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DESCRIPCION

Procedimientos para el tratamiento de una enfermedad bacteriana infecciosa con un anticuerpo contra las moléculas
sefial derivadas de una antilactona o una lactona

Campos de la invenciéon

La presente invencion se refiere a procedimientos para controlar y tratar infecciones bacterianas en pacientes. Los
procedimientos de la invencidon son aplicables a la mayoria de, si no a todas, las infecciones bacterianas Gram
negativas y Gram positivas. La invencion posibilita la aplicacién de terapias basadas en, en la realizacion preferida,
inmunoglobulina o moléculas receptoras de tipo inmunoglobulina que tienen afinidad y especificidad por moléculas
de sefializacion implicadas en los procesos de comunicacion bacteriana de célula a célula. Uniéndose a tales
moléculas, los receptores pueden usarse para diagnosticar la presencia de bacterias o para evaluar la patologia de
pacientes, y pueden usarse adicionalmente para controlar concentraciones de moléculas implicadas en la induccion
de un estado virulento en patégenos oportunistas y otros.

Antecedentes de la invenciéon

Una de las causas principales de mortalidad y morbilidad entre pacientes que se someten a tratamiento en
hospitales en la actualidad se debe a infeccion adquirida en el hospital. La susceptibilidad a dicha infecciéon puede
ser como resultado de la enfermedad primaria para la que se admitié al paciente, de regimenes de tratamiento
inmunosupresores, o como consecuencia de lesion que da como resultado dafio cutaneo grave, tal como
quemaduras. La bacteria a la que se atribuye la mayor proporcién de casos es Pseudomonas aeruginosa. Es el
paradigma de un patégeno oportunista de seres humanos. La bacteria casi nunca infecta tejidos no comprometidos,
pero apenas hay ningun tejido que no puede infectar, si las defensas del tejido estan comprometidas de alguna
manera. Aunque representa un numero relativamente pequefio de especies, supone una amenaza grave para la
salud humana y se usa en lo sucesivo como un ejemplo representativo de una bacteria infecciosa.

Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno oportunista que provoca infecciones del tracto urinario, infecciones del
sistema respiratorio, dermatitis, infecciones de tejido blando, bacteriemia y una diversidad de infecciones sistémicas,
particularmente en victimas de quemaduras graves, y en pacientes de cancer y SIDA que estan inmunosuprimidos.
Las infecciones respiratorias provocadas por Pseudomonas aeruginosa se producen casi exclusivamente en
individuos con un tracto respiratorio inferior comprometido o un mecanismo de defensa sistémica comprometida. Se
produce neumonia primaria en pacientes con enfermedad pulmonar crénica e insuficiencia cardiaca congestiva. La
neumonia bacteriémica se produce habitualmente en pacientes con cancer neutropénico que se someten a
quimioterapia. La colonizacién del tracto respiratorio inferior de pacientes con fibrosis quistica por cepas mucoides
de Pseudomonas aeruginosa es habitual y dificil, si no imposible, de tratar. Provoca bacteriemia principalmente en
pacientes inmunocomprometidos. Las afecciones que predisponen incluyen tumores malignos hematolégicos,
inmunodeficiencia relacionada con SIDA, neutropenia, diabetes mellitus y quemaduras graves. La mayor parte de la
bacteriemia por Pseudomonas se adquiere en hospitales y residencias en los que representa aproximadamente el
25 por ciento de todas las bacteriemias Gram negativas adquiridas en hospital.

La bacteria es conocida por su resistencia natural a muchos antibiéticos debido a la barrera de permeabilidad que le
aporta su LPS de membrana exterior y es, por lo tanto, un patégeno particularmente peligroso y temido. Ademas, su
tendencia a colonizar superficies en forma de biofiim hace a las células impermeables a concentraciones
terapéuticas de antibidticos. Puesto que su habitat natural es el suelo, viviendo en asociacién con los bacilos,
actinomicetes y mohos, ha desarrollado resistencia a una diversidad de sus antibiéticos de origen natural. Ademas,
Pseudomonas spp. mantiene plasmidos de resistencia a antibidticos, tanto factores de resistencia (factores R) como
factores de transferencia de resistencia (RTF), y son capaces de transferir estos genes por medio de los procesos
bacterianos de transducciéon y conjugacion. Solo unos pocos antibidticos son eficaces contra Pseudomonas,
incluyendo fluoroquinolona, gentamicina e imipenem, e incluso estos antibidticos no son eficaces contra todas las
cepas. Se ha notificado que las combinaciones de gentamicina y carbenicilina son eficaces en pacientes con
infecciones por Ps. Aeruginosa agudas. La inutilidad de tratar infecciones por Pseudomonas con antibiéticos se
ilustra de forma mas drastica en pacientes con fibrosis quistica, practicamente todos los cuales se infectan con el
tiempo con una cepa que es tan resistente que no puede tratarse. Debido a la resistencia a antibidticos, es
obligatorio el ensayo de susceptibilidad de aislados clinicos.

Ps. aeruginosa puede aislarse habitualmente de suelo y agua, asi como las superficies de plantas y animales. Se
encuentra por todo el mundo, en cualquier lugar en el que aparezcan estos habitats, de modo que es una bacteria
bastante “cosmopolita”. En ocasiones esta presente como parte de la flora normal de seres humanos, aunque la
prevalencia de colonizacion de individuos sanos fuera del hospital es relativamente baja (las estimaciones varian de
0 a 24 por ciento dependiendo de la situaciéon anatéomica). En los hospitales se sabe que coloniza alimentos, pilas,
grifos, fregonas, instrumentos quirGrgicos de equipamiento respiratorio. Aunque la colonizacion habitualmente
precede a infecciones por Ps. aeruginosa, la fuente exacta y el modo de transmision del patégeno con frecuencia no
estan claros debido a su presencia ubicua en el ambiente. Entre los pacientes de cuidados intensivos en los que se
sospecha infeccién por razones clinicas, hasta el 50 % no tienen fuente identificable de infeccion. En la actualidad,
1.400 muertes en todo el mundo estan provocadas cada dia por Ps. aeruginosa en unidades de cuidados intensivos
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(UCI), haciéndolo la causa de muerte principal.

Ps. aeruginosa es principalmente un patégeno nosocomial. De acuerdo con el CDC, la incidencia global de
infecciones por Ps. aeruginosa en los hospitales de Estados Unidos tiene una media de aproximadamente 0,4 por
ciento (4 por cada 1000 altas) y la bacteria es el cuarto patégeno nosocomial aislado mas habitualmente,
representando 10,1 % de todas las infecciones adquiridas en el hospital. Globalmente es responsable del 16 % de
los casos de neumonia nosocomiales, 12 % de las infecciones de tracto urinario adquiridas, 8 % de infecciones de
herida quirdrgica y 10 % de infecciones del torrente sanguineo. Los pacientes inmunocomprometidos tales como
pacientes de cancer neutropénico y trasplante de médula 6sea son susceptibles de infeccion por Ps. aeruginosa
oportunista, lo que conduce al 30 % de las muertes notificadas. También es responsable del 38 % de neumonias
asociadas con ventilador y 50 % de muertes entre los pacientes con SIDA. En casos de quemaduras las infecciones
por Ps. aeruginosa se han reducido en afios recientes debido a la mejora del tratamiento y cambios de la dieta. Las
tasas de mortalidad sin embargo permanecen altas, representando el 60 % de todas las muertes debido a infeccién
secundaria de pacientes con quemaduras.

Una razén para la versatilidad de Ps. aeruginosa es que produce una bateria de determinantes de virulencia
diversos, incluyendo elastasa, proteasa LasA, proteasa alcalina, ramnolipidos, movilidad de contraccion mediada por
pelo de tipo IV, pioverdina (Williams y col., 1996, Stintzi y col., 1998, Glessner y col., 1999), piocianina (Brint &
Ohman, 1995, Reimmann y col., 1997) y las lectinas citotdxicas PA-l y PA-Il (Winzer y col. 2000). Se sabe ahora que
muchos de estos determinantes de virulencia se regulan al nivel genético de una manera dependiente de densidad
celular a través de sensibilidad de quérum. Ps. aeruginosa posee al menos dos sistemas de sensibilidad de quérum,
concretamente los sistemas las y rhl (vsm) que comprenden los homdlogos de LuxRI LasRI (Gambello & Iglewski,
1991) y Rh1RI (VsmRI) (Latif y col., 1995) respectivamente (Figura 2). Lasl dirige la sintesis de 3-oxo-C12-HSL
(Passador y col., 1993, Pearson y col., 1994), mientras que RH1I dirige la sintesis de C4-HSL (Winson y col., 1995).
Se cree que los sistemas las y rhl existen en una jerarquia en la que el sistema las ejerce control transcripcional
sobre Rh1R (Williams y col., 1996, Pesci y col., 1997). El activador transcripcional LasR actua junto con 3-oxo-C12-
HSL para regular la expresion de los genes que codifican los determinantes de virulencia elastasa, LasA proteasa,
proteasa alcalina y exotoxina A (Gambello & Iglewski, 1991, Toder y col., 1991, Gambello y col., 1993, Pearson y
col., 1994), asi como lasl. La elastasa es capaz de escindir colageno, anticuerpos IgG e IgA, complemento y facilita
la adhesion bacteriana a mucosa del pulmén. En combinacion con proteasa alcalina también provoca inactivacion de
interferén gamma (INF) y factor de necrosis tumoral (TNF). Lasl dirige la sintesis de 3-oxo-C12-HSL que junto con
LasR, se une al promotor lasl y crea un sistema de retroalimentacion positiva. El activador transcripcional Rh1R,
junto con su AHL afin (C4-HSL), regula la expresion de rhIAB (ramnolipido), lasB, aprA, RpoS, cianuro, piocianina y
las lectinas PA-I y PA-Il (Ochsner y col., 1994, Brint & Ohman, 1995, Latif y col., 1995, Pearson y col., 1995, Winson
y col., 1995, Latif y col., 1996, Winzer y col., 2000). Estos existen de una manera jerarquica por lo que LasR/3-oxo-
C12-HSL regula rhiIR (Latif y col., 1996, Pesci y col., 1997) y en consecuencia ambos sistemas se requieren para la
regulacion de todos los determinantes de virulencia anteriores.

Se investigan activamente varios enfoques diferentes para desarrollar agentes terapéuticos para el tratamiento o
prevencion de infeccion por Ps. aeruginosa. Se pretende que algunos sean de amplio espectro mientras que otros
se dirigen a tipos especificos de infeccion por Pseudomonas. Los que siguen las vias tradicionales incluyen el
desarrollo de vacunas tales como las descritas en la patente de Estados Unidos N° 6.309.651 y un nuevo farmaco
antibidtico (SLIT) que se espera que sea eficaz contra bacterias Gram negativas en general pero esta disefiado
principalmente para actuar contra Ps. aeruginosa y se administra por inhalacion de aerosol. Una observacion
adicional que esta siendo investigada es que el antibiético eritromicina administrado a concentraciones inhibidoras
del crecimiento suboptimas suprime simultaneamente la producciéon de hemaglutininas, hemolisina, proteasas y
homoserina lactonas (HSL) de Ps. Aeruginosa y puede ser aplicable para el tratamiento de infeccién por Ps.
aeruginosa persistente. Las formulaciones de crema que contienen péptidos anfipaticos también se estan
examinando como un posible medio para evitar infeccion de quemaduras u otras heridas cutaneas graves. La
patente de Estados Unidos 6.309.651 también ensefa que los anticuerpos contra la proteina de virulencia de PcrV
de Ps. aeruginosa puede proporcionar proteccion contra infeccion.

También existe cierto interés en la modulacién de los niveles de homoserina lactona como un medio para controlar
la patogenicidad. Se ha demostrado que ciertas algas producen inhibidores competitivos de acil-homoserina
lactonas (AHL) tales como furanonas (Manefield, 1999), asi como algunas plantas terrestres. Estos compuestos
desplazan la molécula sefial AHL de su proteina receptora y pueden actuar como agonista o antagonista en
bioensayos de AHL (Tepletski y col., 2000). Otros procedimientos empleados para reducir la concentracion de HSL
incluyen el desarrollo de enzimas de inactivacion auto-inductoras (AiiA) que catalizan la degradacion de HSL.

Existen varios problemas potenciales y limitaciones asociados con las terapias que se estan desarrollando
actualmente. Aun no se ha demostrado si las vacunas seran tratamientos eficaces. Ps. aeruginosa produce una
capsula mucoide extensiva que protege eficazmente contra la opsonizacién por anticuerpos del huésped, como se
reveld por pacientes con infecciones persistentes que tenian altas titulaciones en suero de anticuerpos anti
Pseudomonas. Una limitacién en la aplicabilidad de tratamientos tales como vacunas y anticuerpos anti-PcrV, como
se describe en la patente de Estados Unidos 6.309.651, es que estos enfoques se restringen a infeccion por
Pseudomonas, y no serian eficaces contra otras bacterias. El uso de miméticos auto-inductores esta limitado por las
concentraciones de la mayoria que se requieren para competir eficazmente contra HSL por el sitio de unién al
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receptor, y la posibilidad de efectos secundarios. Se conoce bien que las HSL liberadas por Pseudomonas y otras
bacterias tienen varios efectos directos sobre la fisiologia humana. Estos incluyen inhibicién de liberacién de
histamina como se describe en el documento WO 01/26650. El documento WO 01/74801 describe que las HSL
también son capaces de inhibir proliferacion de linfocitos y regular negativamente la secrecion de TNF-a por
monocitos y macréfagos, actuando de este modo como un inmunosupresor general. Existe por lo tanto un peligro de
que las terapias que implican el uso de miméticos de HSL competitivos puedan dar como resultado regulacion
negativa del sistema inmune del paciente. En general esto no seria deseable, y particularmente en pacientes
inmunocomprometidos. El uso de antibiéticos puede, en el mejor de los casos, verse como una estrategia a corto
plazo a la vista de la notable capacidad de esta bacteria (y otras) para desarrollar resistencia a antibidticos.

