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DESCRIPCION
Método para identificar inhibidores de acido lipoteicoico sintasa
Campo de la invencién

La invencion se refiere a métodos o ensayos para identificar agentes que pueden usarse como agentes
antibacterianos, por ejemplo, como antibidticos.

Antecedentes de la invencion

Se ha mostrado recientemente que el acido lipoteicoico (LTA) es esencial para la viabilidad de Staphylococcus
aureus. También se ha descrito una enzima responsable del ensamblaje de LTA en S. aureus. Esta enzima se ha
nombrado acido lipoteicoico sintasa, LtaS. Véase Griindling y Schneewind, 2007, PNAS 104: 8478-8483.

También existen homdlogos de LtaS en otras bacterias. Por ejemplo, las cepas de Bacillus expresan un homologo,
previamente denominado yfIE. Griindling y Schneewind (mencionado anteriormente) demostraron que el homdlogo
de /taS de Bacillus subtilis puede restaurar la sintesis de LTA y el crecimiento de estafilococos mutantes para /faS.
La inhibicion de /faS puede usarse por lo tanto como una diana para tratar infecciones humanas provocadas por S.
aureus u otros patdégenos bacterianos. Aunque Griindling y Schneewind (mencionado anteriormente) sugieren que
LtaS podria ser una diana util para la identificacion de inhibidores que podrian usarse como compuestos
antibacterianos, no se sugiere ningun método de ensayo especifico. El ensayo usado por Grindling y Schneewind
para encontrar el gen lfaS no seria facilmente adaptable para exploracion de compuestos.

En consecuencia, existe la necesidad de un ensayo para identificar inhibidores de LtaS.

Mbl es un homdlogo de actina bacteriano que se cree que tiene un papel en la determinacion de la forma celular
situando la maquinaria sintética de la pared celular. También se cree que esta implicado en el control de otras
funciones incluyendo pluralidad celular y segregacion de cromosomas en diversos organismos. Bacillus subtilis y
muchas otras bacterias gram positivas tienen tres isoformas de actina, una de las cuales es Mbl, que se localiza
conjuntamente con otras dos isoformas de actina MreB y MreBH en estructuras helicoidales que abarcan la longitud
de la célula, cerca de la superficie interna de la membrana citoplasmatica.

Estudlos llevados a cabo con Bacillus subtilis han mostrado que los mutantes del gen mbl son inviables a niveles de
Mg normales. La aportacién de altas concentraciones de Mg2 , por ejemplo, 20 mM, rescata tales cepas de
Bacillus. Véase Carballido-Lopez et al., 2006, Developmental Cell 11, 399-409.

Sumario de la invencion

Los presentes inventores han identificado que la mutagénesis de transposon puede rescatar mutantes de mbl. En
particular, las cepas de Bacillus que comprenden mutamones de mbl pueden someterse a mutagénesis de
transposén y sembrarse en placas en un medio de Mg bajo para identificar y seleccionar mutaciones supresoras
que permitan el crecimiento de las bacterias. El andlisis de los mutantes de transposon identificé que la |nact|vaC|on
del gen /taS provoca rescate de mutantes de mbl de modo que tales cepas puedan crecer en condiciones de Mg
bajo. En consecuencia, los presentes inventores describen ensayos para identificar inhibidores de LtaS identificando
sustancias que pueden rescatar el crecimiento de mutantes de mb/ en medio de Mg** bajo. Estos ensayos son
métodos de exploracion basados en células faciles y econdmicos que posibilitan la exploracion de un gran nimero
de compuestos de una manera sencilla.

Por lo tanto, de acuerdo con los primeros aspectos de la presente invencion, se proporciona un método para
identificar un inhibidor de LtaS que comprende:

(a) proporcionar una bacteria gram positiva que comprende una mutacién en el gen mb/ u homaélogo del mismo
que interrumpe la funcién del gen mb/ u homaélogo del mismo;

(b) cultivar la bacteria de (a) en presencia de una sustancia de ensayo en condiciones de magnesio menor de 3
mM;

(c) supervisar el crecimiento de las bacterias;

en el que en el crecimiento o el crecimiento mas rapido de las bacterias en comparacién con crecimiento en
ausencia de la sustancia de ensayo es indicativo de que la sustancia de ensayo es un inhibidor de LtaS.
Descripcion de las figuras

Figura 1 - B. subtilis Dmbl depende de Mg**

A. Eficacia de S|embra después de transformacién seleccionando delecién de mb/ con (izquierda) y sin (derecha)
adicion de Mg® 20 mM. B. Curva de crecimiento de B. subtilis de tipo silvestre (triangulos) y mutante de mb/
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(cuadrados) a 37 °C en medio PAB sin (simbolos cerrados) y con (simbolos abiertos) adiciéon de Mg** 20 mM. C-E.
Morfologia (microscopia de contraste de fases) de B. subtilis Dmbl cultivado en PAB (C) o en PAB complementado
con Mg®* 20 mM (D) en comparacién con una cepa de tipo silvestre cultivada en PAB (E). Barra de escala 5 nm.

