeterminados, por ejemplo, PENALIZACION de HUECO = 10 y PENALIZACION DE LONGITUD
DE HUECO = 10. Los parametros predeterminados para los alineamientos en pares utilizando el método Clustal
pueden ser, por ejemplo, KTUPLA 1, PENALIZACION DE HUECO = 3, VENTANA = 5 y DIAGONALES
GUARDADAS = 5.

Una secuencia de polipéptido de uso en la invencion puede ser idéntica a la secuencia recitada, es decir, el 100 %
idéntica o, en la medida en que se describe en las reivindicaciones, puede incluir hasta un determinado ndmero
entero de modificaciones de aminoacidos en comparacion con la secuencia de referencia, de forma que el % de
identidad es menor que el 100 %. Tales alteraciones incluyen al menos una delecion, sustitucion, incluyendo una
sustitucién conservativa o no conservativa, o inserciéon de aminoacido. Las modificaciones pueden producirse en las
posiciones amino o carboxilo terminal de la secuencia de polipéptido de referencia, o en cualquier lugar entre esas
posiciones terminales, intercaladas ya sea de forma individual entre los aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de referencia o en uno o mas grupos continuos dentro de la secuencia de aminoacidos de referencia.

Por lo tanto, en la medida en que se define en las reivindicaciones, la invenciéon también proporciona el uso de
polipéptidos aislados que tienen identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos contenidas en las
secuencias recitadas. Dependiendo de la secuencia particular, el grado de identidad de secuencia es
preferentemente mayor que el 90 % (por ejemplo, el 90 %, 95 %, 97 %, 99 % o mas). Estas proteinas homdlogas
incluyen mutantes y variantes alélicas.

“Identidad”, como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos o mas secuencias de polipéptido o dos o
mas secuencias de polinucleétido, determinada mediante la comparacion de las secuencias. En la técnica,
“identidad” también significa el grado de relacién de secuencia entre las secuencias de polipéptido o
polinucledtido, seguin pueda ser el caso, determinado por la coincidencia entre las hebras de tales secuencias.
La “identidad” y la “similitud” pueden calcularse facilmente mediante métodos conocidos, incluyendo pero sin
limitacién los descritos en (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva
York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York,
1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A. M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva
Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987 y Sequence
Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H. y Lipman,
D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferentes para determinar la identidad se disefian
para proporcionar la mayor coincidencia entre las secuencias analizadas. Los métodos para determinar la
identidad y la similitud estan codificados en programas de computacion disponibles de forma publica. Los
métodos de programa de computacion preferentes para determinar la identidad y la similitud entre dos
secuencias incluyen, pero sin limitacion, el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al. 1984, BLASTP,
BLASTN y FASTA (Altschul, SF, et al., 1990. El programa BLASTX esta disponible de forma publica en el NCBI y
otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., ef al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul, S., et al., 1990).
Para determinar la identidad también puede utilizarse el bien conocido algoritmo de Smith Waterman.

Por ejemplo, el nimero de modificaciones de aminoacidos para una dada identidad % puede determinarse
multiplicando el nimero total de aminoacidos de una de las figuras 2-10 numeradas par (las SEQ ID NO: 2,4, 6,8y
10) por el porcentaje numérico de la respectiva identidad porcentual (dividido por 100) y después restando ese
producto de dicho numero total de aminoacidos en la una de las Figuras 2-10 numeradas par (las SEQ ID NO: 2, 4,
6,8y 10), o:

Na< Xa - (Xa *y),

en la que n, es el numero de modificaciones de aminoacidos, x, es el nUmero total de aminoacidos en la una de las
figuras 2-10 numeradas par (las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 y 10) e y es, por ejemplo, 0,90 para 90 %, 0,95 para 95 %,
0,97 para 97 % etc., y en la que cualquier producto de x, e y que no sea un nimero entero se redondea al numero
entero inferior mas cercano antes de restarlo de xa.

En la medida en que se definen en las reivindicaciones, la presente invencién también contempla el uso de
polipéptidos aislados que estan sustancialmente conservados entre las cepas de estreptococos  hemoliticos.

Ademas, también se contempla en la presente invencién el uso de polipéptidos aislados que estan sustancialmente
conservados entre las cepas de estreptococos B hemoliticos y que son eficaces en la prevencion y la mejora de la
colonizacién o infeccion por estreptococos 3 hemoliticos en un sujeto susceptible. Como se usa en el presente
documento, el término “conservado” se refiere a, por ejemplo, el nimero de aminoacidos que no experimenta
inserciones, sustitucion y/o deleciones como un porcentaje del numero total de aminoacidos en una proteina. Por
ejemplo, si una proteina esta al 90 % conservada y tiene, por ejemplo, 263 aminoacidos, entonces existen 237

9



ES 2 648 231 T3

posiciones de aminoacido en la proteina en las que los aminoacidos no experimentan sustitucion. Asi mismo, si una
proteina esta al 95 % conservada y tiene, por ejemplo, aproximadamente 280 aminoacidos, entonces hay 14
posiciones de aminoacido en las que los aminoacidos pueden experimentar sustitucion y 266 (es decir, 280 menos
14) posiciones de aminoacido en las que los aminoacidos no experimentan sustitucion. De acuerdo con una
realizacion de la presente invencién, un polipéptido aislado utilizado en ella esta preferentemente al menos
aproximadamente el 90 % conservado entre las cepas de estreptococos 3 hemoliticos, mas preferentemente al
menos aproximadamente el 95 % conservado entre las cepas, aun mas preferentemente al menos
aproximadamente el 97 % conservado entre las cepas y muy preferentemente al menos aproximadamente el 99 %
conservado entre las cepas, sin limitacion.

Pueden realizarse modificaciones y cambios en la estructura de los polipéptidos y ain obtener polipéptidos que
tengan actividad y/o antigenicidad de estreptococos B hemoliticos y/o de Streptococcus pyogenes. Por ejemplo,
determinados aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en una secuencia sin una pérdida apreciable
de actividad y/o antigenicidad. Debido a que es esta capacidad interactiva y la naturaleza de un polipéptido lo que
define la actividad biolégica funcional del polipéptido, pueden realizarse en una secuencia de polipéptido
determinadas sustituciones en la secuencia de aminoacidos (0, por supuesto, su secuencia de ADN codificante
subyacente) y, no obstante, obtener un polipéptido con propiedades similares.

En la medida en que se define en las reivindicaciones, la invencion incluye el uso de cualquiera de los polipéptidos
aislados que son equivalentes bioldgicos de los polipéptidos indicados de forma concreta, que proporcionan la
reactividad deseada segun se describe en el presente documento. La expresion “reactividad deseada” se refiere a la
reactividad que reconoceria un experto en la materia como un resultado Gtil para los fines de la invencion. Se
describen en el presente documento ejemplos de reactividad deseada, incluyendo, pero sin limitacion, los niveles
deseados de proteccion, los titulos de anticuerpos deseados, la actividad opsonofagocitica deseada y/o la
reactividad cruzada deseada, tal como reconoceria un experto en la materia como util para los fines de la presente
invencion. La actividad opsonofagocitica deseada esta indicada por un porcentaje de destruccion de bacterias segun
se mide por la disminucién de unidades formadoras de colonias (UFC) en un EOF (ensayo opsonofagocitico) frente
a un control negativo. Sin limitarse a ello, la actividad opsonofagocitica deseada es preferentemente al menos
aproximadamente del 15 %, mas preferentemente al menos aproximadamente del 20 %, ain mas preferentemente
al menos aproximadamente del 40 %, aun mas preferentemente al menos aproximadamente del 50 % y muy
preferentemente al menos aproximadamente del 60 %.

En la medida en que se define en las reivindicaciones, la invencion incluye el uso de polipéptidos que son variantes
de los polipéptidos que comprenden una secuencia de aminoacidos de las figuras 2-10 numeradas par (las SEQ ID
NO: 2, 4, 6, 8 y 10). “Variante”, como el término que se usa en el presente documento, incluye un polipéptido que
difiere de un polipéptido de referencia pero conserva propiedades esenciales. En general, las diferencias estan
limitadas de forma que las secuencias del polipéptido de referencia y la variante son estrechamente similares de
forma general y, en muchas regiones, idénticas (es decir, biolégicamente equivalentes). Un polipéptidos variante y
de referencia pueden diferir en la secuencia de aminoacidos en una o mas sustituciones, adiciones o deleciones, en
cualquier combinacién. Un resto de aminoacido sustituido o insertado puede estar codificado o no por el cédigo
genético. Una variante de un polipéptido puede ser de origen natural tal como una variante alélica, o puede ser una
variante que no se sabe si es de origen natural. Las variantes de los polipéptidos que no son de origen natural
pueden fabricarse por sintesis directa o por técnicas de mutagénesis.

En la realizacion de tales cambios, puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. La importancia del
indice hidropatico de los aminoacidos en el otorgamiento de una funcion biolégica interactiva a un polipéptido se
entiende de forma general en la técnica (Kyte y Doolittle, 1982). Se sabe que determinados aminoacidos pueden
sustituirse por otros aminoacidos que tengan un indice o puntuacion hidropatica similar y aun dar como resultado un
polipéptido con una actividad biolégica similar. A cada aminoacido se le ha asignado un indice hidropatico a base de
su hidrofobicidad y caracteristicas de carga. Los indices se enumeran en paréntesis detras de cada aminoacido
como sigue: isoleucina (+4,5); valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cisteina (+2,5); metionina
(+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6);
histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparragina (-3,5); lisina (-3,9) y arginina (-4,5).

Se cree que el caracter hidropatico relativo del resto de aminoacido determina las estructuras secundaria y terciaria
del péptido resultante, lo que a su vez define la interaccién del polipéptido con otras moléculas, tal como enzimas,
sustratos, receptores, anticuerpos, antigenos y similares. Se sabe en la técnica que un aminoacido puede sustituirse
por otro aminoacido que tenga un indice hidropatico similar y ain obtener un polipéptido funcionalmente equivalente.
En tales cambios, es preferente la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan entre +/- 2, los que
estan entre +/- 1 son particularmente preferentes y los que estan entre +/- 0,5 son ain mas particularmente
preferentes.

La sustitucion de aminoacidos similares también puede realizarse a base de la hidrofilicidad, en particular cuando el
polipéptido o péptido equivalente biolégico funcional creado de ese modo esta destinado a su uso en realizaciones
inmunoldgicas. La Patente de Estados Unidos numero 4.554.101, incorporada en el presente documento como
referencia, indica que una mayor hidrofilicidad promedio local de un polipéptido, regida por la hidrofilicidad de sus
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aminoacidos adyacentes, correlaciona con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad
bioldgica del polipéptido.

Como se detalla en la Patente de Estados Unidos nimero 4.554.101, incorporada en el presente documento como
referencia, se han asignado a los restos de aminoacido los siguientes valores de hidrofilicidad: arginina (+3,0); lisina
(+3,0); aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3); asparragina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0);
prolina (-0,5 % 1); treonina (-0,4); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina
(-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptéfano (-3,4). Se entiende que un aminoacido puede
sustituirse por otro que tenga un valor de hidrofilicidad similar y adn obtener un polipéptido biolégicamente
equivalente y, en particular, uno inmunoldgicamente equivalente. En tales cambios, es preferentemente la
sustituciéon de aminoacidos cuyos valores de hidrofilicidad estan entre + 2, los que estan entre £ 1 son
particularmente preferentes y los que estan entre + 0,5 son ain mas particularmente preferentes.

Como se describe anteriormente, en general las sustituciones de aminoacido son, por lo tanto, a base de la similitud
relativa de los sustituyentes de cadenas laterales de aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad, hidrofilicidad,
carga, tamafio y similares. Las sustituciones ejemplares que toman diversas de las caracteristicas anteriores en
consideracion son bien conocidas para los expertos en la materia e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato;
serina y treonina; glutamina y asparragina, y valina, leucina e isoleucina. Como se muestra en la Tabla | a
continuacion, las sustituciones de aminoacido adecuadas incluyen las siguientes:

TABLA 1:
Resto original ~ Sustitucion de resto ejemplar
Ala Gly; Ser
Arg Lys
Asn GlIn; His
Asp Glu
Cys Ser
GIn Asn
Glu Asp
Gly Ala
His Asn; GIn
lle Leu; Val
Leu lle; Val
Lys Arg
Met Met; Leu; Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

Por lo tanto, en la medida en que se define en las reivindicaciones, la invencion incluye equivalentes funcionales o
bioldgicos de los polipéptidos de las secuencias en las Figuras 2-10 numeradas par (las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 y 10)
que contienen una o mas sustituciones de aminoacido.

Los equivalentes bioldgicos o funcionales de un polipéptido también pueden prepararse utilizando mutagénesis
dirigida. La mutagénesis dirigida es una técnica util en la preparacion de polipéptidos de segunda generacion, o de
polipéptidos bioldgica y funcionalmente equivalentes obtenidos de las secuencias de los mismos, a través de
mutagénesis especificas del ADN subyacente. Como se indica anteriormente, tales cambios pueden ser
convenientes cuando son convenientes las sustituciones de aminoacido. La técnica proporciona ademas una
capacidad a punto para preparar y probar variantes de secuencia, por ejemplo, incorporando una o mas de las
consideraciones anteriores, introduciendo en el ADN uno o mas cambios de secuencia de nucledtidos. La
mutagénesis dirigida permite la produccién de mutantes a través del uso de secuencias de oligonucleétido
especificas que codifican la secuencia de ADN de la mutaciéon deseada, asi como un numero suficiente de
nucledtidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador del tamafio suficiente y una complejidad de
secuencia para formar un duplex estable a ambos lados de la unién de la delecion que se atraviesa. Normalmente,
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es preferentemente un cebador de aproximadamente 17 a 25 nucleétidos de longitud, con aproximadamente 5 a 10
restos a ambos lados de la unién de la secuencia que se esta modificando.

En general, la técnica de mutagénesis dirigida es bien conocida en la técnica. Como se apreciara, normalmente la
técnica emplea un vector de fago que puede existir tanto en forma monocatenaria como bicatenaria. Normalmente,
la mutagénesis dirigida en conformidad con el presente documento se realiza obteniendo en primer lugar un vector
monocatenario que incluye dentro de su secuencia una secuencia de ADN que codifica toda o una parte de la
secuencia de polipéptido seleccionada de Streptococcus pyogenes. Se prepara un cebador de oligonucleétido que
porta la secuencia mutada deseada, por ejemplo mediante técnicas bien conocidas (por ejemplo, de forma sintética).

Después se aparea este cebador con el vector monocatenario y se extiende mediante el uso de enzimas, tales como
el fragmento Klenow de la polimerasa | de E. coli, para completar la sintesis de la cadena que porta la mutacion. Por
lo tanto, se forma un heteroduplex en el que una cadena codifica la secuencia original no mutada y la segunda
cadena porta la mutacién deseada. Este vector heteroduplex se utiliza después para transformar células apropiadas,
tales como células de E. coli, y se seleccionan clones que incluyen vectores recombinantes que portan la mutacion.
Kits disponibles en el mercado proporcionan los reactivos necesarios.

En la medida en que se definen en las reivindicaciones, se entiende que los polipéptidos y antigenos de polipéptido
de uso en la invencioén incluyen cualquier polipéptido que comprende una similitud de secuencia sustancial, una
similitud estructural y/o una similitud funcional con un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos de
cualquiera de las Figuras 2-10 numeradas par (las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 y 10). Ademas, un polipéptido o antigeno
de polipéptido de uso en la invenciéon no esta limitado a una fuente particular. Por lo tanto, se contempla la deteccion
y aislamiento general de los polipéptidos a partir de una diversidad de fuentes.

Los polipéptidos de uso en la invenciéon pueden estar en forma de proteina “madura” o pueden ser parte de una
proteina mas grande tal como una proteina de fusion. A menudo es ventajoso incluir una secuencia de aminoacidos
adicional que contenga, por ejemplo, secuencias secretoras o lider, prosecuencias, secuencias que puedan ayudar
en la purificacion tales como multiples restos de histidina, o una secuencia adicional para estabilidad durante la
produccién recombinante.