Se subraya que la patogénesis de Ps. aeruginosa es claramente multifactoral por el gran nimero de factores de
virulencia y el amplio espectro de las enfermedades asociadas con esta bacteria. Muchos de los factores de
virulencia extracelular requeridos para invasion de tejido y diseminacion estan controlados por sistemas de
sefializacion de célula a célula que implican moléculas sefial basadas en homoserina lactona y proteinas activadoras
transcripcionales especificas. Estos sistemas reguladores permiten que Ps. aeruginosa se adapte a una forma
virulenta de una manera dependiente de densidad celular coordinada, y que supere los mecanismos de defensa del
huésped. La interferencia con dicha sefializacion celular y la producciéon asociada de factores de virulencia es un
enfoque terapéutico prometedor para reducir enfermedad y muerte causadas por Ps. aeruginosa. La importancia de
tales enfoques se remarca por el numero creciente de patégenos bacterianos que se ha descubierto que utilizan
sistemas de sefializacion de célula a célula similares.

Para estudiar la base molecular de las interacciones patdgeno-huésped, es deseable tener disponible un sistema
modelo adecuado (no humano) en el que los estimulos y mecanismos relacionados con patogenicidad en seres
humanos puedan replicarse. En el caso de muchas enfermedades el patégeno implicado esta asociado de forma
intrinseca con una o unas pocas especies o grupos cercanamente relacionados, por ejemplo, VIH. Otros organismos
pueden provocar enfermedad en una amplia serie de huéspedes, cruzando las barreras de especie, género e incluso
reino. Ps. aeruginosa es un patdgeno tal, que es capaz de infectar una diversidad de especies vegetales, de
insectos y animales.

En afios recientes se ha demostrado que las cepas de Ps. aeruginosa que son capaces de provocar enfermedades
en seres humanos y ratones también son capaces de destruir el gusano nematodo Caenorhabditis elegans (Tan y
col., 1999a, Tan y col., 1999b, Tan y col., 2000). Resulta mas importante que la patogenicidad de Ps. aeruginosa
para C. elegans se regula por los mismos sistemas de sensibilidad de quérum dependientes de densidad celular que
la patogénesis de control en seres humanos. La reciente complecion de la secuenciacion de los genomas tanto de
Ps. aeruginosa como de C. elegans hacen esta relacion ideal para el estudio de mecanismos de enfermedad
bacteriana. El hecho de que el 36 % de las proteinas de C. elegans también tengan homdlogos en seres humanos
(Darby y col., 1999) y la facilidad con la que puede criarse C. elegans en el laboratorio, han conducido a su uso
generalizado como un modelo para patogénesis y defensas de huésped en seres humanos (Kurz y Ewbank, 2000).

Se ha identificado una diversidad de diferentes mecanismos por los que Ps. aeruginosa media en la muerte de C.
elegans. Tan y col., 1999a; 1999b y Majan-Miklos y col., 1999, describen el uso de un aislado clinico (cepa PA14)
que también infecta a ratones y plantas. Variando las condiciones de crecimiento de las bacterias, la aplicacion
posterior a C. elegans puede dar como resultado muerte rapida (en un periodo de horas) o muerte lenta (en un
periodo de 3 a 4 dias). El mecanismo de muerte rapida depende solamente del sistema de sensibilidad del quérum
de Rhl. Ademas, el uso de medio sin células en el que se ha dejado crecer de forma apropiada Ps. aeruginosa, o
extractos muertos por calor son igualmente eficaces puesto que la muerte se efectia por toxina piocianina
difundible. Por el contrario el mecanismo de muerte lenta se basa en los sistemas tanto Las como Rhl y da como
resultado infeccion significativa del intestino del nematodo. Puesto que la muerte es probablemente un resultado de
infiltracion del huésped por las bacterias, este ensayo proporciona el modelo de nematodo mas util para infeccién en
animales. Se ha descrito un tercer mecanismo de muerte por Darby y col., (1999). Aqui el uso de la cepa de Ps.
aeruginosa PAO1 (un patégeno humano conocido) cultivada en medio de infusién de cerebro-corazén da como
resultado paralisis rapida y muerte de C. elegans. Como con la muerte lenta descrita anteriormente, la paralisis
depende de sistema tanto Las como Rhl.

La solicitud de patente internacional WO 01/94543 desvela analogos de moléculas autoinductoras que se derivan
para permitir su unién con otras moléculas y superficies. Este documento también desvela procedimientos para usar
los compuestos para producir composiciones que pueden ser Utiles para tratar y prevenir enfermedades.

El documento US 6.395.282 desvela conjugados inmunogénicos que comprenden una molécula vehiculo conjugada
con una bacteria gram negativa autoinductora. El conjugado inmunogénico, cuando se combina con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, puede ser Util como una vacuna para mamiferos para evitar infeccion por las
bacterias gram negativas.

Existe la necesidad de desarrollar medios eficaces para modular las concentraciones de HSL y otras moléculas de
sefializacion de células bacterianas implicadas en patogenicidad por procedimientos que no tienen efectos
secundarios adversos, y es poco probable se eviten por las bacterias patogénicas en el futuro cercano.
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Sumario de la invencion

Los aspectos de la presente invencién son como se expone en las reivindicaciones. En particular, la presente
invencién proporciona procedimientos para controlar la virulencia de bacterias patogénicas humanas, animales y
vegetales regulando las concentraciones extracelulares de moléculas de sefalizacion de células bacterianas.

5 Mientras que otros tratamientos se restringen a un patégeno o grupo de patdégenos particular o a aspectos
especificos de la virulencia bacteriana, la presente invencidn aborda la virulencia bacteriana en general.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para explorar una

biblioteca de presentacion de fagos humanos virgenes con respecto a un anticuerpo monoclonal antibacteriano

especifico para una molécula de sefalizaciéon bacteriana, comprendiendo el procedimiento conjugar una molécula
10 seleccionada del grupo que consiste en una molécula de homoserina lactona de la férmula general:
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HO - }—CH,

W O
HO

o Pro-Al-2 o un derivado de acido carboxilico insaturado o saturado C4-C1o del mismo

° th,

con una molécula vehiculo, explorar la biblioteca para generar una biblioteca enriquecida, y explorar dicha biblioteca
enriguecida frente a la misma molécula de sefializacion bacteriana conjugada con una segunda molécula vehiculo
diferente para identificar un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la forma soluble libre de la
homoserina lactona, péptido tiolactona, Al-2 o Pro-Al-2 o un derivado de acido carboxilico insaturado o saturado C1-
C1o de la misma de la biblioteca de presentacion de fagos humanos virgenes en presencia de derivados conjugados
de los mismos.

También se proporciona un anticuerpo de cadena sencilla (scAb) de los clones de E. coli G3H5, G3B12, G3 G2 o
G3H3 depositados como NCIMB-41167, NCIMB-41168, NCIMB-41169 y NCIMB-41170 respectivamente.

También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de cadena sencilla (scAb) de
los clones de E. coli G3H5, G3B12, G3G2 o G3H3 depositados como NCIMB-41167, NCIMB-41168, NCIMB-41169 y
NCIMB-41170 respectivamente.

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencion pueden ser anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
policlonales pueden inducirse estimulando su produccion en un huésped animal adecuado (por ejemplo un raton,
rata, cobaya, conejo, oveja, pollo, cabra o mono) cuando el antigeno se inyecta al animal. Si es necesario puede
administrarse un adyuvante junto con el antigeno. Los anticuerpos pueden después purificarse en virtud de su unién
con antigeno o como se describe adicionalmente posteriormente. Pueden producirse anticuerpos monoclonales a
partir de hibridomas. Estos pueden formarse fusionando células de mieloma y linfocitos B que producen el
anticuerpo deseado para formar una linea celular inmortal. Esta es la técnica bien conocida de Kohler y Milstein
(Nature 256 52-55 (1975)).

Estan ahora bien desarrolladas en la materia técnicas para producir anticuerpos monoclonales y policlonales que se
unen a una proteina particular. Se analizan en libros de texto de inmunologia convencionales, por ejemplo en Roitt y
col, Immunology segunda edicion (1989), Churchill Livingstone, Londres.

Ademas de anticuerpos completos, la presente invencién incluye derivados de los mismos que son capaces de
unirse a antigeno. Por lo tanto la presente invencion incluye fragmentos de anticuerpo y construcciones sintéticas.
Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo y construcciones sintéticas se proporcionan por Dougall y col en Tibtech
12 372-379 (septiembre de 1994). Los fragmentos de anticuerpo incluyen, por ejemplo, fragmentos Fab, F(ab’), y Fv
(véase Roitt y col [mencionado anteriormente]). Los fragmentos Fv pueden modificarse para producir una
construccion sintética conocida como una molécula Fv de cadena sencilla (scFv). Esta incluye un engarce peptidico
que une covalentemente regiones Vy y Vi que contribuyen a la estabilidad de la molécula. La presente invencion
también se extiende por lo tanto a anticuerpos de cadena sencilla o scAb.

Otras construcciones sintéticas incluyen péptidos de CDR. Estos son péptidos sintéticos que comprenden
determinantes de unién a antigeno. También pueden usarse miméticos peptidicos. Estas moléculas son
habitualmente anillos organicos conformacionalmente restringidos que imitan la estructura de un bucle de CDR y
que incluyen cadenas laterales que interaccionan con antigenos. Las construcciones sintéticas también incluyen
moléculas quiméricas. Por lo tanto, por ejemplo, los anticuerpos humanizados (o primatizados) o derivados de los
mismos estan dentro del alcance de la presente invencion. Un ejemplo de un anticuerpo humanizado es un
anticuerpo que tiene regiones flanqueantes humanas, pero regiones hipervariables de roedor. Las construcciones
sintéticas también incluyen moléculas que comprenden un resto ligado covalentemente que proporciona la molécula
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con alguna propiedad deseable ademas de unién a antigeno. Por ejemplo el resto puede ser un marcador (por
ejemplo, un marcador detectable, tal como un marcador fluorescente o radiactivo) o un agente farmacéuticamente
activo.

Para generar anticuerpos anti moléculas sefial bacterianas, es preferible conjugar la molécula diana, o un derivado
adecuado, con dos molécula vehiculo diferentes (proteinas). Las moléculas sefial bacterianas, en general, son
demasiado pequeias para estimular una respuesta inmune in vivo, o para usarse directamente como una fuente de
antigeno para la seleccion de anticuerpos de alta afinidad de bibliotecas de anticuerpos. La seleccion de anticuerpos
especificos para la molécula de sefalizacion celular (en lo sucesivo denominada “antigeno”) se lleva a cabo en la
realizacion preferida usando un repertorio (biblioteca) de primeros miembros de pares de union especificos (sbp),
por ejemplo una biblioteca de anticuerpos presentados en la superficie de bacteriéfago filamentoso. Pueden
seleccionarse clones especificos de moléculas sefial a partir de un panel de lineas celulares de hibridoma secretoras
de anticuerpo generadas a partir de un animal inmunizado con un conjugado de antigeno. Para los fines de una
ilustracion general se usara el ejemplo de una biblioteca de sitios de unién a anticuerpo presentados en particulas de
fago.

Un conjugado que comprende una antigeno acoplado a un molécula vehiculo adecuada, que puede ser una
proteina, un péptido o cualquier compuesto o material natural o sintético (denominado en lo sucesivo en el presente
documento “conjugado-1”) se inmoviliza en un soporte solido adecuado tal como un “inmunotubo” o placa de
microtitulacion, y la superficie no revestida se bloquea con una agente de bloqueo no especifico tal como leche en
polvo. Las moléculas conjugadas adecuadas pueden incluir, pero sin limitacion, proteinas tales como albumina de
suero bovino (BSA), Hemocianina de Lapa Californiana (KLH), Tiroglobulina Bovina (TG), Ovoalbimina (Ova) o no
proteinas tales como biotina. La unica restricciéon en la seleccion de la molécula conjugada es que puede
inmovilizarse de alguna manera y para la inmunizacién es suficientemente grande para inducir una respuesta
inmune.

Se aplica una biblioteca de primeros miembros de pares de unién especificos (sbp) (“la biblioteca”) al conjugado
inmovilizado y se incuba durante el tiempo suficiente para que los miembros de sbp reconozcan conjugado-1 para
unirse. Los fagos que no reconocen el conjugado se retiran por lavado riguroso. Los fagos que permanecen unidos
se eluyen, por ejemplo con trietilamina u otro reactivo adecuado, a una solucién de tampén para restaurar el pH
neutro. Las particulas de fago recuperadas se usan después para infectar un organismo huésped adecuado, por
ejemplo bacterias E. coli, y se cultivan para amplificar los nimeros de cada miembro seleccionado y generar de este
modo una segunda biblioteca “enriquecida”. El procedimiento se repite después usando la biblioteca enriquecida
para seleccionar anticuerpos de fago (“fagos”) que reconocen el antigeno conjugado con una segunda proteina
vehiculo (conjugado-2).

Se realizan ciclos adicionales segun se requiera, alterandose el procedimiento de seleccion para favorecer la
seleccion de los miembros de sbp que reconozcan la forma libre del antigeno. Se seleccionan fagos contra
conjugados de antigeno como se ha descrito previamente, usando inicialmente conjugado-1, y alternando con
conjugado-2 (cuando esté disponible) para cada ciclo posterior. Los fagos unidos se eluyen incubando con una
solucion de antigeno libre o antigeno conjugado con restos seleccionables solubles pequefios, por ejemplo biotina,
durante un tiempo suficiente para que los miembros de sbp con mayor afinidad por la forma unida del antigeno se
disocien del conjugado inmovilizado. Los fagos eluidos con antigeno libre se usan para infectar células E. coli para
amplificacion y re-seleccion, y los que permanecen unidos al antigeno inmovilizado se descartan. Como alternativa,
pero menos preferentemente, todos los anticuerpos que se unen a conjugado pueden eluirse por ejemplo con pH
bajo.

Los clones de fagos individuales (monoclonales) de cada ciclo de seleccion se exploran con respecto a
caracteristicas de union deseadas. Esto puede realizarse por una diversidad de procedimientos que seran conocidos
para los expertos habituales en la materia, dependiendo de los requisitos, incluyendo tales técnicas como SPR
(Resonancia de Plasmén Superficial) y ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima). Los criterios de
seleccion incluiran la capacidad para unirse preferentemente a la forma soluble libre del antigeno en presencia de
derivados de conjugado.