Figura 2 - La delecion de /tas suprime la dependencia de Mg2+ de mutantes de mbl:

A. Crecimiento de tipo silvestre (168), mutante de mb/ (2505), mutante de /taS (4283) y mutante de mbl/ suprimido
(Dmbl DitaS, 4298) en placas NA con (izquierda) o sin (derecha) adicion de Mg** 20 mM. B. Curvas de crecimiento
de tipo silvestre (168, ¢), mutante de mbl/ (2505, m), mutante de /taS (4283, A) y mutante de mbl suprimido (Dmbl
DitaS, 4298, O) en medio PAB a 37 °C. C. Microscopia de contraste de fases de tipo silvestre (168), mutante de mb/
(2505), mutante de /taS (4283) y doble mutante de mbl ItaS (4298) cultivados en medio PAB a 37 °C. Barra de
escala 5 nm.

Figura 3 - Efecto de la concentracion de iones metalicos en la viabilidad de tipo silvestre y mutantes de /taS:
A. Crecimiento de tipo silvestre (168) y mutante de /taS (zcepa 4286) a 37 °C en placas NA sin aditivos (izquierda)
que contienen Mg®* 0,5 mM (medio) o con adicién de Mn?* 0,05 mM (derecha). B. Crecimiento de mutante de /taS
(cepa 4283, izquierda) y tipo silvestre (cepa 168, derecha) en placas de medio minimo que contienen Mg2+ 10,100 y
500 nM segun se indica.

Descripcion de las secuencias
La Tabla 4 a continuacion expone las secuencias de los genes como se analizan en mas posteriormente.

SEC ID N°: 1y 2 son las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de yfIE de Bacillus subtilis.
SEC ID N°: 3y 4 son las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de mbl de Bacillus subtilis.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidon proporciona un método para la identificacion de un inhibidor de LtaS. LtaS es una éacido
lipoteicoico sintasa. LtaS de Staphylococcus aureus se ha identificado en la técnica anterior y se describe por
ejemplo en Griindling y Schneewind (mencionado anteriormente). También se conocen homdlogos de este gen en
otras cepas bacterianas. Por ejemplo, Bacillus subtilis porta un homdlogo previamente identificado como yflE. La
secuencia para este gen se expone en SEC ID N°: 1y 2.

De acuerdo con la presente invencion se proporciona una cepa bacteriana de bacterias gram positivas,
preferiblemente Bacillus, preferiblemente B. subtilis. La cepa bacteriana se selecciona o modifica para incluir una
mutacién funcional en el gen mbl de B. subtilis o un homdélogo del mismo de otras bacterias gram positivas. Mbl es
un homoélogo de actina y se ha descrito previamente, por ejemplo, en Abhayawardhane y Stewart, 1995, J. of
Bacteriol. 177: 765-773 y Jones et al., Cell 104, 2001, 913-922.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos para Mbl se exponen en la Tabla 4, y se marcan como SEC ID N°: 3y
4 respectivamente. Tipicamente, un homodlogo de mbl de otra bacteria es uno que tiene mas de aproximadamente
50%, 55% o 65% de identidad, preferiblemente al menos 70%, al menos 80%, al menos 90% y particularmente
preferiblemente al menos 95%, al menos 97% o al menos 99% de identidad, con la secuencia de aminoacidos de
SEC ID N°: 4. Tales variantes pueden incluir variantes alélicas. La identidad de variantes de SEC ID N°: 4 puede
medirse sobre una region de al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos 330 o mas aminoacidos
contiguos de la secuencia mostrada en SEC ID N°: 4 o mas preferiblemente a lo largo de la longitud completa de
SEC ID N°: 4.