La expresion “composicion inmunogénica” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier tipo de
agente biolégico en una forma administrable que tiene la capacidad de estimular una respuesta inmunitaria en un
sujeto al que se le inoculd la composicidon inmunogénica. Una respuesta inmunitaria puede incluir la induccién de
anticuerpos y/o la induccién de una respuesta de linfocitos T. El término “proteccion”, cuando se utiliza en referencia
a una composicion inmunogénica, se refiere en el presente documento a la mejora (ya sea parcial o completa) de
cualquiera de los sintomas asociados con la enfermedad o afeccién en cuestién. Por lo tanto, la proteccion de
sujetos frente a la infeccidn por una especie de Streptococcus tal como S. dysgalactiae (incluyendo las subespecies
Dysgalactiae y Equisimilis) mediante las presentes composiciones inmunogénicas en general da como resultado una
reduccion del crecimiento bacteriano y/o de uno o mas de los sintomas clinicos asociados con la infeccién producida
por estreptococos, incluyendo artritis, endocarditis, meningitis, poliserositis, bronconeumonia, meningitis, hipoacusia
permanente y choque séptico.

Los métodos divulgados en el presente documento pueden incluir la induccién de una respuesta inmunitaria frente a
uno o mas patégenos, que incluyen una especie de Streptococcus (por ejemplo, Streptococcus dysgalactiae, S.
dysgalactiae sub. Equisimilis, S. dysgalacliae sub. Dysgalactiae, S. pyogenes, S. agalactiae, S. anginosus, S.
constellatus, S. equisimilis y S. intermedius). Por ejemplo, los métodos pueden incluir la induccién de la produccion
de anticuerpos policlonales frente a uno o mas patdgenos estreptocdcicos tales como, por ejemplo, S. dysgalactiae
sub. Equisimilis.

Para preparar las composiciones inmunogénicas de la invencion, los polipéptidos constituyentes se ajustan a una
concentracion apropiada y pueden formularse con cualquier adyuvante, diluyente, transportador farmacéuticamente
aceptable convenientes, o cualquier combinacién de los mismos. Como se usa en el presente documento la frase
“transportador farmacéuticamente aceptable” pretende incluir cualquiera y todos los disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos o retardantes de la absorcion,
excipientes y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para
principios farmacéuticamente activos es bien conocido en la técnica. Pueden utilizarse como transportadores y/o
diluyentes los vehiculos fisiolégicamente aceptables. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable se entiende que
designa a un compuesto o a una combinacion de compuestos incorporados en una composicion farmacéutica o
inmunogénica, que no provoca efectos secundarios y que hace posible, por ejemplo, facilitar la administracion del
compuesto activo, aumentar su vida y/o su eficacia en el cuerpo, aumentar su solubilidad en solucién o, como
alternativa, potenciar su conservacion. Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y los
expertos en la materia los adaptaran de acuerdo con la naturaleza y el modo de administracion del compuesto activo
escogido. Estos incluyen, pero sin limitacion, agua, solucién de Ringer, un medio isoténico apropiado, glicerol, etanol
y otros disolventes convencionales, solucion salina tamponada con fosfato y similares.
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Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas
estériles, y polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o de una dispersion inyectable esteéril.

Para la administraciéon intravenosa, los transportadores adecuados incluyen solucion salina fisioldégica, agua
bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N. J.) o solucion salina tamponada con fosfato (PBS). En todos
los casos, la composicion debe estar estéril y deberia ser fluida hasta el punto que exista una jeringabilidad facil.

Debe ser estable en las condiciones de fabricaciéon y almacenamiento, y deben conservarse frente a la accion
contaminante de microorganismos tales como bacterias y hongos. El transportador puede ser un disolvente o medio
de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilénglicol y
similares) y mezclas adecuadas de los mismos. Puede mantenerse la fluidez apropiada por ejemplo mediante el uso
de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula necesario en el caso de
una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La prevencion de la accidon de los microorganismos puede
lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
acido ascorbico y similares. En muchos casos, los agentes isotonicos estan incluidos en la composicion, por
ejemplo, azucares, polialcoholes tales como manitol, sorbitol y/o cloruro de sodio. La absorcidon prolongada de las
composiciones inyectables puede efectuarse incluyendo en la composicion un agente que retrase la absorcion, por
ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando los polipéptidos en la cantidad necesaria en un
disolvente apropiado con una o mas combinaciones de los ingredientes enumerados anteriormente, segin sea
necesario, seguido de esterilizacion por filtracion. En general, las dispersiones se preparan incorporando el
compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersidon basico y los otros ingredientes
necesarios de entre los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferentes de preparacion son secado por vacio y liofilizacion, lo que produce un
polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado, a partir de una solucidon previamente
esterilizada por filtracién del mismo.

Las composiciones inmunogénicas como se describe en el presente documento también comprenden, en
determinadas realizaciones, uno o mas adyuvantes. Un adyuvante es una sustancia que potencia la respuesta
inmunitaria cuando se administra junto con un inmundgeno o antigeno. Se ha observado que varias citocinas o
linfocinas tienen actividad inmunomoduladora y que, por lo tanto, son utiles como adyuvantes, incluyendo, pero sin
limitacién, las interleucinas 1-a, 1-B, 2, 4, 5, 6, 7, 8 y 10, 12 (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
n.°5.723.127), 13, 14, 15, 16, 17 y 18 (y sus formas mutantes); los interferones a, B y v; el factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos n.° 5.078.996 y
el Numero de Registro de la ATCC 39900); el factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF); el factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y los factores de necrosis tumoral a y . Adn otros adyuvantes que
son utiles con las composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento incluyen quimiocinas, que
incluyen pero sin limitacion, MCP-1, MIP-1a, MIP-1B y RANTES; moléculas de adhesion, tales como selectina, por
ejemplo, L-selectina, P-selectina y E-selectina; moléculas similares a mucina, por ejemplo, CD34, GlyCAM-1 y
MadCAM-1; un miembro de la familia de las integrinas tal como LFA-1, VLA-1, Mac-1 y p150.95; un miembro de la
superfamilia de las inmunoglobulinas tales como PECAM, las ICAM, por ejemplo, ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, CD2 y
LFA-3; moléculas coestimuladoras tales como CD40 y CD40L; factores de crecimiento que incluyen el factor de
crecimiento vascular, el factor de crecimiento nervioso, el factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de
crecimiento epidérmico, B7.2, PDGF, BL-1 y el factor de crecimiento endotelial vascular; moléculas receptoras que
incluyen Fas, el receptor de TNF, FIt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5,
KILLER, TRAIL-R2, TRICK2 y DR6; y Caspasa (ICE)

Los adyuvantes adecuados utilizados para potenciar una respuesta inmunitaria incluyen ademas, pero sin limitacion,
MPL™ (monofosforil lipido A 3-O-desacetilado, Corixa, Hamilton, MT), que se describe en la Patente de Estados
Unidos n.° 4.912.094. También son adecuados para su uso como adyuvantes los analogos sintéticos de lipido A o
los compuestos de fosfato de aminoalquil glucosamina (FAG), o derivados o analogos de los mismos, que estan
disponibles de Corixa (Hamilton, MT) y que se describen en la Patente de Estados Unidos n.° 6.113.918. Uno de
tales AFG es 2-[(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoilamino] etil 2-desoxi-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-[(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil-amino]-b-D-glucopirandsido, que también es
conocido como 529 (anteriormente conocido como RC529). Este adyuvante 529 se formula como una forma acuosa
(FA) o como una emulsion estable (EE).

Aun otros adyuvantes incluyen muramil péptidos, tales como N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-
acetil-normuramil-L-alanina-2-(1°-2’ dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE); emulsiones de
aceite en agua, tales como MF59 (Patente de Estados Unidos n.° 6.299.884) (que contienen escualeno al 5 %,
Tween 80 al 0,5 % y Span 85 al 0,5 % (opcionalmente que contengan diversas cantidades de MTP-PE) formuladas
en particulas submicrométricas utilizando un microfluidificador tal como el microfluidificador Modelo 110Y
(Microfluidics, Newton, MA)), y SAF (que contiene escualeno al 10 %, Tween 80 al 0,4 %, polimero L121 bloqueado
con pluronic al 5 % y thr-MDP, ya sea microfluidificado en una emulsion submicrométrica o sometido a agitacion
vorticial para generar una emulsion de tamafio de particula mas grande); sales de aluminio (alumbre), tal como
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hidroxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio; Amfigen; Avridina; L121/escualeno; D-lactida-
polilactida/glucésido; polioles de pluronic; Bordetella destruida; saponinas, tal como Stimulon™ QS-21 (Antigenics,
Framingham, MA), descrito en la Patente de Estados Unidos n.° 5.057.540, ISCOMATRIX (CSL Limited, Parkville,
Australia), descrito en la Patente de Estados Unidos n.° 5.254.339 y complejos inmunoestimuladores (ISCOMS);
Mycobacterium tuberculosis; lipopolisacaridos bacterianos; polinucledtidos sintéticos tales como oligonucleétidos que
contienen un motivo CpG (por ejemplo, Patente de Estados Unidos n.° 6.207.646); IC-31 (Intercell AG, Viena,
Austria), descrito en las Patentes Europeas n.° 1.296.713 y 1.326.634; una toxina pertussis (TP) o un mutante de la
misma, una toxina colérica o un mutante de la misma (por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 7.285.281,
7.332.174, 7.361.355 y 7.384.640); o una toxina termolabil (TL) de E. coli o un mutante de la misma, en particular
LT-K63, LT-R72 (por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos n.° 6.149.919, 7.115.730 y 7.291.588).

Los polipéptidos de uso en la invencién también pueden conjugarse o unirse a un péptido, polipéptido o proteina, o a
un polisacarido. También se prevé que las composiciones inmunogénicas puedan contener otros componentes, tales
como polisacaridos, solos o conjugados con proteinas que pueden suscitar una respuesta inmunitaria.

Se utilizan diversas pruebas para evaluar la inmunogenicidad in vitro de los polipéptidos de las composiciones
inmunogénicas de la invencion. Por ejemplo, se realiza un ensayo de opsonizacion in vitro incubando juntos una
mezcla de células de Streptococcus sp., suero inactivado con calor que contiene anticuerpos especificos frente al
polipéptido en cuestion y una fuente exdgena de complemento. Durante la incubacion de los linfocitos
polimorfonucleares (los PMN) aislados recientemente con la mezcla de anticuerpo/complemento/células de
Streptococcus sp. tiene lugar la opsonofagocitosis. Las células bacterianas que estan recubiertas con anticuerpo y
complemento se destruyen durante la opsonofagocitosis. Se determinan mediante plaqueo de la mezcla de ensayo
las unidades formadoras de colonias (ufc) de las bacterias supervivientes que escapan de la opsonofagocitosis. Los
titulos se informan como el inverso de la dilucién mas alta que proporciona = 50 % de destruccion bacteriana, segun
se determina mediante la comparacion con los controles del ensayo. Se notifica que las muestras de ensayo que
muestran menos del 50 % de destruccion a la dilucion de suero mas baja analizada (1:8), tienen un titulo de
anticuerpo de opsonofagocitosis (AOF) de 4. El método descrito anteriormente es una modificacion del método de
Gray (Gray, Conjugate Vaccines Supplement, pag. 694-697, 1990).

Se incluye para cada suero individual un control del suero de prueba, el cual contiene suero de prueba mas células
bacterianas y complemento inactivado por calor. Este control se utiliza para evaluar si la presencia de antibiéticos o
de otros componentes del suero tienen la capacidad de destruir la cepa bacteriana de forma directa (es decir, en
ausencia de complemento o de los PMN). Se utiliza un suero humano con titulo de opsonizacién conocido como un
control positivo de suero humano. El titulo de anticuerpos opsénicos de cada suero desconocido se calcula como el
inverso de la dilucion inicial de suero que proporciona el 50 % de reduccion de ufc en comparacion con el control sin
suero.

Para evaluar la inmunogenicidad in vitro y la exposicion en superficie del antigeno polipeptidico también puede
utilizarse un ensayo de ELISA de células enteras, en el que la cepa bacteriana de interés se recubre en la placa, tal
como una placa de 96 pocillos, y se hace reaccionar con las células bacterianas un suero de prueba de un animal
inmunizado. Puede detectarse mediante métodos convencionales conocidos por el experto en la materia si algun
anticuerpo especifico para el antigeno polipeptidico de prueba es reactivo con un epitopo expuesto en la superficie
del antigeno polipeptidico. Una estrategia similar es controlar el antigeno en la superficie celular utilizando citometria
de flujo y anticuerpos especificos para el antigeno.

Después puede analizarse en un modelo animal de exposiciéon in vivo cualquier polipéptido que demuestre la
actividad deseada in vitro. En algunas realizaciones las composiciones inmunogénicas se utilizan en la inmunizacion
de un animal (por ejemplo, un ratén) mediante métodos y vias de inmunizacién conocidas para los expertos en la
materia (por ejemplo, intranasal, parenteral, intramuscular, oral, rectal, vaginal, transdérmica, intraperitoneal,
intravenosa, subcutanea, etc.). Después de la inmunizacién del animal con una composicion inmunogénica
estreptococica, el animal se expone a una o mas especies estreptocdcicas y se ensaya la resistencia a la infeccion
por Streptococcus spp.

La composicion inmunogénica de la invencién puede combinarse con uno o mas polipéptidos conocidos de
Streptococcus pyogenes incluyendo, pero sin limitacion, las proteinas M, adhesinas y similares.

Una vez formuladas, las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden administrarse de forma directa al
sujeto, suministrarse ex vivo a las células obtenidas del sujeto o in vitro para la expresion de proteinas
recombinantes. Para el suministro directo al sujeto, la administraciéon puede ser mediante cualquier forma
convencional, tal como por via intranasal, via parenteral, via oral, via intraperitoneal, via intravenosa, via subcutanea
0 via topica, aplicada a cualquier superficie mucosa, tal como intranasal, oral, del ojo, del pulmdn, vaginal o la
superficie del recto, tal como mediante una pulverizacién en aerosol.

Es ventajoso formular composiciones orales o parenterales en una forma de dosificacion unitaria, para facilitar la

administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria como se utiliza en el presente
documento se refiere a unidades fisicamente discretas apropiadas como dosificaciones unitarias para el sujeto a
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tratar, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado en asociacion con el transportador farmacéutico requerido. La especificacion de la forma de
dosificacion unitaria de la invencion esta estipulada por y depende de forma directa de las caracteristicas exclusivas
del compuesto activo y del efecto terapéutico particular a conseguir, y las limitaciones inherentes en la técnica de
formulaciéon magistral de tal compuesto activo para el tratamiento de individuos.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo las suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles, se
formulan de acuerdo con la técnica conocida, utilizando agentes de dispersion o humectantes adecuados y agentes
de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en
un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una solucion en 1,3-butanodiol.

Para la administracion parenteral, las composiciones inmunogénicas de la invencion pueden administrarse como
dosificaciones inyectables en un diluyente fisioldgicamente aceptable, con un transportador farmacéuticamente
aceptable que puede ser un liquido estéril tal como agua, aceites, solucidon salina, glicerol o etanol. De forma
adicional, pueden estar presentes en las composiciones sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, tensioactivos, sustancias tamponadoras de pH y similares. Otros compuestos pueden incluir los que
tienen origen en el petréleo, de origen animal, vegetal o sintético, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de soja 'y
aceite mineral. En general, los glicoles tales como el propilenglicol o el polietilenglicol son transportadores lipidicos
preferentes, en particular para las soluciones inyectables.

Normalmente, las composiciones se preparan como inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas;
también pueden prepararse formas soélidas adecuadas para la solucién o suspension en vehiculos liquidos antes de
la inyeccion. La preparacion también puede emulsionarse o encapsularse en liposomas o microparticulas tales como
polilactido, poliglicdlido o copolimero, para un efecto adyuvante potenciado, como se discute anteriormente (véase
Langer, Science 249: 1527 (1990) y Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28: 97 (1997)). Las composiciones
inmunogénicas de la presente invencion pueden administrarse en forma de una inyeccién de liberacion prolongada o
de preparacion de implante, que puede formularse de tal manera que permita una liberacion sostenida o intermitente
del principio activo.

En general los sujetos son seres humanos. Para suscitar una respuesta inmunitaria se administra al sujeto una
cantidad inmunolégicamente eficaz de la composiciéon inmunogénica en una cantidad apropiada de dosis. Cantidad
inmunoldgicamente eficaz, como se utiliza en el presente documento, significa la administracion de la cantidad a un
hospedador mamifero (preferentemente un ser humano), ya sea en una dosis Unica o como parte de una serie de
dosis, suficiente para al menos provocar que el sistema inmunitario del sujeto tratado genere una respuesta
inmunitaria que reduzca el impacto clinico de la infeccidn bacteriana. La expresion “respuesta inmunitaria” o
“respuesta inmunolégica” incluye el desarrollo de una respuesta humoral (mediada por anticuerpos) y/o una celular
(mediada por linfocitos T especificos de antigeno o sus productos de secrecion). La proteccion puede conferirse
mediante una Unica dosis de la composicién inmunogénica o puede requerir la administracion de varias dosis,
ademas de las dosis de refuerzo a tiempos posteriores para mantener la proteccion. Esta puede variar de una
minima disminucién de la carga bacteriana a la prevencion de la infeccion. Idealmente, el individuo tratado no
presentara las manifestaciones clinicas mas graves de la infeccion por estreptococos  hemoliticos. La cantidad de
la dosificacion puede variar, dependiendo de condiciones concretas del individuo, tales como la edad y el peso. Esta
cantidad puede determinarse en ensayos de rutina mediante medios conocidos por los expertos en la materia.