En la realizacion preferida de la invencion, se generaran anticuerpos a partir de una biblioteca de presentacién de
fagos de anticuerpo humano virgen (McCafferty y col., Nature 348: 552-554, 1990; y como se describe en el
documento WO 92/01047). Por lo tanto los anticuerpos podrian usarse para administracion a pacientes ademas de
su uso como reactivos de diagnostico o dialisis. En un ensayo de diagnéstico el anticuerpo podria usarse para
determinar la presencia y concentracion de HSL en pacientes y predecir de este modo el estado de infeccion del
paciente. Pueden construirse bibliotecas a partir de un animal pre-inmunizado con uno o mas conjugados de una
HSL y una molécula vehiculo adecuada. También pueden generarse lineas celulares de hibridoma de un animal
inmunizado como se ha descrito anteriormente. En los ultimos dos casos es preferible que se tomen medidas para
reducir la inmunogenicidad de anticuerpos resultantes, por ejemplo creando anticuerpos quiméricos de animal
huésped-humano, o “humanizacion” por injerto de CDR en un armazén marco de anticuerpo adecuado. Otros
procedimientos aplicables incluiran la identificacién de epitopos de linfocitos T potenciales dentro del anticuerpo y la
retirada posterior de estos, por ejemplo por mutagénesis dirigida (des-inmunizacién). En una realizacién adicional el
anticuerpo puede modificarse por ingenieria genética para incluir regiones constantes de diferentes clases de
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inmunoglobulina humana (IgG, IgA, etc.) y producirse como una molécula de anticuerpo completa en células
animales. En particular estos enfoques son deseables cuando van a usarse anticuerpos de forma terapéutica.

Para la presente invencién, el anticuerpo puede se monoclonal. Los anticuerpos pueden ser humanos o
humanizados, o para aplicaciones de didlisis/diagnostico pueden ser de otra especie. Pueden usarse fragmentos de
anticuerpo o derivados, tales como Fab, F(ab’).sup.2 (también escrito como F(ab’)z), Fv o scFv, asi como
anticuerpos de cadena sencilla (scAb) tales como los descritos por Huston y col. (Int. Rev. Immunol. 10: 195-217,
1993), anticuerpos de domino (dAb), por ejemplo un anticuerpo de dominio sencillo, o receptores de unién a
antigeno de dominio sencillo de tipo anticuerpo. Ademas de anticuerpos, fragmentos de anticuerpo y moléculas de
tipo inmunoglobulina, pueden disefarse peptidomiméticos o miméticos no peptidicos para imitar la actividad de
union de anticuerpos en la prevencion o modulacion de infeccidon bacteriana inhibiendo la unién de moléculas de
sefalizacion celular.

Después de la preparacién de un anticuerpo adecuado, este puede aislarse o purificarse por una de varias técnicas
habitualmente disponibles (por ejemplo, como se describe en Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow y Lane, eds.
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988)). Las técnicas generalmente adecuadas incluyen columnas de afinidad
de péptidos o proteinas, HPLC o RP-HPLC, purificacion en columnas de Proteina A o Proteina G, o combinaciones
de estas técnicas. Los anticuerpos recombinantes pueden prepararse de acuerdo con procedimientos
convencionales, y ensayarse con respecto a especificidad usando procedimientos generalmente disponibles,
incluyendo ELISA, ABC, ensayos de transferencia puntual, etc.

La molécula de sefal de lactona puede ser una molécula de homoserina o una molécula de péptido tiolactona.

La molécula de homoserina lactona puede tener una férmula general seleccionada del grupo que consiste en:

0

N CH
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N (CH,)n
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O OH
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enlaquen=0a12.

Los compuestos de férmula general | pueden describirse como moléculas de acil-homoserina lactona. Los
compuestos de féormula general Il pueden describirse como 3-oxo-homoserina lactonas. Los compuestos de la
férmula general 11l pueden describirse como 3-hidroxi-homoserina lactonas.

Las moléculas de homoserina lactona preferidas para férmula general | son N-butanoil-L-homoserina lactona (BHL)
en la que n = 0, N-dodecanoil-L-homoserina lactona (dDHL) en la que n = 8 y n-tetradecanoil-L-homoserina lactona
(tDHL) en la que n = 10. Las moléculas de homoserina lactona preferidas para formula Il general son N-(-3-
oxohexanoil)-L-homoserina lactona (OHHL) en la que n = 2 y N-(-3-oxododecanoil)-L-homoserina lactona (OdDHL)
en la que n = 8. Las moléculas de homoserina lactona preferidas para formula Il general son N-(-3-hidroxibutanoil)-
L-homoserina lactona (HBHL) en la que n = 0.

En general las HSL bacterianas pueden subdividirse adicionalmente en dos clases: i) moléculas de cadena larga
(10-12 carbonos) y ii) moléculas de cadena corta (4-8 carbonos). En Pseudomonas sp. estas clases de diferente
tamafo se unen a diferentes moléculas R y provocan que se activen diferentes genes. Las moléculas de cadena
larga se unen al producto génico homdlogo de R conocido como LAS y las moléculas de cadena corta con el
homologo de proteina RHL.

El péptido tiolactona puede tener una férmula general (IV) como sigue:
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o

[X],, CXXXX

en la que X es cualquier aminoacidoyn =1 a 10.

En lo anterior, y a lo largo de la presente memoria descriptiva, los restos aminoacidicos se designan por la
nomenclatura de una letra habitual de IUPAC. Las designaciones de una letra pueden correlacionarse con las
designaciones de tres letras clasicas de los restos aminoacidicos como sigue:

A=Ala G=Gly M=Met S=Ser
C=Cys H=His N=Asn T=Thr
D=Asp I=lle P=Pro V=Val
E=Glu K=Lys Q=GIn W=Trp
F=Phe L=Leu R=Arg Y=Tyr

Las moléculas de péptido tiolactona preferidas pueden tener las siguientes estructuras:

e

YSTCDFIM YINCDFLL
o)
/
SR <S_, ]
GVNACSSI F YSTCYFIM

Se esta descubriendo que un numero creciente de especies bacterianas se comunican entre células usando una
diversidad de moléculas sefial pequefias. Las bacterias gram-negativas usan predominantemente N-acil homoserina
lactonas (Tabla 1). Estas ultimas son un grupo de compuestos que comparten una estructura de anillo de
homoserina lactona comun y varian en la longitud y estructura de una cadena lateral (Figura 1a). Estas son tres
clases dentro del grupo, las acil-homoserina lactonas, las 3-oxo-homoserinas lactonas y las 3-hidroxi-homoserinas
lactonas. Una especie sencilla puede producir y responder a miembros de mas de una clase.

La molécula sefal derivada de lactona puede ser furanosil borato diéster, por ejemplo, Autolnductor-2 o Al-2, Pro-Al-
2 o un hapteno sensible a Pro-Al-2 (Figura 1b). Muchos organismos gram negativos y gram positivos tales como
Vibrio harveyi y Bacillus anthracis producen una segunda molécula sefial, Al-2, que deriva de la misma fuente de S-
Adenosilmetionina como homoserina lactonas, y se une al receptor LuxP (Figura 1b). Se cree que es probable que
Al-2 sea una molécula senal bacteriana universal, que se produce y reconoce por e induce violencia en una amplia
diversidad de especies.

Ho||l!>——<llllCH3

o\

Al-2 puede describirse como 2,3-dihidroxi-4-metil-3,4-borato diéster.

Auto Inductor-2 (Al-2)

Una molécula sefal derivada de lactona también puede ser un derivado de 4,5-dihidroxi-2,3-pentanediona (DPD)
que se ciclan de forma natural para formar Pro-Al-2, que reacciona de forma natural con acido bérico para formar Al-
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2 (Figura 1b). Pro-Al-2 puede describirse como 2,4-dihidroxi-4-metil-furan-3-ona. Pro-Al-2 puede derivatizarse como
se muestra en la Figura 1b en la posicién 4-metilo para afadir un resto de acido heptanoico para formar un hapteno
sensible a Pro-Al-2. Otros derivados pueden incluir otros restos de acido carboxilico C4-C+ saturados o insaturados,
ramificados o de cadena lineal, tales como acido metanoico, hetanoico, propanoico, pentanoico, hexanoico,
heptanoico, octanoico, nonanoico o decanoico.

Pro Al-2
OH
O
Hapteno sensible a Pro Al-2 OH

Bacterias gram-positivas tales como Staphylococcus aureus usan péptidos cortos (Figura 1c¢) (Mayville y col., 1999).
Las células usan las moléculas como medio para determinar la densidad celular local, de modo que en condiciones
de baja densidad celular la concentracion de molécula sefial sea correspondientemente baja. En densidades
celulares altas la concentracion de molécula sefal local es alta. Cuando esta concentracion alcanza un nivel umbral
induce la transcripciéon de genes implicados en virulencia y la aparicion de una patologia en el huésped.

Las moléculas sefial peptidicas derivatizadas de tiolactona usadas por Staphylococcus spp. tienen funciones
bioldgicas adicionales. Estas no solamente proporcionan a las bacterias informacion sobre su densidad de poblacion
local, sino que también actuan para suprimir virulencia en otros S. aureus que pertenecen a diferentes sub-grupos
(Lyon y col., 2000). Esta bi-funcionalidad se divide entre los diferentes elementos estructurales del péptido,
inhibiendo la tiolactona C-terminal la virulencia en otros sub-grupos. El extremo N-terminal no modificado actua
como la sefal para regular positivamente la expresion de genes de virulencia en el sub-grupo que lo sintetizd, pero
solo junto con el extremo C-terminal, que también se requiere. La presencia de un péptido truncado que comprende
los 5 aminoacidos C-terminales con engarce de tiolactona suprime no solamente los otros 3 sub-grupos, sino
también la cepa que lo produjo. Por lo tanto se entiende que un anticuerpo que reconoce el extremo N-terminal del
péptido sefal, y presenta eficazmente el extremo C-terminal dejandolo expuesto, suprimira eficazmente la virulencia
en todas las cepas de S. aureus. Los anticuerpos de la presente invencion pueden por lo tanto inducirse contra un
epitopo presentado por la molécula de tiolactona como se ha descrito anteriormente o un elemento estructural de la
misma, por ejemplo la secuencia peptidica o el resto de tiolactona.

En ciertas realizaciones preferidas de la invencién, los anticuerpos son scAb, en particular scAb que se obtienen de
clones de E. coli designados como XL1-Blue G3H5, G3B12, G3G2 y/o G3H3. Los clones se han depositado en
NCIMB, Aberdeen, Reino Unido el 18 marzo de 2003 segun los términos del Tratado de Budapest con los siguientes
numeros de acceso: G3H5 depositado como NCIMB-41167, G3B12 depositado como NCIMB-41168, G3G2
depositado como NCIMB-41169 y G3H3 depositado como NCIMB-41170. Las cepas pueden cultivarse en un medio
de crecimiento adecuado tal como medio LB complementado con ampicilina 100 upg/ml, opcionalmente
complementado con tetraciclina 12,5 ug/ml y/o glucosa 1 %, en condiciones convencionales de 37 °C en aire.

Se estan descubriendo moléculas de sefializacion bacteriana en cada organismo para el que se buscan. Parece ser
un sistema ubicuo, aplicable a todas las especies. Las principales diferencias son que todas las bacterias gram
negativas (gram -ve) usan moléculas basadas en homoserina lactona, y las bacterias gram positivas (gram +ve)
usan péptidos pequenos (modificados). Muchos organismos gram negativos y gram negativos tales como Vibrio
harveyi y Bacillus anthracis (Jones, M.B. y Blaser, M.J.) también usan una molécula organica que contiene boro
pequefia Al-2 (Autolnductor-2) que, como las homoserinas lactonas, deriva de S-Adenosilmetionina. Trabajos
previos en este campo se han concentrado en imitar moléculas sefial con unas que se reconocen pero que no
actuan, es decir sin conmutacion patogénica, o en bloquear los diversos sistemas de receptor. Las desventajas de
estos procedimientos son principalmente que puede desarrollarse resistencia al mimético o bloqueo y la molécula
sefial “real” aun permanece y competira por la unién. Ademas, algunas moléculas de sefializacion bacterianas, por
ejemplo, homoserina lactonas, son factores de virulencia por si mismas, y pueden provocar directamente
inmunosupresion del huésped (es decir paciente). La esencia de la presente invencion es dirigirse a la molécula
sefial real, y esto puede aplicarse a todos los sistemas de sefalizacion de célula a célula bacterianos (gram
negativos y gram positivos). Este enfoque tiene una ventaja clave e importante frente a todos los intentos anteriores
en el campo por que las bacterias no reconoceran que estan siendo atacadas, simplemente detectaran que estan
solas. No habra ninguna presion selectiva para resistencia.
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También se desvela una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo como se identifica por el
procedimiento del primer aspecto de la invencion.

Tales composiciones pueden prepararse por cualquier procedimiento conocido en la técnica de la farmacia, por
ejemplo mezclando el principio activo con un vehiculo o vehiculos, diluyente o diluyentes o excipiente o excipientes
en condiciones estériles.

La composicion farmacéutica puede adaptarse para administracion por cualquier via apropiada, por ejemplo por la
via oral (bucal o sublingual), rectal, nasal, topica (incluyendo bucal, sublingual o transdérmica), vaginal o parenteral
(incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa o intradérmica). Tales composiciones pueden prepararse por
cualquier procedimiento conocido en la técnica de la farmacia, por ejemplo mezclando el principio activo con el
vehiculo o vehiculos o excipiente o excipientes en condiciones estériles.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion oral pueden presentarse como unidades discretas
tales como capsulas o comprimidos; como polvos o granulos; como soluciones, jarabes o suspensiones (en liquidos
acuosos 0 NO acuosos; 0 como espumas o batidos comestibles; o como emulsiones).

Los excipientes adecuados para comprimidos o cépsulas de gelatina duras incluyen lactosa, almidéon de maiz o
derivados de los mismos, acido estearico o sales de los mismos.

Los excipientes adecuados para su uso con capsulas de gelatina blandas incluyen por ejemplo aceites vegetales,
ceras, grasas, polioles semi-sélidos o liquidos, etc.

Para la preparacion de soluciones y jarabes, los excipientes que pueden usarse incluyen por ejemplo agua, polioles
y azucares. Para la preparacién de suspensiones pueden usarse aceites (por ejemplo aceites vegetales) para
proporcionar suspensiones de aceite en agua o agua en aceite.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracién transdérmica pueden presentarse como parches
discretos que se pretende que permanezcan en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo de
tiempo prolongado. Por ejemplo, el principio activo puede suministrase desde el parche por iontoforesis como se
describe en general en Pharmaceutical Research, 3 (6), pagina 318 (1986).