La identidad de aminoéacidos puede calcularse usando cualquier algoritmo adecuado. Por ejemplo el paquete
UWGCG proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homologia (por ejemplo usado en sus
ajustes por defecto) (Devereux et al. (1984) Nucleic Acids Research 12, 387-395). Los algoritmos PILEUP y BLAST
pueden usarse para calcular la homologia o alinear secuencias (tal como identificar secuencias bivalentes o
correspondientes (tipicamente en sus ajustes por defecto)), por ejemplo como se describe en Altschul S. F. (1993) J
Mol Evol 36: 290-300; Altschul, S. F. et al. (1990) J Mol Biol 215: 403-10.

Esta disponible software para realizar analisis de BLAST publicamente a través del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnolégica (http://www.ncbl.nim.nlh.gov/). Este algoritmo implica identificar primero pares de
secuencias de alta puntuacion (HSP) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta que
coinciden o satisfacen alguna puntuacion umbral de valor positivo T cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de base de datos. T se denomina el umbral de puntuacién de palabra de cercania
(Altschul et al., mencionado anteriormente). Estos aciertos de palabra de cercania iniciales actian como semillas
para iniciar busquedas para encontrar HSP que los contienen. Los aciertos de palabra se extienden en ambas
direcciones a lo largo de cada secuencia tanto como pueda aumentarse la puntuacion de alineamiento acumulativa.
Las extensiones para los aciertos de palabra en cada direccién se detienen cuando: la puntuacion de alineamiento
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acumulativa queda fuera de la cantidad X de su valor maximo conseguido; la puntuacién acumulativa llega a cero o
menos, debido a la acumulaciéon de uno o mas alineamientos de restos de puntuacién negativa; o se alcanza el final
de una de las secuencias. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad del
alineamiento. El programa BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuacién
BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sei. USA 89: 10915-10919), alineamientos (B) de
50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4 y una comparacién de ambas cadenas.

El algoritmo BLAST realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias; véase por ejemplo, Karlin y
Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sei. USA 90: 5873-5787. Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la minima probabilidad de suma (P(N)), que proporciona un indicio de la probabilidad con la que se
produciria por azar una coincidencia entre dos secuencias polinucleotidicas o de aminoacidos. Por ejemplo, una
secuencia se considera similar a otra secuencia si la menor probabilidad de suma en la comparacion de la primera
secuencia con la segunda secuencia es menor de aproximadamente 1, preferiblemente menor de aproximadamente
0,1, mas preferiblemente menor de aproximadamente 0,01 y mas preferiblemente menor de aproximadamente
0,001.

La mutacion funcional puede ser cualquier mutacion que altere la funcién del gen mbl. Las mutaciones adecuadas
incluyen mutaciones que interrumpen la fase abierta de lectura de modo que no puede expresarse una proteina Mbl
funcional. Como alternativa, la mutacién puede comprender una insercion, por ejemplo, por mutagénesis de
transposén para alterar la expresion del gen. En una realizacién, se suprime parte de o todo el gen mbl.
Tipicamente, cuando se suprime el gen, se suprime al menos el 50% del gen mbl, por ejemplo, al menos el 60%,
70%, 80%, 90% o 95%. Pueden incluirse deleciones mas pequefas, por ejemplo, deleciones de una base para
interrumpir la fase abierta de lectura o deleciones mas pequeiias, por ejemplo en la regién codificante N-terminal de
modo que ya no se exprese una proteina funcional. Otras mutaciones que pueden incorporarse son las mutaciones
que provocan sustituciones de aminoacidos en sitios criticos en la proteina, tales como las requeridas para union de
ATP. Puede usarse cualquier mutacion en o cerca del gen mbl que genere un fenotipo en el que las células se
hagan méas dependientes de altas concentraciones de Mg~ en el medio de crecimiento.

Los mutantes de mb/ dependen de Mg®* para su crecimiento. Por lo tantg, los mutantes mbl utiles de acuerdo con la
. v . . .. + . .y .
presente |nver120|on son inviables o crecen poco en condiciones de Mg“" bajo. La complementacién del medio de
. + . . .
cultivo con Mg”" restaura el crecimiento celular a tales mutantes bacterianos.

Las mutaciones funcionales en el gen mbl pueden romper la funcién del gen de modo que ya no se exprese una
proteina funcional. Por lo tanto, tales mutaciones pueden afectar a la segregacion de los cromosomas o al
posicionamiento de la maquinaria sintética de pared celular. La identificacion de mutantes adecuados para su uso de
acuerdo con la presente invencién puede llevarse a cabo a través de un andlisis simple de la capacidad de tales
mutantes para crecer con Mg®* bajo o normal. Como se ha explicado anteriormente, los mutantes de mb/ dependen
de Mg®* para su crecimiento. Los métodos de ensayo de acuerdo con la presente invencion usan niveles altos de
Mg®", y por lo tanto, un mutante adecuado para su uso de acuerdo con la presente invencion es uno en el que una
mutacion del gen mbl conduce a una bacteria que es inviable, o que crece poco en condiciones de Mg2+ bajo, por
ejemplo, en las que el tiempo de duplicacion de un mutante tal a concentraciones de magnesio de menos de 5 mM
es tipicamente mayor de 12 horas o mayor de 24 horas.