En aplicaciones profilacticas, las composiciones inmunogénicas se administran a un sujeto susceptible de, o que de
algun modo esta en riesgo de, una infeccidon por estreptococos beta hemoliticos, en una cantidad suficiente para
eliminar o reducir el riesgo, atenuar la gravedad o retrasar el comienzo de la enfermedad, incluyendo los sintomas
bioquimicos, histolégicos y/o de comportamiento de la enfermedad asociados con la infeccidn, sus complicaciones y
los fenotipos patoldgicos intermedios que se presentan durante el desarrollo de la enfermedad. En aplicaciones
terapéuticas, las composiciones se administran a un paciente que se sospecha o ya padece tal enfermedad en una
cantidad suficiente para curar o al menos detener de forma parcial los sintomas de la enfermedad (bioquimicos,
histolégicos y/o de comportamiento), incluyendo sus complicaciones y fenotipos patoldgicos intermedios en el
desarrollo de la enfermedad.

Se ha observado que no existe una secuencia de péptido Unica que proporcione proteccion para todas las cepas de
EBH, incluyendo los grupos A, B, C y G. Como se muestra a continuacion en la Tabla Il (presentada a continuacion
en el Ejemplo 1), cada antigeno proporciona una respuesta inmunitaria frente a un subconjunto de estos grupos.

En general, se esperara que cualquier combinacion de dos o mas antigenos de EBH expresados en superficie
proporcione la respuesta inmuno potenciada descrita anteriormente. Eso podria incluir a los antigenos discutidos
anteriormente antigenos capsulares de EBH, proteina M, transportador ABC o cualquier otro antigeno de superficie
expuesto. Sin embargo, se ha descubierto que los siguientes antigenos presentan propiedades particularmente
beneficiosas para la produccién de composiciones inmunogénicas:
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PCE (Peptidasa C5a)
peptidilpropil isomerasa (codificada por la ORF 554)

supuesta proteina de adhesion (codificada por la ORF 1358)
lipoproteina de superficie (codificada por la ORF 2459)

proteina hipotética (codificada por la ORF 1218)

Las combinaciones de dos o mas de estos antigenos en una Unica composicion inmunogénica de multiples
componentes proporcionan proteccion potenciada frente a uno o mas grupos de EBH y producen una respuesta
inmunitaria potenciada frente a los mismos.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos son ilustrativos y no se pretende que la presente invencion se limite a ellos.
EJEMPLO 1-UNION DE ANTICUERPOS

La unién de anticuerpos a las bacterias, un proceso conocido como opsonizacion, puede conducir a la captacion y
destruccioén de las bacterias por las células fagociticas. La exploracion de tales anticuerpos se utiliza para determinar
la eficacia de los anticuerpos producidos frente a serotipos particulares en la destruccién de bacterias que expresan
0 no expresan el serotipo en la superficie.

Para cada serotipo explorado se produjeron en ratones anticuerpos frente a los anticuerpos que codifica la ORF
indicada. Después, los anticuerpos se exploraron frente a diversas cepas de EBH. La exploracion de los anticuerpos
se realizd mediante separacion de células activadas por fluorescencia (FACS). Brevemente, se incubaron
estreptococos destruidos con calor con un anticuerpo indicado, en hielo durante 45 minutos, seguido de dos lavados.
Después, los estreptococos se incubaron durante 30 minutos en hielo con un anticuerpo de cabra anti Alexa 488 de
raton (Molecular Probes, Eugene, OR), seguido de dos lavados. Las células asi tratadas se procesaron en una
magquina de FACS (por ejemplo, véase DeMaster et al., Infect. Immun., 70 (1): 350-359, 2002). Los resultados se
resumen en la Tabla 2.

En el transcurso de la exploracion de los antisueros anti estreptococo beta hemolitico y los anticuerpos
monoclonales frente a diversas cepas de estreptococos beta hemoliticos (EBH), se observé que algunos antisueros
y anticuerpos tenian reactividad cruzada frente a muchas cepas de EBH, incluyendo los miembros de Streptococcus
pyogenes (estreptococos del Grupo A), Strepfococcus agalactiae (estreptococos del grupo B) y estreptococos del
grupo C y el grupo G (que incluyen las especies estreptococicas Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus intermedius, Streptococcus dysgalactiae sub. Equisimilis y Streptococcus dysgalactiae
sub. Dysgalactiae). Esta reactividad cruzada también significa que los polipéptidos indicados o que codifica la ORF
de interés, pueden utilizarse en una composicién inmunogénica para inducir una respuesta inmunitaria eficaz para
proteger frente a la infeccion por Streptococcus del Grupo A o Grupo B, asi como por Streptococcus del Grupo C o
Grupo G.

En la Tabla 2, el simbolo “+” significa que los anticuerpos reaccionan con el antigeno al menos tres veces por
encima del fondo, el simbolo “+/-" significa que los anticuerpos reaccionan con el antigeno entre dos y tres veces por
encima del fondo, y el simbolo “-” significa que la deteccion de la sefal del anticuerpo esta en o por debajo del
fondo.

16



ES 2 648 231 T3

1N 1IN
1N 1IN
1N 1IN
1IN 1IN
1N 1N
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
-+ +
- +
+ +
- +
+ +
+ +
I\+ -
+ +
-+ -+
+ +
-+ -+
+ +
+ +
-+ -+
|\+ -
+ +
+ +
-+ -+
- -/+
+ +
+ +

€1-¢eS1-esd  9l-¥8Y1-BSD

1196)

+ + + +

~L
o+

I T S e o SR e S

+

gLet

B I T S S S T T T T T T T S S S S S S S S S S S S

4

30d

R T S S T N S

S e A i i St

+

65t¢

8l

+++++++++++ R+t

[2e)

I

R T S S O e S S S S S S S S S S S S S S O TR e S S

Q
n
[ag)
~—

¥e

B T e S =k i S S

o

I

R I T T T T T T T A i T i i S S S S S S S S S S S Y

141

sauaboAd snooooo)dals
sausboAd snasoso)dans
sausfoAd snooooojdens
sausboAd snoooooydans
SsausbioAd snooooo)dalls
sauabioAd sn2o020)dans
seuaboAd snooooojdans
sauaboAd snacoao)dans
sauaboAd snooooodans
soauaboAd snooooo)dans
sauaboAd snooooo)dens
sausboAd snooooo)dans
sauaboAd snaoooo)dans
sauaboAd snooooo)dans
sauaboAd snaooo0)dans
sousboAd snasoaojdans
sausboAd snoooaojdans
sauaboAd snoooao)dans
sauaboAd snooooojdans
sausboAd snoooaojdans
sauaboAd snoooooydans
sausbfoAd snoooaojdans
sausboAd sn20020)da.ns
seusaboAd snooooojdans
sauaboAd snacooojdans
sauaboAd snaooo0)dans
sauaboAd snoooso)dans
saueboAd snooooo)dens
sauaboAd snooooojdans
sausboAd snaoooo)dans
sauabioAd snaoooojdans
sausboAd snooooo)dans
souaboAd snacoao)dans
sauaboAd snooooodans

¥2S9
£2SO
A
12S9
(A
§G04 HVYD
#809 HVYO
1665 HVD
198G HYD
£867 HVYO
£86¥ HYO
ELLY HVD
0ESr HVD
0E0F 4vD
6c0F "vD
¥8.E HVD
BrSE HVO
FOLE HVD
698¢ HVD
0992 "4vo
9v9¢ °HVO
0EEe 4vo
L01E HVYD
€¢6l "vo
BE8L HVD
cl91 HYD
9951 °HVD
0ES I HVO
BEY I HVD
c9t1 "Hvo
BZZ| HVD
LSS HVO
6611 HVD
S9LL HVD

a10ads3 /018Uy

edas ep ;'N

17



ES 2 648 231 T3

AN AN
1IN 1IN
1IN 1N
1IN 1IN
AN AN
1IN 1N
1IN 1N
AN 1IN
1IN 1IN
1IN 1N
1IN 1IN
1IN 1IN
1IN AN
1IN 1IN
1IN 1N
1IN 1IN
1IN 1IN
1IN 1IN
1IN 1IN
1IN 1N
1IN 1IN
AN 1N
1IN 1IN
1IN 1IN
AN 1N
1IN 1N
1IN 1IN
1IN 1N
AN AN
1IN 1IN
AN AN
1IN 1IN
1IN 1N

€1-¢¢S1-esd 9l-¥8v1-esd

1196

8

+ + + +

~.
¥

+ 4+ + + + 4+

~L
¥

L

S e T T I N

¢l

++++++ AR+ o+
R e A e - T S S S e

+

+

30d 65t¢

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
\\.+
+
+
+
+
-+
+
+
+
+

gL8l

8cgl

|\+

rveel

o+ o+ o+ o+

-5
o

o+

PR S T S S S S S S S T S S S S A A e S e e S S S

+

vss

sauaboAd snoooo0)da g 645D
sauaboAd snooooojdans 85SH
sauaboAd snooooo)dans LGSH
sauaboAd snoooooidans 958H
sauaboAd snooooojdans G49so
sausboAd snoooao)dans PGSO
sauaboAd snooooo)dass £9SHD
sauaboAd snooooojdang 2585
souaboAd snoooaojdans 1SSH
sauaboAd snoooao)dang 0gSH
sauaboAd snooooo)dais 6¥SH
sauaboAd snoooaojdals 8¥SH
sausboAd snoo0s0)dens L¥SO
ssualfoAd snooooo)dals 9rSH
seuaboAd snooooo)dans GrSH
souaboAd snooooojdans SO
sauaboAd snooooo)dans £¥SH
sausboAd snaooaojdans FAZ19)
sauaboAd snooooojdans SO
ssuaboAd snooooojdals (012319
ssualboAd snooooo)dsls 6ESH
sauaboAd snooooso)dans 8E€SH
sausboAd snoooao)dens LESH
sauaboAd snoooooidans 9esSH
sausboAd snaooaojdang GESH
sauaboAd snoooaojdans ¥ESH
ssuabfioAd snooooojdsls £ESH
ssuaboAd snooooo)dss c¢E8o
sauaboAd snooooso)dansg LESH
sausboAd snoooao)dens 0ESD
soauaboAd snoooaojdans 62SH
sauaboAd snooooojdans 9¢SH
souaboAd snooooo)das G2SH
ETREL CETCIENED) edas ap ;'N

18



ES 2 648 231 T3

1IN 1IN
1IN 1N
1N 1N
AN 1IN
1IN 1IN
1N 1N
AN 1IN

£1-22S1-eSD  91-¥8Y1-BGD

1196]

8

-+

+
+
+
+
+
+
+
L2

-/+
-+

|___+

+ 4+ 4+ + 4+ + 4+

+

30d

-+
+

65T

8

+
+
+
o+
+
+
o+
+
18l

++ 4+ + + + 4+

+

9cel

-+
-+
+
-+
-+
veel

b

++ + 4+ +t++

¥Ss

aenoeebe snosoooidans
aenoeebe snoo0o0dag
aeoeefe snoo0o0jdens
senorebe snoooooidsss
aenoejebe sno2020)dails
oejoe[ebe snoooo0)dens
eenorebe snoooooidsss
aenoejebe sno2020)dais
aenoeebe snoooooidas
aeljoejebe snoo020)dal]s
aeNnoeebe sno2020jdalg
aenoeebe snoo0o0)dsls
aenoejebe snoo0o0)dalls
aenoeefe sno2000idals
aenoeebe sno2020)d8.1S
aenoejebe snoo0o0)dalls
aenoeebe snoo020jdsils
aenoe(ebe snooooojdans
aenorebe snoo0o0)dss
aenoejebe snosoo0)dailg
oejoe(ebe snoooo0)dsns
aenoejebe sno2020jdals
eefjoeebe snoo020)dsns
aejjoe(ebe snoooo20)dsns
aeyjoe(ebe snoo000jda.ls
aeNnoe[ebe sn22020)dal1S
sauaboAd snooooojdans
soauaboAd snooooojdals
ssusboAd snoooooidas
sauaboAd snaoooojde s
sauaboAd snooooojdang
ssusboAd snoooooidals
saueboAd snooooojdang

<b8C HVYD
¥eLe dvo
€22 "HvYO
L1/E °HvD
¢B89¢ HYD
£EGC HVYD
25¢ "vo
69€¢ HYO
LE6) HVD
¥¥81 HYO
8l HVD
921 YYD
7SI dVO
Y6V HVYD
Iy L HYO
SGEI HVYD
LEL HVYD
SOEL HYO
06/¢} HYD
LEl Jvo
c6L HYD
G680 HVYD
60| HYDO
€201 HYD
SLOL HVYD
L HvO
995D
G9SH
9SO
€989
€98H
195D
0989

a10ads3 018U

edad ap ;'N

19



ES 2 648 231 T3

) - R - -+ - -+ - -+ - - snsouibue sna20201dans £2G2 HVD
; - - - . B, - - -+ - - snsoujbue snasoo01dens 02 HYD
) _ R - o . - - -+ - - snsouiBue snaaoaoidens G6S L HYD
) - R - - - . - - - - snsouibue snaooooldans 2651 HYD
. - - - -+ - -1+ -/+ -/+ -+ - snsouibue sno2020jdalis Gek L HvD
3 - - - - - - - - - - snsouibue snoo0201d84iS 0LEL YYD
. - - - -+ . - - - - - snsoujbue sna2020108.)S 2.2 YD
. - - - + -+ -+ -+ + -+ - snsouibue sno220001da4iS £2801 HYD
) . R - . - - - - - - snsouibue snoooa0ldans LBEEE DLV
. R - - -+ -+ -+ -+ -+ -+ - snsouiBue sna22020)dals ZBEEE DDLV

AN AN 1IN -t + A + A + Al - o3 LeSH

IN 1IN 1IN + + A + e Al YAl - o3 61SD
3 ~ ~ - -+ - . - - - - aenoejebe snaooooldans /96 VD
) R R R + . -+ -+ - -+ - ak/)op(ebie sN220201d81)S 798 HVD
- - - - + - + - - - - se/joe(ebe snosoooldans 29 HYD
+ + - -j+ + + -+ -+ -+ -+ - aeljoeefie snN200901d8lIS G059 HVYD

-+ - + + -+ -+ -+ -+ + - aejjoe/ebe sn220o01dails L8E9 HVYD

-+ + - -+ + + + + -+ -+ - ae/joe/ebe snoo0201dals 2EE9 HVYD
- - - -+ + + + + -+ + - ae/joe(efe sna2020)dans £9 HVYD
, - - -+ + + + - + + - aeljoe[ebe snoooooldens 719 HvD
, - - - + + + + -+ + - oaenoeebe snooooodans 9109 YD
) R - -+ + -+ + + -/+ + - aejoejebe snaooooldens 29S HvD
) -+ R . + - - - - - - ak/)op(efie sN220201delS G HVYD
) R R -+ + N - - - -+ - apljoe[ebe snN220901daliS LE8F HYD
) - - - - - - - - - - aejjoe/ebe snoo0o01d8ls 29t 4vo
} . R + - - - - - - - ae/)oe[efie sn220201d8)S 86EF HYD
; - - -+ + -1+ + -f+ - - - ae)oe/ele snoooooldalis €627 YD
) . _ + + - - - - -+ - aeljoejebe sno2o2020]dals LELY HYD
. - - + + - - - - - - ae/joe[ebe snoooooidanS 0E8E HYD
} - - - -+ - -+ - - - - senoeebe snasooodsns 18E€ HYD
) S+ R By + - - - - - - aejjoejefe sno200001daiS 1SZE HYD
) _ _ - 3 } - - - - - aeoe/ebe snaooooldans £00€ 4vD
i ; - + . -+ - - - - ae/oe(ebe SNo0020ide)S /82 HVD

20

€1-2251-8S0  9L-bepl-esy  J1oB]  8LZL 30d 65b¢ 8181 8SEL bveTl  ¥SS aid aoads3/018uan edad ap &'N