Pueden formularse composiciones farmacéuticas adaptadas para administraciéon topica como pomadas, cremas,
suspensiones, lociones, polvos, soluciones, pastas, geles, pulverizaciones, aerosoles o aceites. Para infecciones del
0jo u otros tejidos externos, por ejemplo boca y piel, las composiciones se aplican preferentemente como una
pomada tépica o crema. Cuando se formula en una pomada, el principio activo puede emplearse con una base de
pomada parafinica o miscible en agua. Como alternativa, el principio activo puede formularse en una crema con una
base de crema de aceite en agua o una base de agua en aceite. Las composiciones farmacéuticas adaptadas para
administracion topica al ojo incluyen colirios en los que el principio activo esta disuelto o suspendido en un vehiculo
adecuado, especialmente un disolvente acuoso. Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion
tépica en la boca incluyen pastillas para chupar, pastillas y enjuagues bucales.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion rectal pueden presentarse como supositorios o
enemas.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion nasal en las que el vehiculo es un sélido incluyen
un polvo grueso que tiene un tamafo particula por ejemplo en el intervalo de 20 a 500 micrometros que se
administra de la misma manera en que se toma el rapé, es decir, por inhalacion rapida a través del conducto nasal
desde un recipiente del polvo mantenido cerca de la nariz. Las composiciones adecuadas en las que el vehiculo es
un liquido, para administracién como una pulverizaciéon nasal o como gotas nasales, incluyen soluciones acuosas u
oleosas del principio activo.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion por inhalacion incluyen brumas o polvos de
particulas finas que pueden generarse por medio de diversos tipos de aerosoles presurizados con dosis medida,
nebulizadores o insufladores.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracién vaginal pueden presentarse como pesarios,
tampones, cremas, geles, pastas, espumas o formulaciones de pulverizacion.

Las composiciones farmacéuticas adaptadas para administracion parenteral incluyen solucién de inyeccion estéril
acuosa y no acuosa que puede contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos y solutos que hacen a la
formulacion sustancialmente isoténica con la sangre del receptor pretendido; y suspensiones estériles acuosas y no
acuosas que pueden incluir agentes de suspensidn y agentes espesantes. Los excipientes que pueden usarse para
soluciones inyectables incluyen agua, alcoholes, polioles, glicerina y aceites vegetales, por ejemplo. Las
composiciones pueden presentarse en recipientes de dosis unitaria o multidosis, por ejemplo ampollas selladas y
frascos y pueden almacenarse en una condicidon secada por congelacion (liofilizada) que requiere solamente la
adicion del vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Pueden
prepararse soluciones y suspensiones de inyeccion extemporanea a partir de polvos estériles, granulos y
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comprimidos.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes conservantes, agentes solubilizantes, agentes
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, edulcorantes, colorantes, odorantes, sales (las sustancias de la
presente invencion pueden por si mismas proporcionarse en forma de una sal farmacéuticamente aceptable),
tampones, agentes de revestimiento o antioxidantes. También pueden contener agentes terapéuticamente activos
ademas de la sustancia de la presente invencion.

Las dosificaciones de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden variar entre limites amplios,
dependiendo de la enfermedad o trastorno a tratar, la edad y condiciéon del individuo a tratar etc. y un médico
determinara en ultima instancia las dosificaciones apropiadas para usar.

Tales composiciones pueden formularse para medicina humana o veterinaria. La presente solicitud debe
interpretarse como de igual aplicacién a seres humanos y a animales, a no ser que el contexto claramente implique
otra cosa.

También se desvela un procedimiento para el tratamiento de infeccion bacteriana de un sujeto, comprendiendo el
procedimiento administracién de un anticuerpo identificado por el procedimiento de la invencion al sujeto.

Se muestran ejemplos de bacterias que se ha descubierto que provocan patologias en la Tabla 1. Los
procedimientos de este aspecto de la divulgacion se extienden por lo tanto a un procedimiento de tratamiento de una
infeccion por una cepa de bacterias como se muestra en la Tabla 1 en un sujeto. También se desvela un
procedimiento de tratamiento de una infeccion de Pseudomonas aeruginosa en un sujeto.

Las sustancias terapéuticas de la presente invencion pueden usarse en el tratamiento de un animal humano o no
humano. El tratamiento puede ser profilactico o puede ser con respecto a una afeccion existente.

El anticuerpo habitualmente se proporcionara como parte de una composicion farmacéutica estéril que normalmente
incluira un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta composicién farmacéutica puede estar en cualquier forma
adecuada (dependiendo del procedimiento deseado de administracion a un paciente).

Puede proporcionarse en forma farmacéutica unitaria, se proporcionara generalmente en un recipiente sellado y
puede proporcionarse como parte de un kit. Un kit de partes tal normalmente (aunque no necesariamente) incluiria
instrucciones para su uso. Puede incluir una pluralidad de dichas formas farmacéuticas unitarias.

Los procedimientos de la invencion pueden aplicarse a dolencia/enfermedad aguda o crénica a corto o largo plazo y
son eficaces contra la mayoria o todos los patégenos bacterianos de plantas, animales, incluyendo seres humanos.
La invencién también puede usarse como un tratamiento profilactico para la prevencién de aparicion de enfermedad
en individuos en riesgo de o con exposicidén a bacterias patégenas. La invencion también tiene el potencial de limitar
0 prevenir la regulacion negativa del sistema inmune que resulta de muchas infecciones, y es de interés particular
para pacientes que padecen cancer, fibrosis quistica, SIDA y otras afecciones inmunosupresoras. Ademas, puesto
que los procedimientos de la invencion se dirigen particularmente a moléculas de sefializacion de células
bacterianas, y no principalmente a las células bacterianas en si mismas, no habra presion selectiva ejercida sobre
poblaciones bacterianas para desarrollar resistencia a los tratamientos descritos.

El anticuerpo puede administrase a pacientes infectados para modular y reducir la infecciéon bacteriana. Este puede
incluir inhalacién del anticuerpo en un aerosol por pacientes con fibrosis quistica para aumentar la esperanza de
vida.

En otra realizacion mas el anticuerpo se administra a pacientes inmuno-suprimidos para aumentar la inmuno-
competencia.

En otra realizacion mas pueden administrarse conjugados de moléculas de sefalizacion celular con proteinas
inmunogénicas a individuos o pacientes para estimular una respuesta inmune contra la molécula de sefalizacion
dando como resultado la generacion de anticuerpos neutralizadores.

En otra realizacién mas el anticuerpo se usa como un reactivo de inmuno-diagnédstico para detectar la presencia de,
y/o estado patogénico de patdgenos potenciales, por ejemplo en el torrente sanguineo o fluidos pleurales de los
pacientes.

En otra realizaciéon, mas el anticuerpo se usa como un reactivo de inmuno-captura para retirar selectivamente
moléculas de sefalizacién de células bacterianas de la sangre del paciente en una forma de dialisis.

En otra realizacién mas pueden aplicarse procedimientos alternativos a la retirada de moléculas de sefalizacion
célula-célula bacterianas de la sangre de un paciente con la intencién de modular la patogenicidad y virulencia de
microorganismos infecciosos. Esto puede conseguirse con otros receptores naturales o moléculas basadas en
receptores naturales que se unen a dichas moléculas sefial. Como alternativa pueden aplicarse receptores no
naturales tales como polimeros impresos molecularmente (MIP). Ya se ha mostrado que esta clase de receptor es
capaz de unirse especificamente a biomoléculas de bajo peso molecular tales como farmacos (Hart y col., 2000) y
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esteroides (Whitcombe y col., 1995; Ramstrom y col., 1996; Rachkov y col., 2000). En una alternativa adicional
puede conseguirse dialisis por la retirada no especifica de todas las moléculas de bajo peso molecular de la sangre
del paciente como en dialisis de rifién.

En otra realizacién mas el receptor puede tener actividad catalitica o enzimatica y ser capaz de convertir la molécula
de sefalizacion celular a una forma que ya no se reconoce por el organismo diana o ya no da como resultado
conmutacion patogénica.

En otra realizacion mas el anticuerpo se usa en una o mas de las aplicaciones anteriores en combinacion, o en
combinacién con otras terapias, por ejemplo antibidticos, para proporcionar regimenes terapéuticos aditivos y
potenciados, control de la enfermedad y gestion del tratamiento.

Los anticuerpos (o equivalentes) de la presente invencion podrian administrarse para tratar infeccion bacteriana o
usarse como una medida preventiva para los que estén en alto riesgo de infeccion. En caso de que ya exista
infeccién, los anticuerpos puedan administrase solos o en combinacién con anticuerpos anti-bacterianos o
antibiéticos u otros tratamientos anti-microbianos. La administracién de anticuerpos anti-HSL junto con otras terapias
puede permitir el uso de ciclos mas cortos o dosis mas bajas de agentes terapéuticos, reduciendo de este modo el
riesgo de resistencia que surge y mejorando la conformidad del paciente.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la invencién se proporciona un anticuerpo de cadena sencilla (scAb) de los
clones de E. coli G3H5, G3B12, G3G2 o G3H3 depositados como NCIMB-41167, NCIMB-41168, NCIMB-41169 y
NCIMB-41170 respectivamente.

De acuerdo con un quinto aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un anticuerpo de cadena sencilla (scAb)
de los clones de E. coli G3H5, G3B12, G3G2 o G3H3 depositados como NCIMB-41167, NCIMB-41168, NCIMB-
41169 y NCIMB-41170 respectivamente en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de infeccién
bacteriana.

Se proporciona un procedimiento para explorar una biblioteca de presentacion de fagos humanos virgenes con
respecto a un anticuerpo monoclonal anti-bacteriano especifico para una molécula de sefalizacion bacteriana,
comprendiendo el procedimiento conjugar una molécula seleccionada del grupo que consiste en una molécula de
homoserina lactona de la formula general:
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con una molécula vehiculo, explorar la biblioteca para generar una biblioteca enriquecida y explorar dicha biblioteca
enriquecida frente a la misma molécula de sefalizacién bacteriana conjugada con una segunda molécula vehiculo
diferente para identificar un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la forma soluble libre de la
homoserina lactona, péptido tiolactona, Al-2 o Pro-Al-2 o un derivado de acido carboxilico saturado o insaturado C+-
C1o del mismo de la biblioteca de presentacion de fagos humanos virgenes en presencia de derivados conjugados
de los mismos.

Tales procedimientos son por lo tanto un medio para identificar una molécula de unién especifica que puede usarse
como un agente anti-bacteriano, por ejemplo en el tratamiento de una infeccidon bacteriana. La molécula de unién
especifica es un anticuerpo o un fragmento del mismo, por ejemplo un anticuerpo monoclonal. Convenientemente la
molécula vehiculo es una proteina como se ha descrito anteriormente. La poblacion de moléculas de union
especificas es una biblioteca de presentacion de fagos.

Pueden usarse moléculas de union especificas identificadas por un procedimiento de la presente invencion en
medicina o un procedimiento de tratamiento como se ha descrito anteriormente. Las moléculas de unién especificas
pueden usarse adicionalmente en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de una infeccion
bacteriana.

Tales procedimientos se extienden por lo tanto a usos de una molécula de sefial de lactona bacteriana para explorar
una poblacién de moléculas de union especificas para identificar una molécula de unién especifica que se une
especificamente a dicha molécula sefal de lactona bacteriana.

También se desvela un procedimiento de tratamiento de una infeccién bacteriana de un sujeto, comprendiendo el
procedimiento aislamiento de una molécula sefial de lactona bacteriana en una muestra de dicho sujeto y usar dicha
molécula sefial de lactona bacteriana para explorar una poblacién de moléculas de unién especificas con respecto a
una molécula de especifica anti-bacteriana para identificar una molécula de union especifica que se une
especificamente a la molécula sefial y administrar dicha molécula de unién especifica identificada de este modo a un
paciente que lo necesite.

Tales procedimientos permiten la identificacion de moléculas de unién especificas dirigidas contra los organismos
bacterianos infecciosos cuyas moléculas de sefalizacion se encuentran en la muestra. La muestra puede ser de
sangre, saliva, tejido, fluido cerebro-espinal, lagrimas, semen, orina, heces, pus, piel o secreciones mucosas. Las
muestras de sangre pueden ser de sangre completa o de sangre fraccionada, por ejemplo, plasma sanguineo. Las
muestras tisulares pueden ser una biopsia de cualquier tejido u érgano infectado o potencialmente infectado. Las
muestras también pueden tomarse de heridas o sitios de lesién o infeccidon o infeccion potencial. También pueden
usarse muestras de fluido de los pulmones o los contenidos del estémago o los intestinos.

Las caracteristicas preferidas para el segundo y posteriores aspectos de la invencion son como para el primer
aspecto cambiandose lo que deba cambiarse.

Otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién, incluyendo pero sin limitacion aplicaciones
relacionadas en huéspedes vegetales y animales, seran evidentes para los expertos en la materia después de
revisar la memoria descriptiva y reivindicaciones de la invencion.

Resultara evidente para los expertos en la materia que las composiciones y procedimientos desvelados en el
presente documento pueden tener aplicaciéon a lo largo de una amplia serie de organismos en la inhibicién,
modulacion, tratamiento o diagndstico de enfermedad o afecciones resultantes de infeccién. Las composiciones y
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procedimientos de la presente invencién se describen con referencia a Pseudomonas aeruginosa, pero esta dentro
de la competencia de un experto en la materia aplicar los objetos del presente documento a otras especies.

La invencion se describira ahora adicionalmente por referencia a los ejemplos y figuras detalladas posteriormente.

Descripcion de figuras

La Tabla 1 enumera diversos fenotipos bacterianos, con las moléculas de sefializacion celulares y elementos
reguladores del sistema de sensibilidad del quérum que lo regulan, para una serie de organismos.

La Tabla 2 muestra un sumario de las sensibilidades (Clso) de scAb anti-HSL a antigeno libre (dDHL-COOH) y
a dos analogos de AHL (tDHL y OHHL) en competicién con dDHL-BSA como se determina por ELISA de
inhibicion competitiva.