De acuerdo con Igs métodos de ensayo de la presente solicitud, las cepas mutantes de mbl se cultivan en

'] + . . . . .
condiciones de Mg“" bajo en presencia de una sustancia de ensayo. Una sustancia de enzsayo que actua como un
inhibidor de LtaS restaura la viabilidad de las cepas bacterianas en tales condiciones de Mg“" bajo.

Antes de llevar a cabo los métodos de ensayo de la presente invencion, en presencia de una sustancia de ensayo,
las cepas mutantes de mbl pueden cultivarse en condiciones de Mg2+ alto o complementado, de modo que las
bacterias puedan crecer en estas condiciones. Tipicamente, para crecimiento bacteriano de mutantes de mbl, Mg2+
esta presente en el intervalo de 1 a 100 mM, preferiblemente 3 mM a 50 mM, preferiblemente 5 mM a 30 mM. Por
ejemplo, el medio de crecimiento puede complementarse con Mg2+ aproximadamente 20 mM. Para el fin de un
ensayo, y la complecién del ensayo en un periodo de tiempo conveniente, puede usarse cualquier medio que
soporte una tasa de crecimiento razonable del mutante de mb/ (por ejemplo tiempo de duplicacion mayor de 120
minutos a 37 °C).

Tipicamente, un cultivo bacteriano de un mutante de mb/ cultivado en condiciones de Mg2+ alto puede diluirse y
situarse en un pocillo de muestra. Como alternativa, dichas bacterias pueden sembrarse en placas adecuadas con
medio de crecimiento apropiado tales como placas de agar, en condiciones de Mg2+ bajo. Las referencias a
condiciones de Mg2+ bajo se refieren a concentraciones de magnesio de menos de 3 mM, tipicamente menos de 1
mM. Tipicamente, las bacterias pueden cultivarse en medio de cultivo que no se ha complementado con Mg”. Por lo
tanto, una vez que las bacterias mutantes de mbl se han diluido o sembrado en placas en condiciones de Mg2+ bajo,
su crecimiento se ralentizara o se detendra.

También puede identificarse condiciones de Mg2+ bajo y definirse con respecto a cultivos bacterianos
complementados con Mg2+ 20 mM. Por ejemplo, puede usarse una concentracion de Mg2+ que conduzca a una tasa
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de crecimiento de menos del 50%, tipicamente menos del 20% o menos del 10% de la tasa de crecimiento de
mutantes de mbl/ cultivados en medio 20 mM para identificar condiciones de Mg2+ bajo adecuadas para realizar los
ensayos de acuerdo con la presente invencion.

Para llevar a cabo los ensayos de la presgnte invencion, se afiaden sustancias de ensayo a las bacterias mutantes

') + . . ~ . . .
de mbl que crecen en condiciones de Mg”" bajo. Por ejemplo, pueden afiadirse sustancias de ensayo a los pocillos
de muestra o aplicarse puntualmente en placas

De acuerdo con los ensayos de la presente invencion, el crecimiento bacteriano de los mutantes de mb/ se supervisa
en presencia de la sustancia de ensayo. Tipicamente, las bacterias se cultivan en condiciones de temperatura y
tiempo habituales, por ejemplo, entre 30 y 45 °C, tipicamente 37 °C. Los niveles de crecimiento bacteriano pueden
medirse en un punto temporal definido, por ejemplo, después de 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 12 horas o 24
horas. Como alternativa, el crecimiento bacteriano puede supervisarse a intervalos regulares por ejemplo cada 15
minutos, 30 minutos, cada hora, cada 2 horas o cada 4 horas. Como alternativa, el crecimiento bacteriano puede
supervisarse de forma continua.