ES 2 648 231 T3

gl-cesl-esd

91-8¥1-BSD

1196

-f+

8lcl

I\+
-+
-+

-+

30d

I\+
-/+
-+

65S¥C

-+

gisl

-+ -+ -+
- -/+ -
-+ - -
- - -1+
+ + +
+ + +
-+ + +
- -j+ -+
-+ + -+
-+ )+ -+
-+ -+ -+
-/+ + -
+ + +
- -{+ -
+ -+ -+
+ - -
+ -+ +
-+ -+ -
+ - -+
+ - -+
+ - -
+ - +
-+ -+ -+
-+ - -
+ + +
- -+ -
- - I\+
-+ + -+
- -+ -

8GElL tveglL PSS

snsouwBue sno2020jda.js
snsouBue snooooojdas
snsowBue sno2020jda.is
snsouwbue sna2000jdals
snsoubue sna2020jd84iS
snsouwbue sna2000jdals
snsouwbue snaoooojdais
snsouibue snao0o0jdans
snsoubue snaoooojdals
snsoubue sn22000)dals
snsoubue snaooooidans
snsouwbue sn22020)da4S
snsouwbue sn20020)dals
snsouwbue sna20o0jdans
snsowbue sn2oo00)dals
snsouwbue sna2000jdals
snsouibue sn22020jda.S
snsouibue snao0o01dais
snsouwibue sn220201da.iS
snsoubue snaoooojdals
snsoubue sn20020jdas
snsouwibue snao020)d8.s
snsouwbue sna2000jdals
snsouwbue sna2000jdals
snsouwbue snoo0o0)da.ss
snsowbue sn22000jdans
snsowbue sno0020)da.ss
snsowbue snoo0o0)de.ls
snsouibue snasosojdels
snsowbue sn22020jdaJ1s
snsoulbue snaooo0jdsis
snsowbue sn22020jdalg
snsoubue sna2020)d8}S

¥S68 HVYD
9€/8 HVD
¢c/8 HVYD
€698 4VD
0298 HYD
8184 HVD
897/ HVD
¥lel HVDO
0612 HVD
£204 HVD
0004 HYD
0659 HYD
1819 HVYD
LE8G HVYD
9./G HVYD
G29G 4VD
¥605 HYD
£60G VYD
968% HVD
YE8Y VYD
089% HVD
92ty HVYD
FESy HVDO
851¥ VD
EEIY HVYD
8E6E HVYD
858€ HVD
9/G€ YYD
09G€ "V
L60€ HYD
<c8e "y
£69¢ HVYD
G962 HVYD

apadsg/olauay

eded ap s'N

21



ES 2 648 231 T3

AN IN 1N
IN IN 1IN
1N 1N 1IN
+ + -
-1+ -+ -
+ + -
-1+ - -

€1-2251-BGD  91-v8bI-eSD  1196]

+ + - - - -+ -+
-+ + -+ - [+ - -+
+ + -+ + + + +
+ + + + + + +

- - - -+ - -+ -+
-/+ -1+ - -1+ + -+ +
-+ + -+ -1+ + -+ +

+ + -+ -1+ + -+ +
-+ + + -/+ -1+ -+ -
-+ + + + + + +

- + + -+ + + +
-+ + + -+ -+ -+ -+

- + -+ + + + +

- + -+ + -1+ + +

- + -+ + + + +
-+ + -+ + + -+ +

- + + + + -+ -+

- -+ - - - - -

- -+ -+ -1+ -/+ -+ +

- - - - -+ - -
-+ + -+ + + - -+

- -+ + + + -+ +

- -1+ + -+ + - -+

- - - - -f+ - -+
-/+ - - - - -+ -

- -1+ -+ -+ -/+ -+ -+

- + + + + + +

+ -+ -+ -+ -+ - +

- -1+ - - - - -+

8l 3I0d 6Sve 8I81L 8SEl  veZL  ¥ES

0D3/093

0D3/093

0D3/093

0pIooUOoSap

SnIpaLLLIBjUl SN20020)daS
SnIpeLLIBjUl SN23020}d8]S
SNIPaLLIBIUI SN220201d8]S
sipusinba sn200o01dasns

syiuisinba "qns eenoeebsAp snoooooidans
siiisinba *qns aenoeebsAp snoooooidals

aeloeebsAp snooooo)dals
oarloeebsAp snooooo)dells
oeoeebsAp snooooo)dens
oeoeebsAp snooooo)dans
oaeljoeebsAp snooooo)dans
aeijorebsAp snogooo)dans
SNJBjj8)SU02 sN22020)d8J)S
SMBJISISUOD SN22020)081S
SNIBJIBISU0D SN22020)d8IS
SNJEJj8jSU0D SN22000)dalis
SNJBJI8ISU02 SN22020)d341S
SNJBJI8ISU02 SN22000)d3.41S
SNJBJI8ISU02 SN22000)d341S
SNIE)I8ISU0D SN22020jd8.IS
SMIBJI8JSU0D SN22020)d8S
SNJBJI8)SU02 SN22020)d8)S
SMEJ2ISUOD SN32020)da4IS
SME2ISUCD SN22020jdaAS
SMIE|8ISUCD SN32020jdallS
SNeJI8IsU02 SN22000)d8lS
SMBJI8ISU0D SN22020)d8.41S
SMIE2ISUCD SN20020jdalIS
SMIE)8ISUOD SN32020jdaIS

69SH
89SH
29SH
8289
L0¥e °VD
GgeLe DD1V
GeeLc 001V
SL0E HVD
8EE-vvd
9995€ 001V
cley "9vo
898€ HVYD
840€¥ D01V
8.0E¥ DO1V
¥6€cl DI1V
¥6Ect DO1V
69EL HVD
¥ecl ’vo
8G29 HVYD
Ly 19 HVYD
6219 HVYD
LG8/G HVYD
0487 HVD
1987 VD
£80¥ HVD
8¥0F HVYD
SGEE HVD
SYIE HVYD
leve 4D
LI8L HVYD
P8EL HVYD
SECI HVYD
£€284¢ DO1V

apoads3/ol1ausn

edas ap #’N

22



ES 2 648 231 T3

1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1IN Al
1IN 1IN 1IN +
1IN 1N 1IN +
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1N Al
1IN 1IN 1IN Al
1IN 1IN 1IN -
1IN 1IN 1N +
1IN 1IN 1IN Al
1IN 1IN 1IN Al
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1IN -
1IN 1IN 1IN A
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN IN -
1IN 1N 1IN Al
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1IN +
1IN 1IN 1IN Al

£1-2251-eS0  giL-vavi-esd Dbl gLzl

+ + -j+ + + +
+ + + + + +
-/+ -/+ -j+ -+ -[+ +
+ -+ + -+ -1+ -+
+ + + -+ -1+ -
+ - - - -/+ -+
-+ + + + -1+ +
+ -+ -/+ -+ - -+
- -/+ -/+ - -/+ -+
+ + + + + +
+ -/+ + -+ -/+ -+
+ + + -+ + +
+ -+ - - - -
+ - -/+ -+ - -+
+ -+ -/+ + -1+ -+
+ -/+ -/+ + aN +
+ + -/+ -+ -/+ -+
-/+ - - - - -+
+ + + + + +
+ + + + -[+ +
-+ -+ -+

30d 6Sve 818L 8SEl tveglk PGS

09D3/993 ¥6SH
093/993 £6SH
0O3/993 26SH
0D3/993 L6SH
0D3/993 0659
0D3/993 68S9H
09D3/993 88SH
093/993 98SH
093/993 G8S9
093/993 859
093/993 £8SH
093/993 28so
093/993 18SH
0D3/993 08S9
0D3/993 6.S9
093/993 8/S9Y
093/993 1/S9
093/993 S/S9
093/993 ¥/S9
0D3/993 £€.SH
0D3/99D3 ¢.LSH
093/993 LLSH
093/993 04S89
avadsg/oisuan edao ap s'N

23



ES 2 648 231 T3

EJEMPLO 2- USO DE UNA COMPOSICION INMUNOGENICA DE TRES COMPONENTES PARA PRODUCIR
SUEROS INMUNES

Se preparé una composicion inmunogénica trivalente que consistia en PCE, el polipéptido que codifica la ORF 554 y
el polipéptido que codifica la ORF 1358, adyuvada con fosfato de aluminio, y la composicién inmunogénica se utilizé
para producir suero hiperinmune de conejo mediante tres inoculaciones subcutaneas separadas por 2-4 semanas,
seguido de desangrado; como control se utiliz6 una composiciéon inmunogénica monovalente que consistia en el
polipéptido que codifica la ORF 554, adyuvado de forma similar. Se exploré la actividad opsonofagocitica (AOF) de
los sueros frente a S. pyogenes SF370 a diversas diluciones. Brevemente, las bacterias se incubaron con 10 ul de
los sueros durante una hora en presencia de complemento (complemento de cria de conejo), y después se diluyeron
1:10 y se sembraron en placas de agar sangre. Los resultados se presentan en la Figura 11.

Como se muestra, puede observarse que la Trivax suscita una mayor actividad opsonofagocitica que la composicion
inmunogénica 554, lo que es indicativo de una destruccion de las bacterias mucho mejor.

EJEMPLO 3-TRANSFERENCIA DE INMUNIDAD PASIVA

Se produjeron anticuerpos frente a cada uno de los siguientes antigenos como se describe anteriormente: PCE y los
polipéptidos que codifican las ORF 554, 1358, 2459 y 1218. Después, estos anticuerpos se inyectaron en ratas
lactantes sin sistemas inmunitarios completamente funcionales. Después, las ratas tratadas se expusieron
posteriormente a S. pyogenes y las bacterias recuperadas se recontaron cuatro horas posexposicion. El control
negativo era PBS y el control humano positivo era el suero 385.

Los resultados se muestran en las Figuras 12-16. Brevemente, los resultados demostraron que los anticuerpos
suscitados por cada uno de los antigenos redujeron significativamente la bacteremia en las ratas lactantes.
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945 950 955 960

Arg Glu Arg Ile Ala Tyr Thr Tyr Met Asp Glu Asp Leu Pro Thr Thr
965 970 975

Glu Tyr Ile Ser Pro Asn Glu Asp Gly Thr Phe Thr Leu Pro Glu Glu
980 985 990

Ala Glu Thr Met Glu Gly Ala Thr Val Pro Leu Lys Met Ser Asp P
995 1000 1005

Thr Tyr Val Val Glu Asp Met Ala Gly Asn Ile Thr Tyr Thr Fro
1010 1015 1020

Val Thr Lys Leu Leu Glu Gly His Ser Asn Lys Pro Glu Gln Asp
1025 1030 1035

Gly Ser Asp Gln Ala Pro Asp Lys Lys Pro Glu Thr Lys Prc Glu
1040 1045 1050

Gln Asp Gly Ser Gly Gln Ala Pro Asp lLys Lys Prc Glu Thr Lys
1055 1060 1065

Pro Glu Gln Asp Gly Ser Gly Gln Thr Pro Asp Lys Lys Pro Glu
1070 1075 1080

Thr Lys Pro Glu Gln Asp Gly Ser Gly Gln Thr Pro Asp Lys Lys
1085 1090 1085

Pro Glu Thr Lys Pro Glu Lys Asp Ser Ser Gly Gln Thr Pro Gly
1100 1105 1110

Lys Thr Pro Gln Lys Gly Gln Pro Ser Arg Thr Leu Glu Lys Arg
1115 1120 1125

Ser Ser Lys Arg Ala Leu Ala Thr Lys Ala Ser Thr Lys Asp Gln
1130 1135 1140

Leu Pro Thr Thr Asn Asp Lys Asp Thr Asn Arg Leu His Leu Leu
1145 1150 1155

32
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Lys Leu Val Met Thr Thr Phe Phe Leu Gly Leu Val Ala His Ile

1160 1165 1170
Phe Lys Thr Lys Arg Thr Glu Asp
1175 1180

<210> 3

<211> 1056

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 3
atgaaaaact caaataaact cattgcetagt gttgtgacat tggectcagt gatggettta 60
geagettgte aatcaactaa tgacaatact aaggttattt cgatgaaagg tgatacaatt 1290
agcgttagtg atttttacaa tgaaacaaaa aacacagaag tatcgcaaaa agcgatgcta 180
aatctggtaa ttagtcgtgt ttttgaagct caatatggtg ataaggtttc aaaaaaagaa 240
gttgaaaagg cgtatcataa aacagctgaa cagtatggcg cttcattctc tgetgctttg 300
gecacaatcaa gettgacace tgagactttt aagegtceaga tecgetcette aaaattagta 360
gaatatgegg ttaaagaage agetaaaaaa gaattgacaa cacaagaata taagaaagea 420
tatgaatett atactcecaac aatggeagte gaaatgatta c¢tttagataa tgaagagaca 4380
gctaaatcag tcttagagga actaaaagcc gaaggcgcag actttacagc tattgctaaa 540
gaaaaaacaa caacacctga gaaaaaagtg acctataaat ttgattcagg tgcgacaaat 600
gtaccgactg atgtcgtaaa agcggcttca agtttgaatg agggtggcat atcagacgtt 660
atcteggttt tagatccaac ttottatcaa aagaagtttt acattgttaa ggtgactaaa 720
aaagcagaaa aaaaatcaga ttggcaagaa tataagaaac gtttgaaage tatcattata 780
getgaaaaat caaaagatat gaatttcecaa aacaaggtta ttgcaaatge attggataaa 840
gctaatgtaa aaattaaaga caaagctttt gctaatattt tggcgcaata tgcaaatctt 900
ggtcaaaaaa ctaaagctgc aagtgaaagt tcaacaacca gcgaatcatc aaaagctgca 960
gaagagaacc catcagaatc agagcaaaca cagacatcat cagctgaaga accaactgag 1020
actgaggete agacgcaaga geocagetgcea caataa 1056

<210> 4

<211> 351

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 4

Met Lys Agn Ser Agn Lys Leu Ile Ala Ser Val Val Thr Leu Ala Ser
1 5 10 15

33



Val

Ile

Thr

Ser

65

val

Ser

Gln

Lys

Thr

145

Ala

Ala

Lys

Ala

Asp

225

Lys

Ala

Met

Ser

Lys

50

Arg

Glu

Ala

Ile

Lys

130

Pro

Lys

Ile

Phe

Ser

210

Pro

Ala

Ile

Ala

Met

35

Asn

Val

Lys

Ala

Arg

115

Glu

Thr

Ser

Ala

Asp

195

Ser

Thr

Glu

Ile

Leu

20

Lys

Thr

Phe

Ala

Leu

100

Ser

Leu

Met

val

Lys

180

Ser

Leu

Ser

Lys

Ile
260

Ala

Gly

Glu

Glu

Tyr

85

Ala

Ser

Thr

Ala

Leu

165

Glu

Gly

Asn

Tyr

Lys

245

Ala

ES 2 648 231 T3

Ala

Asp

val

Ala

70

His

Gln

Lys

Thr

Val

150

Glu

Lys

Ala

Glu

Gln

230

Ser

Glu

Cys

Thr

Ser

55

Gln

Lys

Ser

Gln

135

Glu

Glu

Thrx

Thr

Gly

215

Lys

Asp

Lys

Gln

Ile

40

Gln

Tyr

Thr

Ser

Vval

120

Glu

Met

Leu

Thr

Asn

200

Gly

lys

Trp

Ser

34

Ser

25

Ser

Lys

Gly

Ala

Leu

105

Glu

Tyr

Ile

Lys

Thr

185

val

Ile

Phe

Gln

Lys
265

Thr

Val

Ala

Asp

Glu

90

Thr

Tyr

Lys

Thr

Ala

170

Pro

Pro

Ser

Tyr

Glu

250

Asp

Asn

Ser

Met

Lys

75

Gln

Pro

Ala

Lys

Leu

155

Glu

Glu

Thr

Aszp

Ile

235

Tyr

Met

Asp

Asp

Leu

60

val

Tyr

Glu

val

Ala

140

Asp

Gly

Lys

Asp

Val

220

Val

Lys

Asn

Asn

Phe

45

Asn

Ser

Gly

Thr

Lys

125

Tyr

Asn

Ala

Lys

val

205

Ile

Lys

Lys

Phe

Thr

30

Tyr

Leu

Lys

Ala

Phe

110

Glu

Glu

Glu

Asp

Val

190

Vval

Sar

Val

Arg

Gln
270

Lys

Asn

val

Lys

Ser

95

Lys

Ala

Ser

Glu

Phe

175

Thr

Lys

val

Thr

Leu

255

Asn

Val

Glu

Ile

Glu

80

Phe

Arg

Ala

Tyr

Thr

160

Thr

Tyr

Ala

Leu

Lys

240

Lys

Lys



<210>5

Val

Ala

Lys

305

Glu

Glu

<211> 3027
<212> ADN
<213> Streptococcus pyogenes

<400> 5

Ile

Phe

290

Ala

Glu

Pro

Ala Asn Ala
275

Ala Asn Ile

Ala Ser Glu

Asn Pro Ser
325

Thr Glu Thr
340

ES 2 648 231 T3

Ser
310

Glu

Glu

Asp

Ala

295

Ser

Ser

Ala

Lys

280

Gln

Thr

Glu

Gln

35

Ala

Tyr

Thr

Gln

Thr
345

Asn Val

Ala Asn

Ser Glu
315

Thr Gln
330

Gln Glu

Lys

Leu

300

Ser

Thr

Pro

Ile

285

Gly

Ser

Ser

Ala

Lys

Gln

Lys

Ser

Ala
350

Asp

Lys

Ala

Ala

335

Gln

Lys

Thr

Ala

320

Glu



atgaagaaac
aatcaggaag
tcgatttcetg
acttctggcece
gaaaaaataa
gagaatacag
tetetttett
actaagggga
gatcatctcg
tttgctttta
aatggggaaa
tttaattett
gatgettttg
atttetgact
aaagcgattg
cgtcagttaa
tttagaggaa