La Tabla 3 muestra una comparacion de la cinética de dos scAb anti-AHL que se unen a conjugado de dDHL-
BSA inmovilizado como se determina por Resonancia de Plasmoén Superficial usando un instrumento BlAcore
2000. Se proporcionan la constantes de asociaciéon (ka), constantes de disociacion (kd) y constantes de
afinidad (KA, KD).

La Tabla 4 muestra un sumario de las sensibilidades (Clso) de clones anti-HSL derivados de redistribucion de
cadenas para diversas HSL. Se encuentra entre paréntesis ( ) debajo de cada nuevo clon la designacion del
clon del que derivo. El grado de sensibilidad aumentada a antigeno de clones nuevos sobre el clon de partida
se proporciona entre paréntesis ( ) cuando sea aplicable. Los datos comparan la union a HSL libres en
competiciéon con conjugado de dDHL-TG como se determiné por ELISA de competicion.

La Tabla 5 muestra los efectos de scAb anti-HSL en la reduccién de la expresién del factor de virulencia
elastasa por Ps. aeruginosa. Los datos representan la relacion de zona de aclaramiento y area de colonia,
expresada como un porcentaje en comparacion con el control de PBS (100 %).

La Figura 1(a) muestra las estructuras quimicas de las tres clases representativas de moléculas de
sefializacion de células bacterianas de homoserina lactona. Estas difieren en la sustitucion en la posicion C3 y
varian dentro de cada clase por la longitud de la cadena lateral de acilo (tipicamente n=0 a n=10). Ademas,
puede haber un enlace cis presente dentro de la cadena de acilo. La Figura 1 (b) muestra las estructuras de i)
pro Al-2, el precursor inmediato de Al-2, ii) la molécula de Al-2 activa que contiene boro vy iii) el hapteno pro-Al-
2 reactivo usado para preparar conjugados; y la Figura 1(c) muestra ejemplos de moléculas de sefalizacion de
péptido tiolactona usadas por i) Staphylococcus aureus Grupo |, i) S. aureus Grupo ll, iii) S. aureus Grupo Ill y
iv) S. aureus Grupo IV.

La Figura 2 ilustra la regulacion genética de sensibilidad dependiente de densidad celular o quérum. El
mecanismo de sefializacion celular consiste en dos componentes: 1) los homdlogos del gen | (lasl y rhll)
sintetizan cantidades crecientes de moléculas de sefalizacion celular bacteriana (HSL) a lo largo del
crecimiento (de aqui la sensibilidad de quérum), y 2) la uniéon dependiente de concentracion de moléculas de
sefializacion con un homologo de proteina R afin (codificado por lasR y rhIR) que a su vez pueden activar una
serie de genes particulares (operdn), permitiendo a las bacterias coordinar una acumulacién fenotipica
dependiente de densidad (por ejemplo virulencia, enjambrazén).

La Figura 3 ilustra los principios del ensayo de gen indicador bioluminiscente usando plasmido pSB1075. Una
reduccién de la produccion de luz es indicativa del bloqueo exitoso de la sefializacion de células bacterianas.

La Figura 4 muestra una comparacion de las capacidades de anticuerpos de cadena sencilla irrelevantes y
especificos de HSL inmovilizados en una matriz de columna inerte para retirar HSL de la solucién por captura
de inmuno-afinidad. Los eluatos de columna se aplicaron a un sustituto de E. coli de Vibrio fischeri (JM107-
pSB401) y el efecto de HSL residual en los eluatos se determind a partir de la estimulaciéon posterior de los
cultivos bacterianos para fluorescer como se mide por ULR. ScAb G3B12 y G3G2 son especificos de HSL, anti-
VZV es especifico de una proteina viral, anti-Paraquat y anti-Atrazina son especificos de herbicidas con pesos
moleculares similares a las moléculas de HSL y el control de resina no contenia scAb inmovilizado. Los datos
representan la media de tres muestras repetidas de dos ensayos separados. Se indican los errores tipicos.

La Figura 5 muestra los efectos inhibidores de anticuerpos de cadena sencilla especificos e irrelevantes en la
estimulacién mediada por dDHL de un sustituto de E. coli de Ps. aeruginosa (JM109-pSB1075) como se mide
por produccién de bioluminiscencia. Se proporcionan datos para el scAb especifico de HSL- G3H5 (e), un scAb
de control no especifico (V) (especifico de una proteina de superficie bacteriana patogénica) y en ausencia de
scAb (o). Los puntos de datos representan la media de tres muestras repetidas de ensayos repetidos.

La Figura 6 muestra los efectos inhibidores de anticuerpos de cadena sencilla especificos e irrelevantes en la
estimulacién mediada por tDHL de un sustituto de E. coli de Ps. aeruginosa (JM109-pSB1075) como se mide
por produccion de bioluminiscencia. Se proporcionan datos para tres scAb especifico de HSL; G3H3 (e), G3G2
(m) y G3B12 (o), para el scAb anti-V irrelevante (o) (especifico de una proteina de superficie bacteriana
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patogénica) y en ausencia de scAb (V). Los puntos de datos representan las medias de tres muestras repetidas
de ensayos repetidos.

La Figura 7 muestra los efectos inhibidores de anticuerpos de cadena sencilla especificos e irrelevantes (no
especificos) en la estimulacién mediada por BHL de un sustituto de E. coli (JM109-pSB406) de sistema Rrhl de
Ps. aeruginosa (sensible a HSL de cadena corta) como se mide por produccion de bioluminiscencia después
de (a) 60 minutos y (b) 150 minutos. Se presentan datos para anticuerpos G3H5, G3B12 y G3H3 un anticuerpo
de control no especifico (especifico para una proteina de superficie bacteriana patogénica) y en ausencia de
anticuerpo (solamente tampdn PBS). Los puntos de datos representan las medias de tres muestras repetidas
de ensayos repetidos.

La Figura 8 muestra el ensayo de nematodo de muerte lenta que demuestra la capacidad de los anticuerpos
G3H5 y G3B12 para proteger nematodos contra infeccion por (a) el patégeno bacteriano Pseudomonas
aeruginosa cepa PA14 y (b) Ps. Aeruginosa cepa PAO1.

La Figura 9 muestra datos de ELISA de competicion para union de scAb anti-péptido YST-1 con control de BSA
o conjugado de péptido-BSA en presencia o ausencia de péptido libre “YSTGGAGSGG” o péptido de tiolactona
libre Agr-D1 (véase Figura 1c).

Ejemplo 1

Los ejemplos descritos en el presente documento se refieren a Vibrio fisheri y Pseudomonas aeruginosa. Estos se
proporcionan solamente como un ejemplo, limitandose el alcance de la invencion solamente por las reivindicaciones.

Se sintetizé un derivado de una HSL (designado dDHL-COOH), que tenia una cadena de acilo de doce carbonos
que actuaba como un “engarce” y que terminaba en un agrupo de acido carboxilico (véase Figura 1). Este se
conjugd, mediante el grupo de acido carboxilico, con las proteinas vehiculo Albumina de Suero Bovino (BSA) y
Hemocianina de Lapa Californiana (KLH) para producir dDHLBSA y dDHL-KLH. Brevemente, se disolvieron 50 mg
de BSA o KLH en 1,67 ml de agua y a esto se afiadieron 3,3 ml de KH,PO4 2 mM a pH 8,5, todos a 4 °C. A esto, se
anadieron 1,05 ml de dimetilformamida seca (DMF) en gotas con agitacion. Se disolvieron 10 mg de N-
hidroxisuccinimida éster activada de dDHL-COOH en 100 ul de DMF seca y se afadieron de nuevo lentamente a la
solucidn de proteina vehiculo a 4 °C. La mezcla de reaccion se agité bien y se permitié que reposara durante 24
horas a 4 °C. El material conjugado se dializé después frente a agua 4 X 1 litro, y la conjugacion se confirmé por
espectroscopia de masas MALDITOF.

El término “engarce” se refiere a cualquier grupo quimico usado para permitir la unién del hapteno (antigeno) con
(preferentemente) una molécula vehiculo inmunogénica de modo que el hapteno se presente lejos de la superficie
del vehiculo.

En objetos alternativos de la invencién, pueden emplearse otras moléculas vehiculo tales como perlas magnéticas o
biotina, y otros engarces y estrategias de conjugacion. Las dos formas conjugadas de dDHL se usaron después para
explorar una biblioteca de presentacion de fagos de anticuerpos. Brevemente, la biblioteca se exploréd durante un
total de 3 ciclos de bio-seleccion. En cada ciclo se inmovilizé un conjugado de dDHL en un soporte soélido y se
incubd con la biblioteca de anticuerpos de fago durante un tiempo suficiente para que los anticuerpos de fago
reconocieran el conjugado al que unirse. Los fagos no unidos se retiraron por lavado riguroso con PBS (Solucion
Salina Tamponada con Fosfato) y PBS-Tween, y el fago unido restante se eluyd por incubacién a pH bajo (ciclo 1).
El fago eluido se usé después para infectar bacterias E. coli y se amplificé por procedimientos familiares para los
expertos en la materia. La biblioteca amplificada resultante de clones enriquecidos se usé después para el siguiente
ciclo de seleccion. Para reducir los numeros de clones seleccionados que reconocen la proteina vehiculo, el
conjugado inmovilizado (dDHL-BSA o dDHL-KLH) se altern6é con ciclos sucesivos de seleccion. Para desviar la
seleccion en favor de clones que reconozcan una HSL especifica, la HSL seleccionada (dDHL-COOQOH) se usé6 para
eluir de forma competitiva anticuerpos de fagos durante los ciclos 2 y 3, en lugar de pH bajo. Los clones de fagos
individuales del ciclo 3 se exploraron por ELISA: Cada clon se ensay6 inicialmente con respecto a la capacidad para
unirse a cada uno de los conjugados de dDHL y con las proteinas vehiculo anteriores. Los clones capaces de unirse
a ambos conjugados pero incapaces de unirse a una de las proteinas vehiculo se ensayaron adicionalmente para
identificar aquellos cuya unién con el conjugado podria inhibirse por la presencia de dDHL-COOH libre en solucion.
Los genes de regioén variable de anticuerpo de los clones de fago que se ha descubierto que se unen a dDHL-COOH
libre se subclonaron en un vector de expresién soluble (pIMS 147), y se produjeron como fragmentos de anticuerpos
de cadena sencilla solubles (scAb) que comprenden los dominios de cadena pesada vy ligera variables unidos por un
engarce peptidico flexible y un dominio constante kappa de un anticuerpo humano. La cuantificacion de la union de
scAb soluble con HSL libres se determind por ELISA de inhibicién competitiva. Se incubaron muestras que
contenian una concentraciéon constante de cada scAb seleccionado (con respecto a 1 microgramo por ml de dDHL-
BSA) con un intervalo de concentraciones de dDHL-COOH libre (o conjugado de dDHL) durante 1 hora, se aplicaron
después a una placa de ELISA revestida con dDHL-BSA. Después de una hora de incubacién, se retiré por lavado
scAb no unido y cualquier scAb restante unido al conjugado inmovilizado se detecté con anticuerpo kappa anti-
humano marcado con enzima. La sensibilidad de scAb por dDHL-COOH libre y reactividad cruzada con otras HSL
(tDHL y OHHL) se determiné a partir de una concentracion de antigeno libre que redujo la unién de scAb (sin
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antigeno libre) con dDHL-BSA en 50 % (Clso) (Tabla 2).

La cinética de unién para scAb anti-HSL que se unen a dDHL-BSA se determiné usando un BlAcore 2000 (BlAcore,
Suecia). Se activd una microplaca CM5 con EDC 0,2 M [1-3-(3-dimetil-aminopropil)carbodiimida-HCI] / NHS (N-
hidroxisuccinimida) 0,05 M y dDHL-BSA o BSA solo acoplado a la microplaca en Na-acetato 10 nM a pH 3,5 0 4,5
respectivamente. Se ensayé una serie de 10 concentraciones de scAb (100 a 1.000 nM) por duplicado en tampén de
HBS a un caudal de 20 microlitros/minuto. Entre las muestras la microplaca se regener6 con 20 microlitros de NaOH
100 mM. La cinética se determin6 usando el paquete de software BlAevaluation 3 (Tabla 3).

La capacidad del scAb G3B12 para unirse a OHHL se evalu6 adicionalmente inmovilizando scAb con perlas de
niquel-sepharose en una columna mediante un marcador de histidina 6 x y pasando una soluciéon de OHHL a través
de la columna. Cualquier OHHL unido por el scAb y retenido en la columna se eluyé posteriormente. Se determiné la
concentracion de OHHL en el flujo continuo de columna (es decir no unido) y el unido y posteriormente eluido.

La capacidad de los scAb para unirse a HSL y modular la respuesta de bacterias a AHL se determiné usando cepas
de E. coli JM107 que contenian el plasmido pSB401 (sustituto de respuesta a Vibrio fischeri) y JM109 que contenia
los plasmidos pSB406 y pSB406 (sustituto de respuesta a Pseudomonas aeruginosa). Los plasmidos indicadores
contienen los genes reguladores de respuesta a HSL luxR (pSB401), lasR (pSB1075, sensibles a HSL de cadena
larga) o rhIR (pSB406, sensible a HSL de cadena corta) y la regiéon promotora de luxl, que junto con las HSL
exdgenas activa la expresion de la fusion génica IluxCDABE (los genes estructurales de luminiscencia) de
Photorhabdus luminescens. En las condiciones de crecimiento apropiadas estas células se inducen para emitir luz
en respuesta a la presencia de HSL extra-celulares, siendo la intensidad de luz emitida proporcional a la
concentracion de HSL.

Se expresaron scAb solubles de clones seleccionados de la biblioteca usando protocolos publicados (Strachan y
col., 1998). Durante la purificacion de cromatografia de afinidad de metal inmovilizada (IMAC), no se eluy6 scAb de
la columna de niquel-sepharose. También se expresé una serie de scAb adicionales con especificidades para
antigenos irrelevantes y se inmovilizaron en columnas de niquel-sepharose para actuar como controles. Se aplicaron
500 microlitros de OHHL 10 nM a cada columna y se incubaron durante 1 hora a 4 °C. Las columnas se
centrifugaron a 40 g durante 15 s y se recogio el flujo continuo. Cualquier OHHL unido se eluyé con 250 microlitros
de NaCl 1 M. El flujo continuo original se volvié a aplicar y se incubd como anteriormente, el flujo continuo se recogié
y la HSL unida se eluyé con NaCl 1 M.

Se aplicaron muestras de solucion de HSL antes y después del pase a través de la columna de scAb inmovilizado a
cultivos de pSB401 en E. coli JM107 y la luz emitida se midié con un luminémetro. Se llevaron a cabo experimentos
de control apropiados usando una columna en la que no se habia inmovilizado scAb y tres columnas adicionales que
incluian scAb con especificidad para los antigenos irrelevantes. Las células se cultivaron en agitacion a 37 °C
durante 18 horas en medio LB que contenia tetraciclina. Se inoculdé un mililitro del cultivo en 100 ml de medio de
tetraciclina LB y se dejo crecer a 37 °C hasta que se consiguié una DO 600 nm de 0,2. Se aplicaron 100 pl del
cultivo a pocillos repetidos de una placa de bioensayo negra de 96 pocillos y se afiadié un volumen igual de solucion
de HSL. Las soluciones de HSL fueron OHHL 10 nM (control positivo), agua milli-Q pasada a través de una columna
de niquel-sepharose (control de resina) o el flujo continuo del pase de OHHL 10 nM sobre columnas que contienen
scAb inmovilizado como se ha descrito anteriormente. Las placas se incubaron a 37 °C durante 2 horas con
agitacion y la luminiscencia se leyd usando un luminémetro Anthos LUCY1 durante 1 segundo (Figura 4).

La capacidad de los scAb para reducir respuestas bacterianas a HSL de cadena larga se evalué con un bioensayo
indicador de luminiscencia inducible por HSL durante un periodo de 3,0 horas usando la cepa de E. coli JM109-
pSB1075. Esta cepa es esencialmente como se ha descrito para JM107-pSB401, siendo la diferencia que el
plasmido pSB1075 incluye el lasR de Pseudomonas aeruginosa en lugar de luxR de Vibrio fischeri. Se inocularon
colonias sencillas de JM109-pSB1075 en 10 ml de caldo de cultivo LB con antibiético y se incubd durante una noche
a 37 °C. Se inocularon doscientos microlitros de cultivo de una noche en 10 ml de medio nuevo y se incubaron a 37
°C con agitacion hasta DO 600 nm de 0,2. Se afadié HSL a los cultivos (dDHL-COOH a 20 nM de concentracién
final o tDHL a 50 nM de concentracion final) y se afiadieron cien microlitros de cultivo a pocillos por triplicado de una
placa de 96 pocillos negra. Se afiadié medio LB a controles negativos. Se afiadieron 50 microlitros de PBS o 50
microlitros de scAb a 2 mg/ml a cada pocillo y la placa se incub6 adicionalmente durante tres horas en agitacion a 37
°C, después de dicho tiempo se midi6 la luminiscencia a intervalos de 30 minutos y se determind el efecto de scAb
en la sefalizacion celular (Figuras 5 y 6). Los datos demuestran la capacidad de anticuerpos anti-HSL para
reaccionar de forma cruzada con moléculas sefial de homoserina lactona estructuralmente diferentes y para reducir
o eliminar la respuesta de un sustituto de Ps. aeruginosa a HSL extra-celular.

La capacidad de los scAb para reducir respuestas bacterianas a HSL de cadena corta se evalué de una manera
similar a la descrita anteriormente. El sistema indicador de bioluminiscencia uso la cepa de E. coli JM109 con el
plasmido indicador pSB406, que incluia el regulador de elemento de respuesta rhiR. La molécula sefial BHL (como
acil-HSL en la Figura 1 pero con cadena lateral de 4 carbonos) se afiadié a los cultivos de E. coli a 50 nM de
concentracion final (un volumen equivalente de medio LB se afiadié a cultivos de control negativo) y se afiadieron
100 ml de cultivo a pocillos por triplicado de la placa de ensayo. Se afiadieron después 50 ml de scAb a 100 nm o 50
ul de PBS y las placas se incubaron como se ha descrito anteriormente. Se tomaron mediciones de luminiscencia
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después de 60 minutos y 150 minutos (Figura 7).
Ejemplo 2

Para evaluar la capacidad de scAb anti-HSL para proporcionar proteccién a animales contra Ps. Aeruginosa
patégena, se empleé un ensayo de “muerte lenta” usando el nematodo C. elegans. Este ensayo se basa en la
muerte de los gusanos después del establecimiento de una infeccion por Ps. aeruginosa en el intestino del animal.

La cepa de Ps. aeruginosa PA 14 se infect6 en 5 ml de caldo de cultivo LB el dia 1 y se incub6 durante una noche a
37 °C. El dia 2, se inocul6 1 % del cultivo de una noche en 5 ml de LB nuevo con 100 pul de scAb en caldo de cultivo
100 nM y se incubd a 37 °C hasta DO 600 nm de 0,4. Se aplicaron puntualmente 10 pl de cultivo bacteriano en el
centro de placas de agar de peptona enriquecida con NG (medio de crecimiento de nematodos), junto con 50 pl de
scAb a 120 nM y las placas se incubaron durante una noche a 37 °C. El dia 3 (pm) se aplicaron puntualmente 50 pl
adicionales de scAb (120 nM) en las placas y la incubacién continué durante una noche. El dia 4 (am) las placas se
transfirieron a temperatura ambiente (~20 °C) y se afadieron 50 pl de scAb adicionales. El dia 5 (am), se afiadieron
50 pl de scAb como anteriormente, y se afiadieron 20-5 gusanos adultos directamente en el césped bacteriano
(tiempo = 0 horas). Se realizaron adiciones complementarias de scAb en tiempo = 26, 50 y 76 horas. Los niumeros
de gusanos muertos se determinaron a intervalos durante los siguientes 3 dias (Figura 8a). Los gusanos se
consideraron muertos cuando no eran méviles y no respondian a toque por un punzén de alambre fino.

Para las placas de control se usaron PBS o un scAb irrelevante (especifico para un antigeno diana no relacionado) o
se dejaron crecer los gusanos en cepa de E. coli OP50.

También se llevé a cabo un segundo ensayo usando la cepa de Ps. aeruginosa PAO1 (Darby y col., 1999). Esta
cepa se uso principalmente para “muerte paralitica” (produccidén de toxinas), pero también es adecuada, aunque
menos eficaz que PA14, para estudios de infecciéon de muerte lenta como en este ejemplo.

El ensayo se llevo a cabo como se ha descrito anteriormente con las siguientes modificaciones. Las adiciones de
scAb fueron siempre a concentracion de 100 nM. El dia 3, se aplicaron puntualmente 50 ul de scAb en placas por la
mafiana y por la tarde. Después de la segunda edicion, las placas se transfirieron a temperatura ambiente y se
incubaron durante una noche. Los gusanos y scAb se aplicaron el dia 4 (tiempo = 0 horas) y solo se realizaron dos
adiciones de scAb complementarias a t= 30 y 60 horas (Figura 8b).

Ejemplo 3

Ps. aeruginosa produce varios productos extra-celulares que, después de la colonizacion, pueden provocar dafio
tisular extensivo. Uno de estos, elastasa, es esencial para virulencia maxima de Ps. aeruginosa durante infeccion
aguda. La produccion de elastasa esta bajo el control de la cascada de sensibilidad de quérum de lasl/R. La
deteccion de produccién de elastasa puede por lo tanto usarse como un indicador de la capacidad de virulencia de la
poblacion bacteriana.

Se inocularon cuatro microlitros de cepa de Ps. aeruginosa PA14 a 10° UFC por ml (DO baja) o 10® UFC por ml (DO
alta) en placas de agar que contenian elastina 1 %, polvo lab lemco 0,5 %, peptona 1 %, cloruro sédico 0,5 % y agar
1,5 % y se incubd a 37 °C durante 5 dias. El crecimiento hasta DO baja se opone a la conmutacion patogénica,
mientras que el crecimiento hasta DO alta estimula la conmutacion patogénica. Se afadieron cincuenta microlitros
de scAb (200 nM) a las placas junto con las bacterias y se realizaron aplicaciones adicionales del mismo volumen a
intervalos de 24 horas a lo largo del ensayo.

El diametro de las colonias bacterianas y las zonas claras circundantes (indicativas de lisis de elastina por elastasa)
se midié directamente y la actividad elastolitica de las colonias se determiné como una relacién del area de zona
clara y el area de colonia bacteriana. De nuevo, se realizaron 3-4 repeticiones por ensayo y se uso E. coli XL1-Blue
como un control negativo (Tabla 5).

Ejemplo 4

Para aislar anticuerpos anti-HSL con mayor afinidad por antigeno, y para dirigir la especificidad hacia variantes de
HSL particulares, se realiz6 maduracién de afinidad en el clon G3B12. Se aisl6 ADN del fagémido del clon
bacteriano G3B12 y el gen de cadena ligera variable se amplificé por PCR usando un cebador oligonucleotidico 5’,
LINKER-REV que comprende las ultimas 30 bases de la region de engarce flexible de 45 pares de bases (5'-
GGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTAGTGC-3) y un cebador 3’ glll-FOR (5-GAATTTTCTGTATGAGG-3'), especifico
del gen de proteina de revestimiento menor del fago glll. El producto del tamafio correcto (~380 pb) se sometié a
electroforesis en un gel de agarosa 1 %, se escindi6 y se purifico. De manera similar, se preparé el ADN del
fagémido que contenia la biblioteca virgen humana completa de la que se aislo el clon original. El repertorio
completo de genes de cadena pesada variable se amplific6 usando el cebador 5 AH1-REV (5-
AAATACCTATTGCCTACGGC-3’) especifico de la secuencia lider pelB y el cebador 3' LINKER-FOR que codifica las
primeras 30 bases de la region de engarce (5-AGAGCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACC-3'). El producto del
tamano correcto (~400 pb) se purific6 como anteriormente. El repertorio de genes VH se combiné después con el
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gen VL monoclonal por PCR de enlace usando las 15 bases complementarias del centro de la region de engarce
que era comun para ambos productos de PCR primaria. La nueva biblioteca se amplificd por adiciéon de los
cebadores AH1-REV y gllI-FOR a la reaccién de PCR de enlace después de 4 ciclos, y se realizaron 25 ciclos
adicionales. EI ADN amplificado se digiri6 con las enzimas de restriccion Ncol y Notl y se ligd en un vector de
fagémido purificado y digerido de forma similar. El ADN ligado y re-purificado se transformé finalmente en células de
cepa de E. coli TG1 por electroporacion y se sembraron en placas de la manera convencional.

Los anticuerpos de fagos se rescataron con fago auxiliar como anteriormente, y se aplicaron a inmunotubos
revestidos con conjugado de dDHL-BSA y se permitié que se unieran. Los fagos no unidos se separaron vertiendo y
los agentes de unién débiles/no especificos se retiraron por multiples etapas de lavado con PBST y PBS. Los fagos
especificos conjugados se eluyeron después con trietilamina de pH bajo y se neutralizaron. Estos se usaron para
infectar células TG1 de fase logaritmica nuevas, se rescataron y se amplificaron de nuevo durante ciclos sucesivos
de seleccion (selecciones). Para las selecciones sucesivas, el conjugado inmovilizado se alterné entre dDHL-BSA y
dDHL-TG. Durante el tercer ciclo de seleccion, el fago unido de la biblioteca redistribuida se eluyé de las selecciones
duplicadas con dDHL libre o con BHL (butirilhomoserina lactona).

Después de 3 ciclos de seleccién, los anticuerpos de fago monoclonales se exploraron con respecto a
caracteristicas de unién deseadas. Los clones de fagos individuales del ciclo 3 se exploraron por ELISA: cada clon
se ensayo inicialmente con respecto a la capacidad para unirse a cada uno de los conjugados de dDHL-BSA y KLH
y con las proteinas vehiculo solas. Los clones capaces de unirse a ambos conjugados pero incapaces de unirse a
una de las proteinas vehiculo se ensayaron adicionalmente para identificar aquellos cuya unién con el conjugado
podria inhibirse por la presencia de dDHL libre o HSL en soluciéon. Los genes de region variable del anticuerpo de los
clones de fagos que se ha descubierto que se unen a BHL/dDHL libre se subclonaron en un vector de expresion
soluble (pIMS 147) y se produjeron como fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla (scAb) solubles que
comprendian los dominios de cadena pesada y ligera variables unidos por un engarce de péptido flexible y un
dominio constante kappa de un anticuerpo humano. La cuantificacion de la unién de scAb soluble con HSL libres se
determind por ELISA de inhibicion competitiva. Las muestras que contenian una concentracion constante de cada
scAb seleccionado (con respecto a 1 microgramo por ml de dDHL-TG) se incubaron con una serie de
concentraciones de HSL libre durante 1 hora, después se aplicaron a una placa de ELISA revestida con tDHL-TG.
Después de 1 hora de incubacién, el scAb no unido se retird por lavado y cualquier scAb restante unido al conjugado
inmovilizado se detecté con anticuerpo kappa antihumano marcado con enzima. La sensibilidad de scAb por HSL
libre y la reactividad cruzada con otras HSL se determiné a partir de la concentracion de antigeno libre que redujo la
unién de scAb (sin antigeno libre) con dDHL-TG en 50 % (Clso) (Tabla 4).

Ejemplo 5

Se sintetizaron dos péptidos convencionales, YST-1 (YSTGGAGSGG) y YST-2 YSTASGGASS, junto con una
tercera version, YST-3, con biotinilacion® (* indica sitio de biotinilacion) de la penultima cadena lateral de lisina C-
terminal (YSTAGGSGAKAS). También se sintetizé un cuarto péptido de tiolactona YSTC*DFIM* (Agr-D1), en el que *
indica restos conectados por el anillo de tiolactona (véase Figura 1c). Algo de YST-1 se conjugé con BSA e YST-2
con tiroglobulina bovina (TG) mediante el extremo C terminal usando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC) por quimica de conjugacion convencional.