caactaatge

atcttaaaac
tttttagttt
gcgctgacta
ctgttgatga
aagataatct
aatcagaaaa
taaataaaac
atacccttgt
tattgcctag
ctccagataa
taagccaact
atctactaaa
tggacaataa
atgettttge
gagaattagc
tgcgattage
atagtctaaa

tacetgacgg

ES 2 648 231 T3

agttgeettg
agtcaaagag
cgcagaaagt
tacagtcact
tgctaaaggt
gcagatcact
agtgecatea
tggtetttea
tcaagcagca
aaagacggca
agatgtggat
gaaggtaaca
gaatattget
tcacctaget
tttttttgat
agaacgtgct
agtgataggg

tcttgaaaaa

acccteacta
ccaattcetta
agcggtaaaa
gacttatttt
ccgagagaac
tetggatete
acgtctaatt
aaatcaggtg
gatggaactc
attgcagaat
ggaaaagaaa
atcccaactg
gaggttaate
ttgaaacaga
aatcaaatta
tttaaatcaa
gaagctagtt

atagaatcag

36

cagtateggt
aacaaactca
gcaagttaaa
cggataaacg
aagagttaaa
aactagaaca
gggagatttyg
ttgaaaagtt
aattgataca
ataccagtag
ttattaacga
gttataaaca
tteoctgaaag
tegatttgee
caggtaaact
accatatcaa
ttcaagataa

aagcttttac

agtcacceac
agettettea
gattaatgaa
tactactcct
ggcagtaaca
atcaaaagag
tgattttatt
atctcaaact
agtagctagt
ggctggagaa
aggtgaggtt
tattggtcaa
ceteogagact
agataattta
ttctttgeca
aacaattgag
tgatctgagt

aggaaatcca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080



ggagatgate
ggtcttgcecta
gagattgatt
ggtttttcaa
cagcacaatg
caaaataaaa
aaaataggtyg
ttagaagaga
gataaattag
cttccagaat
cttattttta
cttgaacatce
tcagacaatg
gocttcaaaa
tttaatgcectt
acgcatcata
ttatcttcta
tctacattac
ttgttgtcaa
ttttteocttg
accaagaagqg
gcttataata
ttgctaacag
gtttatttat
tttgacaagt
caaaaagacy
gocttggeag
agtaagetta
ggtattttee
ggtacgeact
caatcaaacce

aaaggcagct

actacaataa
ctgaaaatac
atactaaatg
ataaaggctt
gtgttactat
ctttacgtaa
cttttgecttt
ttaaagaggg
ttactattgg
ctgtacaaga
tgggaagtaa
tggatctttc
ccttgaaaga
agaatcattt
tagatgataa
attcctacgce
caatagtaga
gtcagactac
aatctaacct
googogttga
caacaaagaa
atagcgctat
gattagttga
taaagacgece
ctggaaaatt
cttatggtaa
ttgccacttt
gtcaattaac
aagctatcca
ctgagaagtc
caaaaacgaa

ttgtctatgyg
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cegtgttgtt
ctatgttaat
gttagaggaa
acaaaaagta
tactgaaatt
atatgatttyg
tcaatctaat
agectttatyg
tgatgegget
aatagggcgt
ggttaagace
tgagcaaaaa
agtattatta
aaaacaactg
tgatggtgat
actagcagat
ccttgaaaagy
tcaaactcag
cogacaagga
tttggataaa
tggtcagttg
taaaaaagct
gggaaaagga
tttgecatty
gatttatgeca
tectatatta
agctgattat
atcetattegt
aaatgcoageg
aagctcaagt
tagaggacga

aatcttaggt

ttgtggacaa
cctgataagt
gattttacct
aaacgtaata
ggtgataaty
gaagaagtaa
aacttgaaat
aataategta
ttecatatta
tcagcatttc
ttaggtgaga
cagttaacag
ccagcatcac
gaagtggcat
gaacaatttg
ggtgagcatt
attttaaaac
tttagagaca
gaaaaacaaa
gccatagecta
cttgaaagaa
aatgttaage
ccattagcge
ccagaatatt
cttgatatga
aatgttgacg
gaggggetcg
caggtaccga
geagaagcag
gaatctgcta
cactctgeaa

tacactagcg

37

aatctggaaa
cactatggca
atcaaaaaaa
aaaacttaga
cttttogeaa
agettecocte
cttttgaage
ttgaaacett
atcatattta
ggcaaaatgg
tggoattttt
agattcctgt
tgaaaacgat
ctgocttgte
ataataaagt
ttatcgttga
taatcgaagg
tgactactge
aattocttea
aagctgagaa
gtattaacaa
gettggaaaa
aagctacaat
atatcggatt
gtgatactat
aggataatga
acatcaaaac
ctgcagecta
agcagttatt
actctaaaga
tattgectag

ttgctttact

aaatccttct
ggaaagtect
tagtgttaca
aattccaaaa
tgttgatttt
aactattegyg
aagtgacgat
ggaattaaaa
tgocattgtt
tgcaaataat
atcaaataga
tcaagccttt
tcgagaagaa
ccatattget
ggttgttaaa
tccagataaq
tttagattat
aggtaaageg
agaagcacaa
ggctttagtg
agcggtatta
agagttagac
ggtacaagga
gaacgtttat
tggegaggga
aggttatcat
aattttaaat
teatagagece
gectaaacca
tagaggattg
gacagggtca

gtcactaata

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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actgetataa aaaagaaaaa atattaa