Se selecciond una biblioteca de anticuerpos virgenes humanos durante cuatro ciclos frente a conjugados YST-1 y
YST-2 inmovilizados alternantes esencialmente como se ha descrito previamente. Después de la unién de
anticuerpos de fago durante 1 hora, los fagos no unidos se retiraron vertiendo y el fago unido débilmente se retiré
por lavado exhaustivo con PBST seguido de PBS. Los fagos unidos se eluyeron con trietilamina y se neutralizaron,
después se infectaron en células de E. coli TG1 en fase logaritmica. Los fagos enriquecidos se amplificaron
rescatando con fago auxiliar, después se purificaron y se concentraron por precipitacion de polietilenglicol
dejandolos listos para el siguiente ciclo de seleccién. Después de lavar el fago unido a conjugados de YST-1/2 en
los ciclos 3 y 4, los fagos se eluyeron con una solucidon de YST-3. Los fagos que se unieron al péptido biotinilado se
capturaron por perlas paramagnéticas revestidas con estreptavidina y se inmovilizaron con un iman. Después de
etapas de lavado adicionales, el fago unido se afiadi6 directamente a células TG1 y se permitié que infectara como
anteriormente.

Después de cuatro ciclos de seleccion, se exploraron anticuerpos de fago monoclonales por ELISA con respecto a
union con conjugados de YST-1y YST-2 y con proteinas vehiculo BSA y TG solamente. Los genes de scFv de los
clones que se unieron solamente a ambos conjugados se subclonaron en el vector de expresion soluble de scAb
pIM-147 y se transformaron en células E. coli XL1-Blue. Estas células se expresaron, y los scAb solubles se
extrajeron del espacio periplasmico bacteriano y se purificaron por cromatografia de afinidad de niquel. Los scAb
purificados se ensayaron adicionalmente después con respecto a unién con péptido libre (no conjugado) y con
autoinductor de péptido tiolactona Agr-D1, en competicién con conjugados de péptido inmovilizado por ELISA. La
reduccion de la sefial en presencia de péptido en comparacion con la uniéon con conjugado solamente indica que
scAb reconoce el epitopo de YST comun de todos los péptidos (Figura 9).
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Ejemplo 6

Para generar anticuerpos contra la diana Al-2, se requieren tanto la molécula de Al-2 libre como una forma
conjugada. (Se considera que) no es posible aislar Al-2 en una forma pura. En la naturaleza, Al-2 se forma por la
reaccion (espontanea) de pro-Al-2 (Figura 1(b)) con acido bdrico. In vitro, pro-Al-2 también reaccionara con acido
bdrico para producir Al-2 activo, sin embargo esto no es adecuado para conjugacién y seleccion de anticuerpos. Un
derivado de pro-Al-2 puede sintetizarse por lo que el grupo metilo se reemplaza por un engarce, por ejemplo, una
cadena de acilo, con un grupo reactivo terminal, por ejemplo, acido carboxilico. Cualquier estructura que incluya un
grupo reactivo terminal adecuado para conjugacion quimica o reticulaciéon con un vehiculo, y que de cémo resultado
que el resto central de pro Al-2 se presente separado de la superficie del vehiculo, puede usarse como un engarce.
El pro-Al-2 reactivo se conjuga preferentemente con dos vehiculos diferentes como se describe en la seccion
“sumario de la invencion”.

Se aplica una biblioteca de receptores potenciales (por ejemplo, una biblioteca de anticuerpos presentada en fagos)
a un conjugado inmovilizado en presencia de acido bdrico (preferentemente > 10 uM, pH 6,0-8,0) para producir
conjugado de Al-2 inmovilizado. Se permite que los anticuerpos de fagos (“fago”) se unan, y los que no reconozcan
el conjugado se retiran por lavado. El fago unido puede eluirse con pH alto o bajo, por ejemplo, trietilamina, o por
union competitiva con Al-2 libre o por unién competitiva con, por ejemplo, Al-2 biotinilado seguido de retirada con
perlas de estreptavidina magnéticas. Durante todas las etapas de bioseleccién excepto elucion a pH extremo,
deberia estar presente borato para asegurar que se mantenga la estructura correcta de Al-2. El fago eluido deberia
volver a usarse para infectar bacterias huésped (E. coli), amplificarse por células en crecimiento en condiciones de
produccién de particulas de fago y purificarse para el siguiente ciclo. Se llevan a cabo ciclos posteriores de seleccion
como se ha descrito para el ciclo uno excepto que, preferentemente, el conjugado inmovilizado se alterna.

Cuando se han completado suficientes ciclos de seleccion, pueden ensayarse clones individuales (monoclonales)
con respecto a agentes de union a Al-2. Es probable que se necesiten al menos tres ciclos de seleccién, aunque
pueden aislarse clones de unién a Al-2 después de solamente un ciclo, o puede ser necesario realizar mas de tres
ciclos. Puede realizarse ELISA de fago policlonal después de cada ciclo por procedimientos bien conocidos por los
expertos en la materia para determinar cuantos ciclos se requieren. Deberian producirse anticuerpos de fago
monoclonales como se ha descrito en ejemplos anteriores, y ensayarse con respecto a uniéon con cada uno de los
conjugados usados para seleccion y con los vehiculos no conjugados respectivos. Puede usarse un tercero o cuarto
conjugado o conjugados adicionalmente si estan disponibles. Se identificaran clones positivos potenciales como los
que se unen a todos los conjugados disponibles en presencia de borato, pero no a moléculas vehiculo solamente y
preferentemente no a conjugado en ausencia de borato.

Puesto que es posible que la reaccion de pro-Al-2 con borato pueda producir mas de una especie, sera preferible
demostrar que los anticuerpos reconocen en particular la estructura de Al-2 correcta. Esto podria determinarse
ensayando con respecto a unidon con conjugado en presencia de pro-Al-2 libre y borato. Una reduccion de la union
con concentraciones crecientes de pro-Al-2 libre es indicativa de inhibicion competitiva. Se esperaria por lo tanto que
tales anticuerpos fueran capaces de modular la respuesta de bacterias sensibles a Al-2 uniéndose a Al-2
extracelular y haciéndolo no disponible a células.

Puede encontrarse un modelo in vivo adecuado en Vibrio harveyi bioluminiscente, una bacteria que emite
bioluminiscencia en respuesta a Al-2. Las cepas de V. harveyi que son LuxS™ son incapaces de sintetizar DPD (un
precursor de pro-Al-2) y por lo tanto no pueden producir Al-2. Estas son, sin embargo, capaces de responder (por
produccién de luz aumentada) en respuesta a Al-2 afadido de forma exdgena, en forma de pro Al-2 junto con
borato, o0 como un medio de cultivo sin células que contiene borato obtenido de V. harvei LuxS®. La adicion de borato
solo a células LuxS™ o a células LuxP" (sin el receptor de Al-2 natural) no da como resultado ninguna emision de luz.
Podrian por lo tanto identificarse anticuerpos anti-Al-2 potenciales (“receptores”) como los que cumplen los criterios
de unién perfilados anteriormente, y que también son capaces de reducir el nimero de Al-2 de medio de cultivo de
V. harvei w.t. como se determina por emision de luz reducida cuando se afiade a células LuxS- o de
interrumpir/evitar/reducir la emisién de luz cuando se afiade a células LuxS".
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permita segun la ley del Estado designado, se requiere que se ponga a disposicién una muestra del material biol6gico depositado
solamente por la entrega del mismo a un experto independiente, de acuerdo con la legislacion de patentes relevante, por ejemplo
Regla 28(4) del EPC, Reglas de Patente de Reino Unido 1995, Programa 2, Parrafo 3, Regulacién Australiana 3.25(3) y clausulas
generalmente similares cambiando lo que deba cambiarse para cualquier otro Estado designado.

E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (Sélo en caso necesario)

Las indicaciones enumeradas a continuacion se suministraran con posterioridad a la Oficina Internacional (especificar la
naturaleza de las indicaciones, por ejemplo “n° de acceso del depdsito”)

Reservado a la Oficina receptora Reservado a la Oficina internacional
A Esta hoja se recibio junto con la solicitud internacional [1 Esta hoja se recibio en la oficina internacional el:
:&, & l#il‘n
Funcionario autorizado Funcionario autorizado

Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE

MICROORGANISMOS PARA FINES DE PATENTES

Haptogen Ltd FORMULARIO INTERNACIONAL

Polworth Building RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
Foresterhill Expedido segtin la Regla 7.1 por la

Aberdeen AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
AB25 2ZD identificada en la parte inferior de esta pagina

NOMBRE Y DIRECCION DEL DEPOSITANTE

l. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacién dada por el Nudmero de acceso dado por la
DEPOSITANTE: AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
Escherichia coli NCIMB 41167

XL1 - Blue G3H5

I DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microrganismo identificado en el apartado | anterior de acompafia de:
o una descripcion cientifica
% una designacion taxonémica propuesta

(Marcar con una cruz lo que sea aplicable)

M. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Internacional de Depésito acepta el microorganismo identificado en el apartado | anterior, que fue
recibido por ella el 18 de marzo de 2003 (fecha del depdsito original)'

V. RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microrganismo identificado en el apartado | anterior fue recibido por esta Autoridad Internacional de Depésito el

(fecha del depésito original) y fue recibida por ella una peticién para convertir el depdsito original a
un deposito bajo el Tratado de Budapest el (fecha de recibo de la peticion de
conversion)

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd., Firma(s) de la(s) persona(s) competente(s) para
representar a la Autoridad Internacional de Depdsito o de
oficial(es) autorizado(s):

T 3
Aberdeen, %,‘, PR 9;_‘}\ &S

(Firma)
AB24 3RY

Direccion: 23 St Machar Drive,

. Fecha: 27 de marzo de 2003
Escocia.

Cuando se aplique la Regla 6/4(d), dicha fecha es la fecha en la que se adquirio la categoria de Autoridad Internacional de Deposito.

Formulario BP/4 (pagina unica)
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Referencia del expediente del ~ P35262WO/NCB Solicitud internacional N°
solicitante o del mandatario

INDICACIONES RELATIVAS AL DEPOSITO DE UN MICROORGANISMO

(Regla 13 bis del PCT)

A. Los datos indicados mas abajo se refieren al microrganismo mencionado en la descripcion pagina
17 , linea 16 y linea 17
B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO Se identifican otros depdsitos en una hoja adicional X

Nombre de la institucién de depdsito  NCIMB Ltd

Direccién de la institucion de depésito (incluidos distrito postal y pais)

23 St Machar Drive

Aberdeen

AB 3RY

Escocia

Fecha de depésito: n° de acceso

18 de marzo de 2003 NCIMB 41168

C. INDICACIONES ADICIONALES (s6lo en caso necesario) Esta informacion continda en una hoja adicional [

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES (caso de que las indicaciones no se

faciliten para todos los Estados designados)

Con respecto a todos los Estados designados para los que sea posible dicha accién y en la medida en que la legislacion lo
permita segun la ley del Estado designado, se requiere que se ponga a disposicién una muestra del material biol6gico depositado
solamente por la entrega del mismo a un experto independiente, de acuerdo con la legislacion de patentes relevante, por ejemplo
Regla 28(4) del EPC, Reglas de Patente de Reino Unido 1995, Programa 2, Parrafo 3, Regulacién Australiana 3.25(3) y clausulas
generalmente similares cambiando lo que deba cambiarse para cualquier otro Estado designado.

E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (Sélo en caso necesario)

Las indicaciones enumeradas a continuacion se suministraran con posterioridad a la Oficina Internacional (especificar la
naturaleza de las indicaciones, por ejemplo “n° de acceso del depdsito”)

Reservado a la Oficina receptora Reservado a la Oficina internacional
A Esta hoja se recibio junto con la solicitud internacional [1 Esta hoja se recibio en la oficina internacional el:
) _ S
b &
Funcionario autorizado Funcionario autorizado

Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE

MICROORGANISMOS PARA FINES DE PATENTES

Haptogen Ltd FORMULARIO INTERNACIONAL

Polworth Building RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
Foresterhill Expedido segtin la Regla 7.1 por la

Aberdeen AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO
AB25 2ZD identificada en la parte inferior de esta pagina

NOMBRE Y DIRECCION DEL DEPOSITANTE

l. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacién dada por el Nudmero de acceso dado por la

DEPOSITANTE: AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:
Escherichia coli NCIMB 41168

G3B12

I DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microrganismo identificado en el apartado | anterior de acompafia de:
o una descripcion cientifica
% una designacion taxonémica propuesta

(Marcar con una cruz lo que sea aplicable)

M. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Internacional de Depésito acepta el microorganismo identificado en el apartado | anterior, que fue
recibido por ella el 18 de marzo de 2003 (fecha del depdsito original)'

V. RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microrganismo identificado en el apartado | anterior fue recibido por esta Autoridad Internacional de Depésito el

(fecha del depésito original) y fue recibida por ella una peticién para convertir el depdsito original a
un deposito bajo el Tratado de Budapest el (fecha de recibo de la peticion de
conversion)

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd., Firma(s) de la(s) persona(s) competente(s) para
representar a la Autoridad Internacional de Depdsito o de
oficial(es) autorizado(s):

Aberdeen, T B )s-\.,v\lfk
(Firma) /bi SN

AB24 3RY

Direccion: 23 St Machar Drive,

. Fecha: 27 de marzo de 2003
Escocia.

Cuando se aplique la Regla 6/4(d), dicha fecha es la fecha en la que se adquiri6 la categoria de Autoridad Internacional de Depésito.

Formulario BP/4 (pagina unica)
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Referencia del expediente del ~ P35262WO/NCB Solicitud internacional N°
solicitante o del mandatario

INDICACIONES RELATIVAS AL DEPOSITO DE UN MICROORGANISMO

(Regla 13 bis del PCT)

A. Los datos indicados mas abajo se refieren al microrganismo mencionado en la descripcion pagina
17 , linea 17
B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO Se identifican otros depdsitos en una hoja adicional X

Nombre de la institucién de depdsito  NCIMB Ltd

Direccién de la institucion de depésito (incluidos distrito postal y pais)

23 St Machar Drive

Aberdeen

AB 3RY

Escocia

Fecha de depésito: n° de acceso

18 de marzo de 2003 NCIMB 41169

C. INDICACIONES ADICIONALES (s6lo en caso necesario) Esta informacion continda en una hoja adicional [

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES (caso de que las indicaciones no se

faciliten para todos los Estados designados)

Con respecto a todos los Estados designados para los que sea posible dicha accién y en la medida en que la legislacion lo
permita segun la ley del Estado designado, se requiere que se ponga a disposicién una muestra del material biol6gico depositado
solamente por la entrega del mismo a un experto independiente, de acuerdo con la legislacion de patentes relevante, por ejemplo
Regla 28(4) del EPC, Reglas de Patente de Reino Unido 1995, Programa 2, Parrafo 3, Regulacién Australiana 3.25(3) y clausulas
generalmente similares cambiando lo que deba cambiarse para cualquier otro Estado designado.

E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (Sélo en caso necesario)

Las indicaciones enumeradas a continuacion se suministraran con posterioridad a la Oficina Internacional (especificar la
naturaleza de las indicaciones, por ejemplo “n° de acceso del depdsito”)

Reservado a la Oficina receptora Reservado a la Oficina internacional
A Esta hoja se recibio junto con la solicitud internacional [1 Esta hoja se recibio en la oficina internacional el:
Funcionario autorizado Funcionario autorizado

Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992)
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TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE

MICROORGANISMOS PARA FINES DE PATENTES

Haptogen Ltd
Polworth Building
Foresterhill
Aberdeen

AB25 27D

NOMBRE Y DIRECCION DEL DEPOSITANTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
Expedido segtin la Regla 7.1 por la

AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada en la parte inferior de esta pagina

l. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacién dada por el
DEPOSITANTE:
Escherichia coli

G3G2

Nudmero de acceso dado por la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:

NCIMB 41169

I DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microrganismo identificado en el apartado | anterior de acompafia de:

o una descripcion cientifica
% una designacion taxonémica propuesta

(Marcar con una cruz lo que sea aplicable)

M. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Internacional de Depésito acepta el microorganismo identificado en el apartado | anterior, que fue
recibido por ella el 18 de marzo de 2003 (fecha del depdsito original)'

V. RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microrganismo identificado en el apartado | anterior fue recibido por esta Autoridad Internacional de Depésito el
(fecha del depésito original) y fue recibida por ella una peticién para convertir el depdsito original a

un deposito bajo el Tratado de Budapest el
conversion)

(fecha de recibo de la peticion de

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.,
Direccion: 23 St Machar Drive,
Aberdeen,
AB24 3RY

Escocia.

Firma(s) de la(s) persona(s) competente(s) para
representar a la Autoridad Internacional de Depdsito o de
oficial(es) autorizado(s):

e DoAY

Fecha: 27 de marzo de 2003

(Firma)

Formulario BP/4 (pagina unica)

Cuando se aplique la Regla 6/4(d), dicha fecha es la fecha en la que se adquirio la categoria de Autoridad Internacional de Deposito.
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Referencia del expediente del ~ P35262WO/NCB Solicitud internacional N°
solicitante o del mandatario

INDICACIONES RELATIVAS AL DEPOSITO DE UN MICROORGANISMO

(Regla 13 bis del PCT)

A. Los datos indicados mas abajo se refieren al microrganismo mencionado en la descripcion pagina
17 , linea 17
B. IDENTIFICACION DEL DEPOSITO Se identifican otros depdsitos en una hoja adicional mi

Nombre de la institucion de depésito  NCIMB Ltd

Direccion de la institucion de depdsito (incluidos distrito postal y pais)

23 St Machar Drive

Aberdeen

AB 3RY

Escocia

Fecha de depdsito: n° de acceso

18 de marzo de 2003 NCIMB 41170

C. INDICACIONES ADICIONALES (s6lo en caso necesario) Esta informacion continda en una hoja adicional []

D. ESTADOS DESIGNADOS PARA LOS QUE SE FACILITAN LAS INDICACIONES (caso de que las indicaciones no se

faciliten para todos los Estados designados)

Con respecto a todos los Estados designados para los que sea posible dicha accién y en la medida en que la legislacion lo
permita segun la ley del Estado designado, se requiere que se ponga a disposicién una muestra del material biolégico depositado
solamente por la entrega del mismo a un experto independiente, de acuerdo con la legislacidon de patentes relevante, por ejemplo
Regla 28(4) del EPC, Reglas de Patente de Reino Unido 1995, Programa 2, Parrafo 3, Regulacion Australiana 3.25(3) y clausulas
generalmente similares cambiando lo que deba cambiarse para cualquier otro Estado designado.

E. INDICACIONES SUMINISTRADAS POR SEPARADO (Sélo en caso necesario)

Las indicaciones enumeradas a continuacién se suministraran con posterioridad a la Oficina Internacional (especificar la
naturaleza de las indicaciones, por ejemplo “n° de acceso del depdsito”)

Reservado a la Oficina receptora Reservado a la Oficina internacional
A Esta hoja se recibié junto con la solicitud internacional [1 Esta hoja se recibio en la oficina internacional el:
}fw\‘&)m
Vil
Funcionario autorizado Funcionario autorizado

Formulario PCT/RO/134 (Julio 1992)

28




ES 2382075713

TRATADO DE BUDAPEST SOBRE EL RECONOCIMIENTO INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE

MICROORGANISMOS PARA FINES DE PATENTES

Haptogen Ltd
Polworth Building
Foresterhill
Aberdeen

AB25 27D

NOMBRE Y DIRECCION DEL DEPOSITANTE

FORMULARIO INTERNACIONAL

RECIBO EN EL CASO DE UN DEPOSITO ORIGINAL
Expedido segtin la Regla 7.1 por la

AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

identificada en la parte inferior de esta pagina

l. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacién dada por el
DEPOSITANTE:
Escherichia coli

G3H3

Nudmero de acceso dado por la
AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO:

NCIMB 41170

I DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microrganismo identificado en el apartado | anterior de acompafia de:

o una descripcion cientifica
% una designacion taxonémica propuesta

(Marcar con una cruz lo que sea aplicable)

M. RECIBO Y ACEPTACION

Esta Autoridad Internacional de Depésito acepta el microorganismo identificado en el apartado | anterior, que fue
recibido por ella el 18 de marzo de 2003 (fecha del depdsito original)'

V. RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microrganismo identificado en el apartado | anterior fue recibido por esta Autoridad Internacional de Depésito el
(fecha del depésito original) y fue recibida por ella una peticién para convertir el depdsito original a

un deposito bajo el Tratado de Budapest el
conversion)

(fecha de recibo de la peticion de

V. AUTORIDAD INTERNACIONAL DE DEPOSITO

Nombre: NCIMB Ltd.,
Direccion: 23 St Machar Drive,
Aberdeen,
AB24 3RY

Escocia.

Firma(s) de la(s) persona(s) competente(s) para
representar a la Autoridad Internacional de Depdsito o de
oficial(es) autorizado(s):

Lorence o

(Firma)

Fecha: 27 de marzo de 2003

Formulario BP/4 (pagina unica)

Cuando se aplique la Regla 6/4(d), dicha fecha es la fecha en la que se adquiri6 la categoria de Autoridad Internacional de Depésito.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para explorar una biblioteca de presentacion de fagos humanos virgenes con respecto a un

anticuerpo monoclonal antibacteriano especifico para una molécula de sefalizacién bacteriana, comprendiendo el
procedimiento conjugar una molécula seleccionada del grupo que consiste en una molécula de homoserina lactona

5 de férmula general:
O
N (CH,)n
Y T Newy
O

Formula |
@)
N (CH,)n
o
O O Férmula Il
0]
N (CH,)n
o \[(Y 2 \(CH3)
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enlaquen=0a 12,
10 una péptido tiolactona de formula general (IV):
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XI, cxXxXxXX

en la que x es cualquier aminoacidoy n =1 a 10;
o Auto Inductor-2 (Al-2),

HQm -nac:H3

W O
HO

15 o Pro-Al-2 o un derivado de acido carboxilico insaturado o saturado C4-C1o del mismo
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con una molécula vehiculo, explorar la biblioteca para generar una biblioteca enriquecida y explorar dicha biblioteca
enriquecida frente a la misma molécula de sefalizacidén bacteriana conjugada con una segunda molécula vehiculo
diferente para identificar un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la forma soluble libre de la
homoserina lactona, péptido tiolactona, Al-2 o Pro-Al-2 o un derivado de acido carboxilico insaturado o saturado C1.
C1o del mismo de la biblioteca de presentacion de fagos humanos virgenes en presencia de derivados conjugados
de los mismos.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la molécula vehiculo es una proteina.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en la que la molécula homoserina lactona de férmula
general | es N-butanoil-L-homoserina lactona (BHL) en la que n = 0, N-dodecanoil-L-homoserina lactona (dDHL) en
la que n = 8 y n-tetradecanoil-L-homoserina lactona (tDHL) en la que n = 10.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que la molécula de homoserina lactona de férmula
general Il es N-(-3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona (OHHL) en la que n = 2 y N-(-3-oxododecanoil)-L-homoserina
lactona (OdDHL) en la que n = 8.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, en el que la molécula de homoserina lactona de formula
general lll es N-(-3-hidroxibutanoil)-L-homoserina lactona (HBHL) en la que n = 0.

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en el que la molécula de péptido tiolactona es:

al

YSTCDFIM

al

GVNACSSLF

al

YINCDFLL

/ O
<S ‘
YSTCYFIM

7. Un anticuerpo de cadena sencilla (scAb) de los clones de E. coli G3H5, G3B12, G3G2 o G3H3 depositados como
NCIMB-41167, NCIMB-41168, NCIMB-41169 y NCIMB-41170 respectivamente.

8. Un anticuerpo de cadena sencilla de la reivindicacion 7 para su uso en medicina.

9. El uso de un anticuerpo de cadena sencilla de la reivindicacion 7 en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de infeccion bacteriana.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de cadena sencilla (scAb) de los clones de E. coli
G3H5, G3B12, G3G2 o G3H3 depositados como NCIMB-41167, NCIMB-41168, NCIMB-41169 y NCIMB-41170
respectivamente
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Tabla 1
Organismo Proteinas Molécula seial Fenotipo
reguladoras
Aeromonas hydrophila Ahyl/AhyR BHL, HHL serina proteasa, metaloproteasa
Aeromonas salmonicida Asal/AsaR BHL, HHL ?
Agrobacterium tumefaciens Tral/TraR HHL, OOHL conjugacion
Burkholderia cepacia Cepl/CepR OHL ornibactina, sideroforos, exoproteasa
Chromobacterium violaceum |Cvil/CviR HHL antibioéticos, violaceina, exoenzimas,
cianuro
Erwinia carotovora Carl/CarR OHHL +? antibiético carbapenem exoenzimas
Expl/ExpR
Erwinia chrysanthemi Expl/ExpR OHHL, HHL pectato liasa
Escherichia coli ?/SdiR ? Al-2 division celular
LuxS/? ?
Pantoea stewartii Esal/EsaR OHHL Exopolisacarido
Pseudomonas aeruginosa Lasl/LasR OdDHL, Factores de virulencia incluyendo:
OHHL, OOHL proteasa alcalina, exotoxina elastasa
A
RhllI/RhIR BHL, HHL Quitinasa, piocianina, ramnolipido
Pseudomonas aureofaciens Phzl/PhzR BHL, HHL Antibidtico de fenazina
Pseudomonas fluorescens Phzl/PhzR OHL, HHHL, Antibidtico de fenazina
HOHL, HDHL
Ralstonia solanacearum Soll/SolR HHL, OHL ? (aidA)
Rhizobium leguminosarum Rhil/RhiR HHL, OHL Nodulacion
Rhodobacter sphaeroides Cerl/CerR ? Expresion de EPS de escape de la
comunidad
Serrana liquifaciens Swrl/? BHL, HHL Enjambrazén, fosfolipasa
Vibrio anguillarum Vanl/VanR ODHL ?
Vibrio fischeri Luxl/LuxR OHHL, HHL Bioluminiscencia
AinS/AinR OHL
Vibrio harveyi Luxl/LuxR HBHL Bioluminiscencia
LuxPQ/LuxS Al-2
Xenorlmbdus nematophilus ? HBHL Factores de virulencia
Yersinia enterocolitica Yenl.YenR HHL, OHHL ?
Yersinia pestis Ypel/YeR HHL, OHHL Patogenicidad
Yersinia pseudotuberculosis  |Ypsl/YpsR HHL, OHHL Produccién de flagelos
Ytbl/YtbR OHL ?
Bacillus anthracis ? Al-2 Factores de virulencia
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Figura 1a.
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Figura 1c.
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Tabla 2.

scAb dDHL-COOH tDHL OHHL dDHL-BSA Paraquat
G3G2 11 uM 21 uM 17 mM N/D
G3B12 4 uM 5 uM 2 mM N/D
N/D indica que no pudo determinarse valor de Clso.

Tabla 3.

scAb | ka (mol I'' s™) kd (s™) KA (molll) KD (nM)

G3G2 4,19 x 10* 1,43 x 107 2,93 x 10’ 34,1

G3B12 3,93 x 10* 1,56 x 10 2,52 x 107 39,7

Tabla 4.

scAb BHL dDHL tDHL OHHL Paraquat
G3B12 17 mM 1,4 mM 4,5 mM 10 mM N/D

L1-A7 1,25 mM 40 M - - N/D
(G3B12) (x 13,6) (x 35)

L1-B7 - 130 uM - - N/D
(G3B12) (x 10,8)

L1-C11 - 200 pM - - N/D
(G3B12) (x7)

G12 3mM - 0,6 mM 5mM N/D
(G3B12) (x5,7) (x 7,5) (x 2)
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Figura 2.
lasR/ | | lasl/ Gen 2 |Gen 3
rhi R rhl | i Gen 1 etc
‘ ' Genes de virulencia
regulacion
lasl/ Produce HSL de cadena larga (/as 1) y cadena corta (rh/ 1)
rhll
Jas R/ | Responde a HSL de cadena larga (/as R) y cadena corta (rh/ R)
rhl R
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Figura 4.

eulsal ap |0JJUO)D

BUIZEN)Y-NUE

1enbosed-nue

NZN-ue

AR

scAb

ciged

(74n) erousosiuiwng

37



Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 8.
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Tabla 5.
Densidad éptica alta Densidad baja
Dias de Inc |Control de [scAb de G3H5 G3B12 G3H3 Control de [Mezcla de 3
PBS control PBS scAb
1 100 100 100 100 100 100 100
2 100 100 100 100 100 100 82
3 100 95 70 68 84 100 75
4 100 100 58 52 65 100 65
5 100 95 52 47 49 100 56
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Figura 9.
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