<210> 6

<211>1008
<212> PRT
<213> Streptococcus pyogenes

<400> 6

Val

Leu

Glu

Val

65

Glu

Lys

Ser

Pro

Thr

145

Asp

Gln

Glu

Lys

Val

Lys

Ser

Asp

Lys

Ala

Gln

Ser

130

Leu

His

Val

Tyr

Lys

Thr

Gln

35

Ser

Asp

Ile

Val

Len

115

Thr

Val

Len

Ala

Thr
195

Hisg

His

20

Thr

Gly

Thr

Lys

Thr

100

Glu

Ser

Gly

Val

Ser

180

Ser

Leu

Asn

Gln

Lys

Val

Asp

85

Glu

Gln

Asn

Leu

Len

165

Phe

Arg

Lys

Gln

Ala

Ser

Thr

70

Asn

Asn

Ser

Trp

Ser

150

Pro

Ala

Ala

Thr

Glu

Ser

Lys

55

Asp

Leu

Thr

Lys

Glu

135

Lys

Ser

Phe

Gly

Val

Val

Ser

40

Leu

Len

Ala

Glu

Glu

120

Ile

Ser

Gln

Thr

Glu
200

38

Ala

Phe

25

Ser

Lys

Phe

Lys

Ser

105

Ser

Cys

Gly

Ala

Pro

185

Asn

Leu

10

Ser

Ile

Ile

Ser

Gly

90

Glu

Len

Asp

Val

Ala

170

Asp

Gly

Thr

Len

Ser

Asn

Asp

Pro

Lys

Ser

Phe

Glu

155

Asp

Lys

Glu

Leu

Val

Gly

Glu

Lys

Arg

Gln

Len

Ile

140

Lys

Gly

Lys

Ile

Thr

Lys

Ala

45

Thr

Glu

Ile

Asn

125

Thr

Leu

Thr

Thr

Ser
205

Thr

Glu

30

Asp

Ser

Thr

Gln

Thr

110

Lys

Lys

Ser

Gln

Ala

130

Gln

Val

15

Pro

Tyr

Gly

Thr

Glu

95

Ser

Thr

Gly

Gln

Len

175

Ile

Leu

3027

Ser

Ile

Ala

Pro

Pro

80

Leu

Gly

Val

Asn

Thr

160

Ile

Ala

Asp



Val

Leu

225

Asp

Ser

Gln

Phe

Arg

305

Phe

Asn

Ser

Val

Glu

385

Glu

Asn

Glu

Azp

210

Leu

Ala

Leu

Ile

Asp

290

Leu

Arg

Asp

Glu

val

370

Asn

Ile

Ser

Lys

Ile
450

Gly

Lys

Phe

Glu

Asp

275

Asgn

Ala

Gly

Ala

355

Leu

Thr

Asp

Val

Asn

435

Gly

Lys

Lys

val

Thr

260

Leu

Gln

Glu

Asn

Ser

340

Phe

Trp

Tyr

Tyr

Thr

420

Leu

Asp

Glu

Val

Asp

245

Ile

Pro

Ile

Arg

Ser

325

Gln

Thr

Thr

val

Thr

405

Gly

Glu

Asn
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Ile

Thr

230

Aan

Ser

Asp

Thr

Ala

310

Leu

Leu

Gly

Lys

Asn

390

Lys

Phe

Ile

Ala

Ile

215

Ile

Lys

Azp

Asn

Gly

295

Phe

Lys

Met

Asn

Ser

375

Pro

Trp

Ser

Pro

Phe
455

Asn

Pro

Aan

Tyr

Leu

280

Lya

Lys

Val

Leu

Fro

360

Gly

Asp

Leu

aAsn

Lys

440

Arg

39

Glu

Thr

Ila

Ala

265

Lys

Leu

Ser

Ile

Pro

345

Gly

Lys

Lys

Glu

Lys

425

Gln

Asn

Gly Glu

Gly Tyr
235

Ala Glu
250

Phe Ala

Ala Ile

Ser Leu

Asn His

315

Gly Glu
330

Asp Gly

Asp Asp

Asn Pro

Ser Leu

395

Glu Asp

410

Gly Leu

His Asn

Val Asp

Val

220

Lys

Vval

His

Gly

Pro

300

Ile

Ala

Leu

His

Ser
380

Trp

Phe

Gln

Gly

Phe
460

Phe

His

Asn

Leu

Glu

285

Arg

Lys

Ser

Glu

Tyr

365

Gly

Gln

Thr

Lys

val

445

Gln

Asn

Ile

Leu

Ala

270

Leu

Gln

Thr

Phe

Lys

350

Asn

Leu

Glu

Tyr

Val

430

Thr

Asn

Ser

Gly

Pro

255

Leu

Ala

Leu

Ile

Gln

335

Ile

Asn

Ala

Ser

Gln

415

Lys

Ile

Lys

Tyr

Gln

240

Glu

Lys

Phe

Met

Glu

320

Asp

Glu

Arg

Thr

Pro

400

Lys

Arg

Thr

Thr



Leu

465

Lys

Ala

Arg

Ala

Val
545

Thx

Asn

625

Phe

Val

His

Glu

Gln
705

Arg

Ile

Ser

Ile

Ala

530

Gln

Ile

Ser

Glu

Leu

610

His

Asn

vVal

Phe

Lys

690

Thr

Lys

Gly

Asp

Glu

515

Fhe

Glu

Fhe

Asn

Ile

595

Pro

Leu

Ala

Val

Ile

675

Ile

Thr

Tyr

Ala

Asp

500

Thr

His

Ile

Met

Arg

580

Pro

Ala

Lys

Leu

Lys

660

Val

Leu

Gln

Agp

Phe

485

Leu

Leu

Ile

Gly

Gly

565

leu

Val

Ser

Gln

Asp

645

Asp

Lys
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Leu

470

Ala

Glu

Glu

Asn

Arg

550

Sear

Glu

Gln

Leu

630

Asp

His

Pro

Leu

Gln
710

Glu

Phe

Glu

Leu

His

535

Ser

Lys

His

Ala

Lys

615

Glu

Asn

His

Azp

Ile

695

Phe

Glu

Gln

Ile

Lys

520

Ile

Ala

Val

Phe

600

Thr

Val

Asp

Asn

Lys

680

Glu

Arg

40

val

Ser

Lys

505

Azp

Tyr

Phe

Lys

Asp

585

Ser

Ile

Ala

Gly

Ser

665

Leu

Gly

Asp

Lys

Asn

490

Glu

Lys

Ala

Arg

Thr

570

Asp

Arg

Ser

Asp

650

Tyr

Ser

Leu

Met

Leu

475

Asn

Gly

Leu

Ile

Gln

555

Leu

Ser

Asn

Glu

Ala

635

Glu

Ala

Ser

Asp

Thr
715

Pro

Ala

Val

Val

540

Asn

Gly

Glu

Ala

Glu

620

Leu

Gln

Leu

Thr

Tyr

700

Thr

Ser

Lys

Phe

Thr

525

Leu

Gly

Glu

Gln

Leu

605

Ala

Ser

Phe

Ala

Ile

685

Ser

Ala

Thr

Ser

Met

510

Ile

Pro

Ala

Met

Lys

5390

Lys

Phe

His

Asp

Asp

670

val

Thr

Gly

Ile

FPhe

495

Aan

Gly

Glu

Aan

Ala

575

Gln

Glu

Lys

Ilea

Asn

635

Gly

Asp

Leu

Lys

Arg

480

Glu

Asn

Asp

Ser

Asn

560

Phe

Leu

Val

Lys

Ala

640

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala
720



Leu

Gln

Ala

Gln

Ser

785

Leu

Tyr

Tyr

Tyr

865

Ala

Thr

Pro

Ala

Glu

945

Gln

Glu

Lys

Leu

770

Ala

Val

Tyr

Ala

850

Gly

Leu

Ile

Thr

Ala

930

Lys=

Ser

Ser

Ala

Ala

755

Leu

Ile

Thr

Gln

Ile

835

Asn

Ala

Leu

Ala

915

Ala

Ser

Asn

Lys

Gln

740

Glu

Glu

Lys

Gly

Gly

820

Gly

Asp

Pro

val

Asn

900

Ala

Glu

Ser

Pro

Ser

725

Phe

Lys

Arg

Lys

Leu

805

Val

Met

Ile

Ala

885%5

Ser

Tyr

Ala

Ser

Lys=
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Asn

Phe

Ala

Ser

Ala

790

Vval

Tyr

Aszn

Ser

Leu

870

Thr

Lys

His

Glu

Ser

950

Thr

Leu

Leu

Leu

Ile

775

Asn

Glu

Leu

val

Asp

855

Asn

Leu

Leu

Gln
935

Glu

Azn

Arg

Gly

Val

760

Asn

Val

Gly

Leu

Tyr

840

Thr

Val

Ala

Ser

Ala

920

Leu

Ser

Arg

41

Gln

Arg

745

Thr

Lys

Lys

Lys

Lys

825

Phe

Ile

Asp

Asp

Gln

905

Gly

Leu

Ala

Gly

Gly

730

Val

Lys

Ala

Arg

Gly

810

Thr

Asp

Gly

Glu

Tyr

890

Leu

Ile

Pro

Asn

Arg

Glu

Asp

Lys

Val

Leu

795

Pro

Pro

Lys

Glu

Asp

875

Glu

Thr

Phe

Lys

Ser

955

Hie

Lys

Ala

Leu

780

Glu

Ser

Gly

860

Asn

Gly

Ser

Gln

Pro

%40

Lys

Ser

Gln

Asp

Thr

765

Ala

Lys

Ala

Pro

Gly

845

Gln

Glu

Leu

Ile

Ala

925

Gly

A=p

Ala

Lys

Lys

750

Lys

Tyr

Glu

Gln

Leu

830

Lys

Lys

Gly

Asp

Arg

910

Ile

Thr

Arg

Ile

Phe

735

Ala

Asn

Asn

Leu

Ala

815

Pro

Leu

Asp

Tyr

Ile

895

Gln

Gln

His

Gly

Leu

Leu

Ile

Gly

Asn

Asp

800

Thr

Glu

Ile

Ala

His

880

Lys

Val

Asn

Ser

Leu

260

Pro
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Ser Val Ala Leu Leu Ser Leu Ile Thr Ala Ile Lys Lys Lys Lys Tyr
985 1000 1005
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<211> 1505
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atgaaaaaga aaattcetttt aatgatgagt ttaatcagtg tottttttge ttggeaactt 60
actcaggcaa aacaagtctt agcagagggt aaagtgaagg tggtgacaac tttctatcct 120
gtttatgaat ttacaaaagg ggttattggt aatgatggceg atgttttcat gcttatgaaa 180
gcaggaacgg aacctcatga ttttgagecct tctacaaaag acattaaaaa aatccaagat 240
gceagatgcat ttgtttatat ggatgacaat atggaaactt gggtttetga tgtgaaaaaa 300
tcattgacat ¢taaaaaagt gaccategte aagggaactg gtaacatget cttggtagea 360
ggagetggac atgaccatcee ccatgaggat gotgacaaaa ageatgagea taataaacat 420
agcgaagaag gacacaacca tgcttttgac ccacacgtgt ggttgtcacc ataccgtagce 480
attacagtcg ttgaaaatat tcgcgacagt ctttcaaaag cttacccaga aaaagcagag 540
aacttcaaag ccaatgccgc tacttatatt gaaaaattaa aagagcttga caaagactat 600
acggeageac tttecagatge taagcaaaag agetttgtga cacaacacge agettttggt 660
tatatggeac ttgactatgg cttgaaccaa atttcetatta atggtgtcace accagatgea 720
gaaccatcag caaaacgtat tgetactttg tcaaaatacyg ttaaaaaata tggcatcaaa 780
tacatttatt ttgaggaaaa tgcgtcaagt aaagtcgcaa aaaccctagc taaagaagca 840
ggagttaaag cggctgtgct tagtccgett gaaggtttga ctgaaaaaga gatgaaagcet 900
ggccaagatt actttacggt catgcgtaaa aaccttgaaa ccttacgett aaccactgat 960
gtggetggta aagaaattet tecagaaaaa gacacgacta agacagttta caatggttat 1020
ttcaaagaca aagaagtcaa agategtcaa ttatctgact ggtcaggtag ctggeaatct 1080
gtttacccet atctacaaga tggtacttta gaccaagttt gggactacaa ggcetaaaaaa 1140
tctaaaggta aaatgacagc agccgagtac aaagattact acactactgg ttataaaact 1200
gacgtggaac aaatcaaaat caatggtaag aaaaagacca tgacctttgt tcgtaatggt 1260
gaaaagaaaa ccttcactta cacatacgcc ggcaaagaaa tcttgaccta tccaaaagga 1320
aategegggg ttogttteat ghtttgaaget aaagaageag atgetggega attcaaatac 1380
gttcaattca gtgacecatge cattgotcet gaaaaagcaa ageattteca cetgtactgg 1440
ggtggtgaca gecaagaaaa attacataaa gagttagaac attggeocaac ttactacggt 1500
tcaga 1505

<210> 8

<211> 515

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 8
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Met

Ala

Lys

Ile

Pro

65

Ala

Asp

Thr

Glu

His

145

Ile

Glu

Len

Lys

Trp

Val

Gly

Hisg

Asp

Val

Gly

Asp

130

Asn

Thr

Lys

Lys

Lys

Gln

Val

35

Asn

Asp

Ala

Lys

Asn

115

Ala

His

Val

Ala

Glu

Lys

Leu

20

Thr

Asp

Phe

Phe

Lys

100

Met

Asp

Ala

Val

Glu

180

Len

Ile

Thr

Thr

Gly

Glu

Val

85

Ser

Leu

Lys

Phe

Glu

165

Asn

Asp
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Len

Gln

Phe

Asp

Pro

70

Tyr

Len

Leu

Lys

Asp

150

Asn

Phe

Lys

Len

Ala

Tyr

Val

55

Ser

Met

Thr

Val

Hisg

135

Pro

Ile

Lys

Asp

Met

Lys

Pro

40

Phe

Thr

Asp

Ser

Ala

120

Glu

His

Arg

Ala

Tyr

44

Met

Gln

25

Val

Met

Lys

Asp

Lys

105

Gly

Hisg

Val

Asp

Asn

185

Thr

Ser

10

Val

Tyr

Len

Asp

Asn

90

Lys

Ala

Asn

Trp

Ser

170

Ala

Ala

Len

Leu

Glu

Met

Ile

75

Met

Val

Gly

Lys

Len

155

Leu

Ala

Ala

Ile

Ala

Phe

Lys

60

Lys

Glu

Thr

Hisg

Hisg

140

Ser

Ser

Thr

Len

Ser

Glu

Thr

45

Ala

Lys

Thr

Ile

Asp

125

Ser

Pro

Lys

Tyr

Ser

Val

Gly

Lys

Gly

Ile

Trp

Val

110

Hisg

Glu

Tyr

Ala

Ile

130

Asp

Phe

15

Lys

Gly

Thr

Gln

Val

95

Lys

Pro

Glu

Arg

Tyr

175

Glu

Ala

Phe

Val

Val

Glu

Asp

Ser

Gly

Hisg

Gly

Ser

160

Pro

Lys

Lys



Gln

Asp

225

Glu

Tyr

Ala

Pro

Phe

305

Val

Tyr

Thr

Met

385

Val

Glu

Lys

210

Tyr

Pro

Gly

Lys

Leu

290

Thr

Ala

Aszn

Trp

Leu

370

Thr

val

Arg

Ila

195

Ser

Gly

Ser

Ile

Thr

275

Glu

vVal

Gly

Gly

Ser

355

Asp

Ala

Glu

Asn

Leu
435

Phe

Ala

Lys

260

Gly

Met

Lys

Tyr

340

Gly

Gln

Ala

Gln

Gly

420

Thr

val

Aszn

Lys

245

Tyr

Ala

Leu

Arg

Glu

325

Fhe

Ser

Val

Glu

Ile

405

Glu

Tyr
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Thr

Gln

230

Arg

Ile

Lys

Thr

Lys

310

Ile

Lys

Trp

Trp

Tyr

390

Lys

Lys

Pro

Gln

215

Ile

Ile

Tyr

Glu

Glu

295

Asn

Leu

Agp

Gln

Asp

3758

Lys

Ile

Lys

Lys

200

His

Ser

Ala

Phe

Ala

280

Lys

Leu

Pro

Lys

Ser

360

Asp

Asn

Thr

Gly
440

Ala

Ile

Thr

Glu

265

Gly

Glu

Glu

Glu

Glu

345

Val

Llys

Tyr

Gly

Phe

425

Asn

45

aAla

Asn

Leu

250

Glu

Val

Met

Thr

Lys

330

Val

Tyr

Ala

Tyr

Lys

410

Thr

Phe

Gly

235

Ser

Asn

Lys

Lys

Leu

315

Asp

Lys

Pro

Lys

Thr

395

Lys

Tyr

Gly

Gly

220

Val

Lys

Ala

Ala

Ala

300

Arg

Thr

Agp

Tyr

Lys

380

Thr

Lys

Thr

val

205

Tyr

Thr

Tyr

Ser

Ala

285

Gly

Leu

Thr

Arg

Len

365

Ser

Gly

Thr

Tyr

Arg
445

Pro

Val

Sar

270

Val

Gln

Thr

Lys

Gln

350

Gln

Lys

Tyr

Ala
430

Phe

Ala

Asp

Lys

255

Lys

Leu

Asp

Thr

Thr

335

Asp

Gly

Lys

Thr

415

Gly

Met

Leu

Ala

240

Lys

vVal

Ser

Tyr

Asp

320

Val

Ser

Gly

Llys

Thr

400

Phe

Lys

Phe



Glu Ala Lys Glu
450

Asp Hig Ala Ile
465

Gly Gly Asp Ser

Thr Tyr Tyr Gly
500

Asn Ala Hisg
515

<210>9

<211> 1629

<212> ADN

<213> Streptococcus pyogenes
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Ala

Ala

Gln

485

Ser
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Asp Ala Gly Glu
455

Pro Glu Lysg Ala
470

Glu Lys Leu His

Asp Leu Ser Gly
505

46

Phe

Lys

Lys

490

Arg

Lys

Hisg

475

Glu

Glu

Tyr

460

Phe

Len

Ile

Vval Gln Phe Ser

Hig Leu Tyr Trp
480

Glu His Trp Pro
495

Ala Gln Glu Ile
510



gtgtcaaaat
gttgcatgtc
gacgaacttg
tatggagtece
ctagatataa
tcocgtttgact
gttaagttta
aagaacgttg
acatttacag
tataagagea
caagctattt
acttgggtct
atgatctacg
attccatcaa
gattctectyg
gacttgacta
aaaccagett

gataataaag

gacggtagcc

gatcaattge
actattaaac
ttactttatg
ctagcaggga
cttgacaaag
cagtgggatg
agecttaace
agtcatggte

actaagtaa

acctaaaata
aacaacaaaa
tegtttetat
acaatgaagg
aaggagagct
tgcatgatga
cttatgatat
aagtagttgg
cacagttgac
atcctategg
ttgttegtaa
tacttgatga
caacgccaga
atgatgtgcg
atggttatee
ttggtttaaa
attcaattat

tagctaaagc

gtaaaaaagyg

gagcgaactt
tcaaagctag
cecggaggacyg
aaggttggac
caatgacatc
gcaaaacagg
atacttatat

atgattggte
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cttctctatt
gcctcaaaca
gggggcaaag
gaatatcact
tgctaaaaca
ttttaaattc
gttgaaagca
gaaaaatcag
tgaaatccca
ttecaggacct
ccecttattgg
aaacacagca
acttgctgat
cggcttatca
tgtaggaaat
taggcaaaaa
tgataaaaca
taagcaatta

tgaccttgat

agecegttgaa
taactgggat
tecatcacgeg
caatattacg
ttctgaccectt
tgcttctact
tggtgataaa

attattgact

atcacgttat
aaagaacgtc
cteccteatyg
catagcactce
taccatcetet
tcaaatggtg

gatggaaagg

gtcaatatcc
atcgteccta
tacatggtaa
catgggaaaa
ctagcagctt
aaaaaagtca
ttaccttatg
gatgtcacta
gttetegata
ceattttgga

ttgacaaaag

gcagcgtttyg

gtagcagage
gaaatggcaa
cagcaatttt
ttttataaca
gataaagcta
cttggagatt
cgtatcaatg

aacattgecg

47

ttttgactgg
agcgcaaaca
aattegatec
tattgaaacg
ctgaagatgg
agcctgttac
cttgggatct
atttgactga
aaaaacatta
aagaatataa
aaccatactt
tagaatctgg
aaggcacccg
tgaaaaaggg
gtgatccage
cggttttaaa
atccaaaaac

cgggatggaa

atctgtacta

aagccaagge
cgaagtcaca
atgaategea
atcctaccgt
acgaatattg
tgccaaatgt
taggtaaaca

agtggacttg

gcttatttta
acgtccaaaa
aaaggaccgt
ttetcctgaa
getgacttgg
tgctgatgat
aaccttcatt
ggcgcatteyg
caatgataag
ggctggagaa
taaaaaatgg
tgatgttgat
cctecttgat
cgtcatcact
aatccgaaaa
tggttatggt
agccattaaa
agaacaagca

ccctactaat

cctagggatt
tgactecagee
tcatecaage
gactaagtac
gaagttageyg
atggttggtyg
aggegtacac

ggatgaatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1629



<210> 10
<211> 542
<212> PRT

<213> Streptococcus pyogenes

<400> 10

Val Ser Lys
1

Gly Leu Ile

Arg Gln Arg

Ala Lys Leu
50

Asn Glu Gly
65

Leu Asp Ile

Gly Leu Thr

Gly Glu Pro
115

Lys Ala Asp
130

Tyr

Leu

20

Lys

Pro

Asn

Lys

Trp

100

Val

Gly

Val

Gln

His

Ile

Gly

Ser

Thr

Lys
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Lys
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Arg

Glu

Thr
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Glu

Phe

Ala
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Tyr
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Phe
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Leu
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135

Phe
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120
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Arg

Lys
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Ile
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Leu

Gln
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45

Tyr
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Leu

Lys

Tyr
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Lys

Phe

Thr

30

Ser

Gly

Ser

Ser

Phe

110

Asp

Asn

Leu

15

Lys

Met

Val

Pro

Glu

95

Ser

Met

Val

Thr

Glu

Gly

His

Glu

80

Asp

Azn

Leu

Glu



Val

145

Thr

Tyr

Val

Tyr

Leu
225

Tyr

Gly

Gly

305

Lys

Thr

Lys

Leu

Ala
385

Val

Phe

Asn

Lys

Trp

210

Asp

Ile

Leu

Val

Asn

290

Leu

Pro

Ala

Ala

Aszp

370

Asn

Gly

Thr

Asp

Glu

195

His

Glu

Tyr

Leu

Lys

275

Asp

Asn

Ala

Ile

Gly

355

Ala

Leu

Lys

Ala

Lys

180

Tyr

Gly

Asn

Ala

Asp

260

Lys

Val

Arg

Tyr

Lys

340

Trp

Ala

Ala

Agn

Gln

165

Tyr

Lye

Lys

Thr

Thr

245

Ile

Gly

Thr

Gln

Ser

325

Asp

Lys

Phe

Val
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Gln

150

Leu

Lys

Ala

Lys

Ala

230

Pro

Pro

val

Ser

Lys

310

Ile

Asn

Glu

Azp

Glu
390

Val

Thr
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Pro

215

Glu

Ser

Ile
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Val

Ile

Lys
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Leu
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Val
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Asn
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200

Tyr
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Leu

Asn

Thr
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Pro

Leu
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Ala

360

Tyr

Ala
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Ile

Ile

Pro
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Gln

Phe

Ala

Ala
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265

Asp

Ala

Asgp

Lys

Ala

345

Agp

Tyr

Glu

His
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170

Ile

Ala

Lys

Leu

Asp

250

val
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Ile

Thr

Thr

330

Lys

Gly

Pro

Gln

155

Ile

Gly

Ile

Lys

Glu

235

Lys

Arg

Pro

Arg

Val

315

Pro

Ala

Ser

Thr

Ala
395

Thr

val

Ser

Phe

Trp

220

Ser

Lys

Gly

Asp

Lys

300

Leu

Phe

Lys

Arg

Asn

380

Lys

Glu

Pro

Gly

Val

205

Thr

Gly

Val

Leu

Gly

285

Ala

Aszn

Trp

Gln

Lys
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Agp

Ala

Ala

Lys

Pro

190

Arg

Trp
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Lye

Ser

270

Tyr

Gly

Asn

Leu

350

Lys

Gln

Leu

Hisg

Lys

175

Tyr

Asn

val

Val

Gly

255

Leun

Pro

Thr

Tyr

Pro

335

Leu

Gly

Leu

Gly

Ser

160

His

Met

Pro

Leu

Asp

240

Thr

Pro

Val

Ile

Gly

320

Lys

Thr

Agp

Arg

Ile
400



Thr

His

Phe

Ile

Met

465

Gln

Val

Azn

Ile

Asgp

Tyr

Thr

450

Thr

Trp

Trp

Val

Thr
530

Lys

Ser

Glu

435

Phe

Ser

Asp

Gly
515

Asn

Ala

420

Ser

Tyr

Ser

Gly

Val

500

Lys

Ile

Lys

405

Leu

His

Azn

Asgp

Lys

485

Ser

Gln

Ala
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Azn

Leu

470

Thr

Gly
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Pro

Pro
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Asgp
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Val
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440

Thr

Lys
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Thr

50

Trp

Gly

425

Leu
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Thr
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Trp

Asgp
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Thr

Azn

Thr
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Tyr

His

Asp

Glu
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Lys

Glu

475

Ile

Gly

Glu

Met

His

Lys

Tyr

460

Tyr

Gly

Gly

His

Ser
540

Ala

His

Gly

445

Trp

Asp

Asgp

Asgp

525

Thr

Thr

Ala
430

Trp

Asgp

Lys

Lys
510

Trp

Lys

Lys

415

Gln

Thr

Lys

Leu

Pro

485

Arg

Ser

Ser

Gln

Asn

Ala

Ala

480

Asn

Ile

Leu
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion inmunogénica, comprendiendo dicha composicion una mezcla de:

(@) un polipéptido de PCE que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de la
Figura 2 (SEQ ID NO: 2);

(b) un polipéptido de peptidilpropil isomerasa que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 4 (SEQ ID NO: 4); y

(c) un supuesto polipéptido de adhesion que tiene al menos el 90 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de la Figura 8 (SEQ ID NO: 8).

2. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un vehiculo fisioldégicamente
aceptable.

3. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende adicionalmente una
cantidad eficaz de un adyuvante.

4. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha composicion
comprende cada polipéptido en una cantidad eficaz para prevenir o mejorar la colonizacién o infeccion por
estreptococos B hemoliticos en un mamifero susceptible.

5. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 4, en la que los estreptococos B hemoliticos son estreptococos
del Grupo A, estreptococos del Grupo B, estreptococos del Grupo C o estreptococos del Grupo G.

6. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 5, en la que los estreptococos B hemoliticos son Streptococcus
pyogenes.

7. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso como un medicamento.
8. La composicidon inmunogénica de la reivindicacion 7, en la que dicho medicamento es una vacuna.

9. La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en un método de
proteccion de un mamifero susceptible frente a la colonizacién o infeccién por estreptococos B hemoliticos.

10. La composicidon inmunogénica para su uso en el método de la reivindicacion 9, en la que la composicion
inmunogénica se administra por inyeccion subcutanea, por inyeccion intramuscular, por ingestion oral, por via
intranasal o combinaciones de las mismas.

11. La composicion inmunogénica para su uso en el método de la reivindicacion 9 o la reivindicacion 10, en la que
los estreptococos B hemoliticos son estreptococos del Grupo A, estreptococos del Grupo B, estreptococos del Grupo
C o Estreptococos del grupo G.

12. La composiciéon inmunogénica para su uso en el método de la reivindicacion 11, en la que los estreptococos 3
hemoliticos son Strepfococcus pyogenes.

13. La composicion inmunogénica para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en las
que el mamifero es un ser humano.
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Fig. 1

>SPy 2010 |Precursor de peptidasa de C5A
TTGCGTAARRAMACAMMAATTACCATTTGATARACTTGCCATTGCGCTCATGTCTACGAGC
ATCTTGCTCAATGCACAATCAGAZAT TAAAGCAAATACTGTGACAGAAGACACTCCTGCT
ACCGAACAAGCTGTAGALACCCCACAACCAACAGCGGTTTCTGAGGAAGCACCATCATCA
AAGGAAACCAAALACCCCACARAACTCCTGATGACGCAGAAGARACAATAGCAGATGACGCT
ARTGATCTAGCCCCTCARAGCTCCTGCTARLRAC TGC TGATACACCAGCARCC TCARAAGCG
ACTATTAGGGATTTGAACGACCCTTCTCAGGTCAMAACCCTGCAGGARARNGCAGGCARR
GGAGCTGGGACTGTTGTTGCAGTGATTGRTGC TGGTTTTGATAARARATCATGRARAGCGTGG
CGCTTAACAGACARARCCRAAAGTACGTTACCAETCALAAGAAGATCTTGAARARGCTARD
AANGAGCACGGTATTACCTATGGUGAGTGGEGTCAATGATAAGGTTGUTTATTACCACGAC
TATAGTARAGAT GGTAAARCCGITGTCGATCARGAGCACGGCACACACGTGTCAGGGATC
TTGTCAGGAAATGCTCCATCTGRRRCGARRGRACCTTACCGUCTAGRAGGTGCGATGCCT
GAGGCTCAATTGCTTTTGATGCGTGTCGARATTGTAAATGGAC TAGCAGACTATGCTCGT
AARCTACGCTCAAGCTATCATAGATGCTGTCAACTTGGGAGCTAAGGTGATTARTATGAGT
TTTGGTAATGCTGCACTAGCCTATGCCAACCTTCCAGACGAAACCAAARAAGUCTTTGAC
TATGCCAAATCAAAAGG TG TASCAT IGTGACCTCAGC GG TAATGATAGTAGC T T TGEE
GGUAAGACCCGTCTACCTCTAGTAGATCATCCTGATTATGGGGTGG T TGGGACACCTGECA
GUGGCAGACTCAACATTCGACAGTTECTTCTTACAGCCCAGATAAACAGCTCACTCAAACT
GCTACGGTCAAMACAGCCCATCAGCAAGATARAGAAATGCCTGTTCTTTCARACARACCET
TTTGAGCCARACAACCCTTACGACTATGCTTATGCTAATCGTGGGATGARAGAGCATCAT
TTTAAGCGATCTCAAACCTAACATTCCCCTTATTCAACGTCCCCATATTCGATTTCAARACAT
AAGATTGCARACGCTARAAAAGCTGGTGCTGTAGGAGTCTTGATC TATGACAATCAGGAC
AAGGGCTTCCCGATTGAATTGCCAAATGTTGATCAGATGCCTGCGGCCTTTATCAGTCGA
ARAGATGGTCTCTTATTAAAAGAGAATCCCCAAMAAACCATCACCTTCAATGCGACACCT
AAGGTATTGCCAACAGCAAGTGGZACCAAACTAAGCCGCTTCTCAAGC TGGGGTCTGACA
GCTGACGGCAATATTAAGCCAGATATTGCAGCACCCGGCCAAGATATTTTGTCATCAGTG
GCTAACAACERAGTATGCCARACTTTCTGGEACTAGTATGTCTGCGCCATTAGTAGCGGGET
ATCATGGGACTGTTGCARRAGCARATATGRGECRCAGTATCCTGATATGRACACZCATCAGRAG
CGTCTTGAT TTAGCTARARRAGTATTGRATGREGC TCAGCAACTGCCTTATATGATGARGAT
GAAARAGCTTATTTTTCTCCTCGICARCRRGGRGCAGGAGCAGTCGATGC TARARRRGCT
TCAGCAGCAMCGATGTATGTGACAGAT AAGGATAATACCTCAAGCAAGGTTCACCTGANT
ARTGTTTC CGATAAATTTGAAGTARCAGTAACAGTTCACAACARATCTGATARACCTCAR
GAGTTGTAT TACCAAGCAACTGTTCARACAGATAARAGTAGATGGARAACTCTTTGCCTTG
GCTCCTAARGCATTGTATGAGACATCATGGCAAAARATCACAATTCCAGCCAATAGCAGT
ARARCARGTCACCATTCCARTCGATGTTAGTCAATTTAGCAAGGACTTGCTTGCCCCAATG
AARAARATGGC AT TTCTTAGAAGGTTTTGTTCGTTTCAAACARAGATCCTACARARAGARGAG
CTTATGAGTATTCCCTATATTGETTTCCGAGGTGATTTTGGCAATCTGTCAGCCTTAGAR
ARACCAATCIATGATAGUAAAGATGG TAGTCAGUTATTATCATGAAGUAAL TAGTGEATGCC
ARRGACCAATTAGATGETGATGEATTACAGTTTTACGC TCTGARARATAACTTTACAGCA
CTTACTACAGAGTCTAATCCATESACCGATTATTAAAGCTGTCAAAGAAGGGETTCAAAAC
ATAGAGGATATCGAATCTTCAGAGATCACACAAACCATTTTTGCAGGTACTTTTGCAARA
CAAGACGATGATAGCCACTACTATATCCACCGTCACGCTAATGGCAAGCCATATGCTGCG
ATCTCTCCARATGGGGRACGGTAACAGAGATTATGTCCAATTCCAAGGTACTTTCTTGCGT
AATGCTARRRACCTTGTGGCTGAAGTC T TGGACAAAGAAGGARATGTTGTTTGGACAAGT

ACCCGTTTTGAAALAACGCGTTGEGACGETAAAGATARAGACGGCAAAGTTGTTGCTAAC
GGAACATACACCTATCOGTGTTCECTACACTCCGATTAGC TCAGGTGCARARGARCARCAC
ACTGATT T TGATGTGATTGTAGACARTECGACACCTGAAGTCGCAACATCGGCARCATTC
TCAACAGARAGATCGTCETTTGAZAC TTGCATCTARACCAAAMACCAGUCAACCGGETTTAC
CGTGAGCGTATTGCTTACACTTATATGGATGAGGATC TGUCAACRACAGAGTATATTTCT
CCAARATGAAGATGGTACCTTTACTCTTCCTGREGAGGC TGAAACAATGGARGECGCTACT
GITTCCAT GRALATGTCAGACTTTACTTATGTTGTTGAAGATATGGC TGGTAACATCACT
TATARCACCAGTGACTANGCTATTGGANGGCCACTCTAATARACCAGAACAAGACGGTTCA
GATCAAGCACCAGACAAARARCTAGARACTALACCAGARCAAGACGGTTCAGGTCAAGCA
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Fig. 1 (continuacidn)

CCAGATAARARACCAGAAACTAAACCAGAACARGACGGTTCAGGTCAAACACCAGACARA
ABRACCAGARACTAARCCAGRACAAGACGGTTCAGGTCARAACACCAGATARRARACCAGAR
ACTAAACCAGAAAAAGATAGTTCAGGTCAARCACCAGGTAARACTCCTCARARAGGTCAR
CCTTCTCGTACTCTAGAGAAACGATCTTCTAAGCGTGCTTTAGC TACAAAMGCATCAACA
ARMGATCAGTTACCAACGACTAATGACAAGGATACARATCGTTTACATCTCCTTAAGTTA
GTTATGACCACTTTCTTCTTGGGAT
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Fig. 2

>SPy 2010 |Precursor de peptidasa de C5A
LREEQELFPFDELAIALMSTSILLNAQSDIKANTVTEDTPATEQAVETPOPTAVSEEAPRPSS

KETKTPOTPDDAEET IADDANDLAPOAPAKTADTPATSKAT IRDLNDESOVKTLOEKAGK
GAGTVVAVIDAGFDKNHEAWRLTDKTKARYOSKEDLEKAKKEHGITYGEWVNDKVAYYHD
YSKDGKTAVDOEHGTHVSGILSGNAPSETKEPYRLEGAMPEAQLLLMRVE IVNGLADYAR
NYAQAIIDAVNLGEKVINMSFGNAALAYANLPDETKKAFDYAKSKGVSIVTSAGNDSSEG
GKTRLPLADHPDYGVVGTPAARADSTLTVASYSPDKOLTETATVKTADOQDKEMPVLSTNR
FEPNKAYDYAYANRGMKEDDFKDVKGKIALIERGDIDFKDK IANAKKAGAVGVLIYDNQD
KGFPIELPNVDOMPALRFISRKDGLLLKENPOKT ITFNAT PKVLPTASGTKLSRFSSWGLT
ADGNIKPDIARPGODILSSVANNKYAKLSGTSMSAPLVAGIMGLLOKQYETQYPDMTPSE
RLDLAKKVLMSSATALYDEDEKAYFSPROQGAGAVDAKKASARTMYVTDKDNT S SKVHLN
NYVSDKFEVTVTVHNKSDKPQELY YQATVOTDKVDGKLFALAPKALYETSWOKITIPANSS
KOVTIPIDVSOFSKDLLAPMENGY FLEGFVRFKQDPTKEELMS I PY IGFRGDFGNLSALE
KPI¥YDSKDGSSYYHEANSDAKDOLDGDGLOFYALKNNFTALTTESN PRT I IKAVKEGVEN
IEDIESSEITETIFAGTFAKQODDDSHY Y THRHANGKPYAAT S PNGDGNRDYVOFQGTFLR
NAKNLYAEVLDKEGNVVHTSEVTEQVVKNYNNDLAS TLGS TREFERTRADGK DK DGKVVAN
GTYTYRVRYTPISSGAKEQHTDFDY IVDNTTPEVATSATFSTEDRRLTLASKPKT SQPVY
RERIAYTYMDEDLPTTEYISPNEDGTFTLPEEAETMEGATVPLKMSDETYVVEDMAGHTIT
YTPVTKLLEGHSNKPEGDGSDOAPDKKPETK PEQDGSGOAPDKK PETK PEQDGSGOTEDK
KPETKPEQDGSGOTPDKKPETKPEKDSSGOTPGKTPOKGOPSRTLEKRSSKRALATKAST
KDGLPTTNDKDTNRLHLLKLVMTTFFLGLVAHIFETKRTED
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Fig. 3

>SPy 1390 |peptidilpropil isomerasa

ATGAAARACTCARATARACTCATTGCTAGTGTTGTGACATTGGCCTCAGTGATGGCTTTA
GrAGCTTGTCAATCAAC TAATCACAATACTAAGOCTTATTTCCATGARAGGTGATACAATT
AGCGTTAGTGATTTTTACAATGAAACAARAARCACAGRAGTAT CGCARARAGCGATGCTA
AATCTGGTAATTAGTCGTETTTT TGAAGC TCAATATGGTGATARGGTTTCAARLAR RN GAR
GTTGAAAAGGCGTATCATAARACAGC TGAACAGTATGGCGCTTCATTCTCTGCTGCTTTG
GUACAATCAAGCTTGACACCTGAGAC TTTTAAGCGTCAGATCCGCTCTTCARARTTAGTA
GAATATGCGGTTAAAGAAGCAGCTAAAARAGAATTGACAACACARGAATATARGARRGCA
TATGRATCTTATACTCCARACAATGGCAGTCGARATGATTACTTTAGATRAATGAEAGAGACA
GCTAARATCAGTCTTAGAGGAACTARALGCCGARGGCGCAGACTTTACAGCTATTGCTARA
GARARAARCRACARCACCTGAGARRRAEGCTGACCTATRARTTTGATTCAGGTGCGACEART
GTACCGACTGATGTCGTARRAGCGGCTTCARGTTTGRATGAGGGTGGCATATCAGACGTT
ATCTCGGTTTTAGATCCAACTTCTTATCARRAGARGTTTTACATTGTTAAGGTGACTALA
ARRGCAGRARARARR R A TCAGATTGGCAAGRAATATARGEALCGTTTGARAGCTATCATTATA
GCTGAARRRTCARARGATATGAATTTCCAARACARGGTTATTGCRARTGCATTGGATARA
GCTAATGTAARARATTARAGACARAGCTTTTIGCTARTATTTTGGCGCRAATATGCARATCTT
GGTCAARRRACTAARAGCTGCAAGTGARAGTTCRACARCCAGCGARTCATCAARAGCTGCA
GARGAGARCCCATCAGAATCAGAGCARACACAGACATCATCAGCTGRAGARCCARCTGAG
ACTGAGGCTCAGACGCAAGAGCCAGUTGCACARTRS
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Fig. 4

>554 SPy 1390 |peptidilpropil isomerasa
MENSNELIASVVTLASVMALAACQSTNDNTEVISMEGDTISVSDEYNETENTEV SQKAML

NLVISRVFEAQYGDKVSKEEVERAYTHRTAEQYGASEFSAALAQSSLTPETFKRQIRSSKLY
EYAVEKEAAKKELTTOEYKEAYESY TPTMAVEMITLDNEETAKSYVLEELKAEGADFTATAK
EKTTTPEKEVTYKFDSGATNVPTDVVEAASSLNEGGISDVISVLDPTSYOKKEFY IVKVTE
KAEKKSDWOEYKKRLKAIT IAEKSKDMNEFONKVIANALDKANVEIKDEKAFANILAQYANL
GORTEAASESSTTSESSKAAEENPSESEQTOTSSAEEPTETEAQTOEPARD
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Fig. 5

>1218 SPy0843| |proteina hipotética

ATGARAGARACATCTTARARACAGTTGCCTTGACCCTCACTACAGTATCGGTAGTCACCCAC
AATCAGGRAAGTTTTTAGT TTAGTCARAGAGCCAATTCTTARACARACTCARAGCTTCTTCA
TCGATTTCTGGCGC TGAC TACGCAGRARAAGTAGCGGTAAAAGCAAGT TARAGATTAATGAA
ACTTCTGGCCCTGTTGATGATACAGTCACTGACTTATT TTCGGATAAACGTACTACTCCT
GARARAAATAAAAGATAATCTTGCTARAGGTCCGAGAGAACAAGAGT TAAAGGCAGTAACH
GAGRATACAGAATCAGARAAGCAGATCACTTCTGGATC TCAACTAGAACAATCAAARAGAG
TCTCTTTCTTTARATARAARACAGTGCCATCAACGTCTAATTGGGAGATTTGTGATTTTATT
ACTARAGGGGAATACCCTTGTTGGTCTTTCARRATCAGGTGTTGARRAGTTATCTCARACT
GATCATCTCGTATTGCCTAGTCAAGCAGCAGATGGAACTCAATTGATACAAGTAGC TAGT
TTTGCTTTTACTCCAGATAARAAGACGGCAATTGCAGAATATACCAGTAGGGCTGGAGAA
AATGGGEGAAATAAGCCARCTAGATGTGGATGGAAAAGARAATTAT TAACGAAGGTGAGGTT
TTTAATTCTTATCTACTARAGARAGGTAACAATCCCAACTGGTTATARACATATTGGTCAA
GATGCTTTTGTGGACARATAAGRATATTGCTGAGGTTAATCTTCCTGAAAGCCTCGAGACT
ATTTCTGACTATGCTTTTGCTCACCTAGCTTTGARARCAGATCGATTTGCCAGATAATTTA
AARGCGATTGGAGAAT TAGCTTTTTTTGATAATCARATTACAGGTAAACTTTCTTTGCCA
CGTCAGTTAATGCGAT TAGCAGRAACGTGCTTTTAAATCARACCATATCARRACAATTGAG
TTTAGAGGAAATAGTCTAAARGTCGATAGGGGAAGCTAGTTTTCAAGATAATGATCTGAGT
CARCTAATGCTACCTGACGGTC TTGAARRAARATAGAATCAGAAGCTTTTACAGGARAATCCA
GGAGATGATCACTACAATAACCGTGTTGTTTTGTGGACARAATC TGGARRRRAATCCTTCT
GGTCTTGCTACTGARAARATACCTATGTTAATCCTGATAAGTCACTATGGCAGGARAGTCCT
GAGATTGATTATACTARATGGTTAGAGGAAGATTTTACCTATCARRAARAATAGTGTTACA
GGTTTTTCAAATARAGGCTTACARAARAAGTARRACGTAATARARAACTTAGARATTCCARRR
CAGCACAATGGTGTTACTATTACTGAAATTGGTGATAATGCTTTTCGCAATGTTGATTTT
CARRATARRACTTTACGTAAATATGATT TGGAAGAAGTARAGCTTCCCTCAACTATTCGS
AARATAGGTGCTTTTGCTTTTCAATC TARTARAC TTGRAAATCTTTTGAAGCAAGTGACGAT
TTAGARAGAGATTAAAGAGGGAGCCTTTATGAATARTCGTATTGARACCTTGGAATTAARR
GATAARATTAGTTACTATTGGTGATGCGECTTTCCATATTAATCATATTTATGCCATTGTT
CTTCCAGAATCTGTACAAGARATAGGGCGTTCAGCATTTCGGCARAATGETGCARATART
CTTATTTTTATGGGAAGTAAGCTTAAGACCTTAGGTGAGATGGCATTTTTATCARATAGA
CTTGAACATCTGGATCTTTC TGAGCARAARACAGTTARCAGAGATTCCTGTTCAAGCCTTT
TCAGACAATGCCTTGARAGAAGTATTATTACCAGCATCACTCGAARACGATTCGAGARGAR
GCCTTCAARAAGAATCATTTAARACAACTGGAAGTGGCATCTGCCTTGTCCCATATTGCT
TTTAATGCTTTAGATGATAATGATGGTGATGAACAATTTGATAATARAGTGGTTGTTARA
ACGCATCATAATTCCTACGCACTAGCAGATGGTGAGCATTTTATCGTTGATCCAGATARG
TTATCTTCTACAATAGTAGACCTTGARAACGATTTTAAAACTAATCGAAGGTTTAGATTAT
TCTACATTACGTCAGACTACTCAAACTCAGTTTAGAGACATGACTACTGCAGGTAARGCG
TTGTTGTCAARATCTAACCTCCGACAAGGAGARANACARARATTCCTTCARGAAGCACAR
TTTTTCCTTGGCCGCGTTGATTTGGATARAGCCATAGC TARAGCTCGAGRAGGCTTTAGTG
ACCAAGAAGGCAACAANGAATGGTCAGTTGCTTGAAMRGAAGTATTAACAANGCGGTATTA
GCTTATAATAATAGCGCTATTARAAAAGCTAATGTTAAGCGC TTGGAANARGAGTTAGAC
TTGCTAACAGGATTAGTTGAGGGARANGGACCATTAGCGCAAGCTACAATGGTACARGGA
GTTTATTTATTAAAGACGCCTTTGCCATTGCCAGAATATTATATCGGATTGAACGTTTAT
TTTGACAAGTCTGGAARATTGATTTATGCACTTGATATGAGTGATACTATTCGGCGAGGGA
CAAAMAGACGCTTATGGTAATCCTATATTAAATGTTGACGAGGATAATGARGGTTATCAT
GCCTTGGCAGTTGCCACTTTAGCTGATTATGAGGGGC TCGACATCARANCAATTTTAART
AGTAAGCTTAGTCAATTAACATCTATTCGTCAGCTACCGACTGCAGCCTATCATAGAGCC
GGTATTTTCCAAGCTATCCAAARTGCAGCGGCAGAAGCAGAGCAGTTATTGCCTAAACCA
GGTACGCACTCTGAGARGTCAAGCTCAAGTGAATCTGC TAACTCTARAGATAGAGGATTG
CARTCARACCCANARACGRATAGAGGACGACACTCTGCAATATTGCCTAGGACAGGGTCA
AAAGGCAGCTTTGTCTATGGAATCTTAGGTTACACTAGCGTTGCTTTACTGTCACTAATA
ACTGCTATAARANAGANARANTATTAN
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Fig. ©

>1218 SPy0843| |proteina hipotética
MEKHLKTVALTLTTVSVVTHNOEVFSLYVKEPILKOTQASSSISGADYAESSGKSKLKINE
TsGPVDDTVTDLFSDERTTPEKIKDNLAKGPREQELKAVTENTESEKOITSGSOLEQSKE
SLSLNKTVPSTSNWEICDFITKGNTLVGLSKSGVEKLSOTDHLVLPSQAADGTOLIQVAS
FAFTPDRKTAIAEYTSRAGENGEI SOLDVDGKEI INEGEVFNSYLLKEVTIPTGYRKHIGO
DAFYVDNKNIAEVNLPESLETISDYAFAHLALKOQIDLPDNLKAIGELAFFDNOQITGKLSLE
FROLMRLAERAFKSNHIKTIEFRGNSLEY IGEASFODNDLSQOLMLPDGLEKIESEAFTGNP
GDDHYNNRVVLWTKSGRNPSGLATENTYVNPDRKSLWQESPEIDY TKWLEEDFTYQRNSVT
GFSHNEGLOEVERNENLEI PKOQHNGVTITEIGDNAFRNYVDFOQNKTLREKYDLEEVELPSTIR
KIGAFAFQSNNLESFEASDDLEE IKEGAFMNNRIETLELEDKLVT IGDAAFHINHIYATV
LPESVOEIGRSAFRQNGANNLIFMGSEVETLGEMAFLSNRLEHLDLSEQEQLTEIPVQAF
SDNALKEVLLPASLKTIREEAFKENHLEQLEVASATLSHIAFNALDDNDGDEQFDNEVVVE
THHNSYALADGEHFIVDPDELSSTIVDLEKILKLIEGLDY STLRQTTOTOFRDMTTAGKA
LLSKSNLREQGEKQRFLOEAQFFLGRVDLDEATAKARKALVTREATENGQLLERS INKAVL
AYNNSATKEANVERLEKELDLLTGLVEGEGPLAQATMVOGVY LLETPLPLPEYY IGLNVY
FDESGELIYALDMSDTIGEGQEDAYGHNPILNVDEDNEGYHALAVATLADYEGLDIKTILN
SELSQLTSIRQVPTAAYHRAGIFQATIQNAAARARQLLPEPGTHSEKSSSSESANSKDRGL
QSNPETHNRGRHSAILPRTGSKEGSFVYGILGYTSVALLSLITATKKEEY
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Fig. 7

>1358 SPy 0714 |supuesta proteina de adhesiédn

ATGAAARRGAAAATTCTTT TAATGATGAGTTTAATCAGTGTCTTTTTTGCTTGGCAACTT
ACTCAGGCARRACARAGTCTTAGCAGAGGGTAALGTGARAGGTGGTGACALCTTTCTATCCT
GTTTATGARETT TACARRAGGGETTATTGGTEATGATGGCGATGTTTTCATGCTTATGARLA
GCAGGARCGGAACCTCATGATTTTGAGCCTTCTACALALGECATTARALADATCCARGAT
GCAGATGCATTTGTTTATATGGATGACARTETGGAALCTTGGGTTTCTGATGTGRARALA
TCATTGACATCTARARARAGTGACCETCGTCAAGGGALCTGGTAACATGCTCTTGGTAGCA
GGAGCTGGACATGACCATCCCCATGAGGATGCTGACRALALGCATGAGCATALTARRCAT
AGCGAAGAAGGACACARCCATGCTTTTGRECCCACECGTGTGGTTGTCACCATACCGTAGC
ATTACAGTCGTTGARARATATTCGCGACAGTCTTTCARALGC TTACCCAGARARRAGCAGAG
AACTTCARARGCCREATGCCGCTACTTATATTGARARATTEARAGAGC T TGACARAGACTAT
ACGGCAGCACTTTCAGATGCTARGCARARGAGCTT TGTGACACARCACGCAGCTTTTGET
TATATGGCACTTGACTATGGC TTGAACCAAATTTCTATTAATGGTGTCACACCAGATGCA
GAACCATCAGCAAAACGTATTGCTACTTTGTCAAAATACGTTARAAARMTATGGCATCARA
TACATTTATTTTGAGGARAATGCGTCAAGTAAAGT CGCARAAACCCTAGC TARAGARGTA
GGAGTTAAAGCGGCTGTGCTTAGTCCGCTTGAAGGTT TGACTGARANMGAGATGAARGET
GGCCAAGATTACTTTACGGTCATGCGTARAARACCTTGAAACCTTACGCTTAACCACTGAT
GTGGCTGGTAARGAAATTCTTCCAGAARAAGACACGACTAAGACAGTTTACARTGGTTAT
TTCAAAGACAAAGAAGTCARAAGATCETCAATTATCTGACTGGETCAGGTAGC TGGCAATCT
GTTTACCCCTATCTACAAGATGGTACTTTAGACCAAGTTTGGGACTACRAGGCTAARARA
TCTAAAGGTAARATGACAGCAGCCGAGTACARAGATTACTACACTACTGGTTATAARACT
GACGTGGAACARATCAAAATCAATGETAAGARARAGACCATGACCTTTGTTCGTRATGGET
GARRAGAAAACCTTCACTTACACATACGCCGGCAAAGARATCTTGACCTATCCARANGGA
APATCGCGGGETTCGTTTCATGT T TGAAGC TARAGAAGCAGATGCTGGCGAATTCAARATAC
GTTCAATTCAGTGACCATGCCATTGC TCCTGAAARAGCAAAGCATTTCCACCTGTACTGG
GGTGGTGACAGCCAAGAAARATTACATAAAGAGTTAGAACATTGGCCARCTTACTACGGT
TCAGA
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Fig. 8

1358 SPy 0714 |supuesta proteina de adhesién, SF370
MEKKILLMMSLISVFFAWQLTQAKOVLAEGKYKYVYVTTFYPVYEFTEGY IGHNDGDVEMLME

AGTEFHDFEPSTEDIKEKIQDADAFVYMDDNMETWYSDVEKKSLTSKEVTIVEGTGNMLLVA
GAGHDHFHEDADKKHEHNEHSEEGHNHAFDPHVWLSPYRSITYVVENIRDSLSEAYPEKAE
NFEANAATY IEKLEKELDEDY TAALSDAKOKSEFVTOHAAFGYMALDYGLNQI SINGVTPDA
EPSAKRIATLSKYVERYGIKY IYFEENASSKVAKTLARKEAGVEAAVLSPLEGLTEKEMEKA
GODYFTVMREENLETLRLTTDVAGKEILPERKDTTKTVYNGY FPKDEKEVEDRQLSDWSGESWOS
VYEPYLODGTLDOVWDYEAKK SKGEMTAAEYKDYY TTGYKTDVEQIKINGKEKTMT FVRMNG
ERKETFTY TYAGKEILTY PKGHNRGYRFMEFEAKEADAGEFPKYVOPSDHATAPERKAKHEHLY W
GGDEQEKLHKELEHWPTYYGSDLSGRETAQE INAH
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Fig. 9

>SPy 2000 |lipoproteina de superficie

GTGTCAARATACCTARRATACTTCTCTATTATCACGTTATTTTTGACTGGGCTTATTTTA
GTTGCATGTCAACAACARMAGCCTCAAACAARAGARCGTCAGCGCAALRCAACGTCCARAR
GACGAACTTGTCGTTTCTATGGEGGECARAGCTCCCTCATGAATTCGATCCARAGGACCGT
TATGGAGTCCACAATGAAGGGAATATCACTCATAGCACTCTATTGAARCGTTCTCCTGAA
CTAGATATARARGGAGAGCTTGCTARARCATACCATCTCTCTGAAGATGGGCTGACTTGG
TCGTTTGACT TGCATGATGATTTTARATTCTCARATGGTGAGCCTGTTACTGCTGATGAT
GTTAAGTTTACTTATGATATGTTGARAGCAGATGGAARGGCTTGGGATCTAACCTTCATT
AAGARACGTTGAAGTAGTTGGGAALARTCAGGTCAATATCCATTTGACTGAGGCGCATTCG
ACATTTACAGCACAGTTGACTGARATCCCAATCGTCCCTAARADMACATTACAATGATALG
TATAAGAGCAATCCTATCGGTTCAGGACCT TACATGGTARALGERATATALGGCTGGAGAA
CAAGCTATTTTTGTTCGTAACCCTTATTGGCATGEGARARARCCATACTTTAAARAATGG
ACTTGGGTCTTACTTGATGAAAACACAGCACTAGCAGCTTTAGARATCTGGTGATGTTGAT
ATGATCTACGCAACGCCAGARACTTGCTGATAAARAAGTCAAAGGCACCCGCCTCCTTGAT
ATTCCATCAAATGATGTGCGCGGCTTATCATTACCTTATGTGAAAAAGGGCGTCATCACT
CGATTCTCCTGATGGTTATCCTGTAGGAAATGATCGTCACTAGT GATCCAGCARTCCGARAR
GCCTTGACTATTGGTTTARATAGGCAAARAGTTCTCGATACGGTTTTAARTGCTTATGGT
ARACCAGCTTATTCAATTATTGATAARAACACCATTTTGGAATCCARARAACAGCCATTRAR
GATAATAAAGTACGCTARAGCTARGCAATTATTCACARAAGCGGGATGGAMAGARCAAGTCA
CACGGTAGCCGTAAARRAGGTGACCTTGATGCAGCGTTTGATCTGTACTACCCTACTAAT
CGATCAATTGCGAGCGAACTTAGCCGTTGAAGTAGCAGAGCARGCCAAGGCCCTAGGGATT
ACTATTAAACTCAAAGCTAGTAACTGGGATCARATGGCARCGANGTCACATGACTCAGCC
TTACTTTATGCCGGAGGACGTCATCACGCGCAGCAATTTTATGAATCGCATCATCCARGT
CTAGCAGGGARAAGGTTGGACCAATATTACGTTTTATARCAATCCTACCGTGACTARGTAC
CTTGACAAAGCARATCGACATCTTCTGACCTTGATARAGC TAACGRATATTGGAAGTTAGCG
CAGTGGGATGGCAAAACAGGTGCTTCTACT CTTGGAGATTTGCCARATGTATGETTGGTG
AGCCTTAACCATACTTATATTGGTGATARACGTATCAATGTAGGTAANCAAGGCGTCCAC
AGTCATGGTCATGATTGGTCATTATTGACTAACATTGCCGAGTGGACTTGGGATGAATCA
ACTAAGTAR
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Fig. 10

>2459 SPy 2000 | lipoproteina de superficie
VSRYLKYFSIITLFLTGLILVACQOOKPOTKERQREQRPKDELVYV SMGAKLPHEFDFEDR

YGVHNEGNITHSTLLERSPELDIKGELAKTYHLSEDGLTWEFDLHDDFRFSNGEEVTADD
VEFTYDMLEADGKAWDLTFIKNVEVVGENOVNIHLTEAHSTFTAQLTEIPIVPEEHYNDK
YESNPIGSGPYMVKEYKAGEQATIFVRNPYWHGKKPY FEKWTWVLLDENTALAALESGDVD
MIYATEFELADKEVKGTRLLDIPSHDVRGLSLPYVERGYVITDSFDGY PVGNDVTSDPATIRK
ALTIGLNROKVLDTVILNGYGKPAYSTIDETPEFWNPRTATIKDNKVARKAKQLLTRAGHWKEQA
DGEREKGDLDAAFDLYYEPTHNDQLRANLAVEVAEQAKATGITIKLEASHWDEMATKSHDSA
LLYAGGRHHAQOFYESHHPSLAGKRGWTHNITEYNNETVTEYLDKAMTSSDLDEANEYWKLA
OWDGKTGASTLGDLPNVWLYSLNHTY IGDERINVGROGVHSHGHDWSLLTNIAEWTWDES
TK

Fig. 11
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Fig 12
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Fig 13
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Fig 14
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