El crecimiento bacteriano puede medirse por cualquier método adecuado. Tipicamente, puede llevarse a cabo
evaluacion visual o de densidad éptica del crecimiento de las bacterias. Otros métodos adecuados incluyen el uso
de un colorante que genera un cambio de color durante el crecimiento (por ejemplo, debido a cambio de pH),
centrifugacion seguida de medicién de masa humeda, secado seguido de medicion de masa seca, determinacién
quimica de un componente macromolecular de células, tal como ADN o proteina, o recuento del numero de células
por microscopia o mediante un dispositivo electrénico tal como un contador Coulter o citémetro de flujo, recuento de
células viables por dilucion y siembra en placas en un medio de crecimiento adecuado, complementado con Mg”. La
medicion del crecimiento bacteriano identifica los mutantes cuyo crecimiento se ha rescatado a pesar de las
condiciones de Mg2+ bajo. La capacidad de una sustancia de ensayo para rescatar tal crecimiento identifica la
sustancia de ensayo como un inhibidor de LtaS.

Una vez que se ha identificado un agente con un inhibidor de LtaS, puede llevarse a cabo estudios adicionales, por
ejemplo, para evaluar si dicho agente es especifico para LtaS. Tipicamente, tales sustancias de ensayo pueden
formularse como composiciones farmacéuticas para administracién posterior como antibioticos.

Pueden usarse agentes identificados de acuerdo con la presente invencién como antibidticos contra bacterias gram
positivas, y en particular las que comprenden LtaS o un homoélogo de la misma. Tales agentes son utiles en el
tratamiento de infeccion por Staphylococcus aureus. Tales agentes pueden usarse solos 0 en combinacién con otros
antibidticos.

Se entendera que el nivel de dosis especifico para cualquier paciente particular dependera de una diversidad de
factores incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, peso corporal, salud general, sexo,
dieta, momento de administracién, via de administracion, tasa de excrecidon, combinacién farmacolégica y la
gravedad de la enfermedad particular para la que se realiza el tratamiento. Los niveles de dosis y frecuencia de
dosificacion éptimos se determinaran por ensayo clinico, pero una dosificacién ejemplar seria de 0,1-1000 mg por
dia.

Los compuestos identificados de acuerdo con la presente invencién pueden prepararse para administracion por
cualquier via coherente con sus propiedades farmacocinéticas. Las composiciones administrables por via oral
pueden estar en forma de comprimidos, capsulas, polvos, granulos, grageas, preparaciones liquidas o en gel, tales
como soluciones o suspensiones orales, topicas o parenterales estériles. Los comprimidos y capsulas para
administracion oral pueden estar en forma de presentacién de dosis unitaria, y pueden contener excipientes
convencionales tales como agentes aglutinantes, por ejemplo jarabe, goma arabiga, gelatina, sorbitol, goma de
tragacanto o polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo lactosa, azucar, almidéon de maiz, fosfato calcico, sorbitol o
glicina; lubricante de formacion de comprimidos, por ejemplo, estearato de magnesio, talco, polietilenglicol o silice;
disgregantes, por ejemplo almidén de patata, o agentes humectantes aceptables tales como lauril sulfato sédico. Los
comprimidos pueden recubrirse de acuerdo con métodos bien conocidos en la practica farmacéutica normal. Las
preparaciones liquidas orales pueden estar en forma de, por ejemplo, suspensiones, soluciones, emulsiones,
jarabes o elixires acuosos u oleosos, o pueden presentarse como un producto seco para reconstitucion con agua u
otro vehiculo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones liquidas pueden contener aditivos convencionales
tales como agentes de suspension, por ejemplo sorbitol, jarabe, metilcelulosa, jarabe de glucosa, grasas comestibles
hidrogenadas de gelatina; agentes emulsionantes, por ejemplo lecitina, sorbitan monooleato o goma arabiga;
vehiculos no acuosos (que pueden incluir aceites comestibles), por ejemplo aceite de almendra, aceite de coco
fraccionado, ésteres oleosos tales como glicerina, propilenglicol o alcohol etilico; conservantes, por ejemplo metil o
propil p-hidroxibenzoato o acido sérbico, y si se desea agentes saporiferos o colorantes convencionales.

El principio activo también puede administrarse por via parenteral en un medio estéril. Dependiendo del vehiculo y
concentracién usados, el farmaco puede estar suspendido o disuelto en el vehiculo.
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La invencion se describe a continuacion en este documento en mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos.

Ejemplo 1

Los efectos letales de la delecion de mbl pueden rescatarse por altas concentraciones de magnesio

El homoélogo de actina Mbl se ha descrito como no esencial en B. subtilis (Abhayawardhane y Stewart, 1995; Jones
et al, 2001), pero los anteriores autores ya habian indicado que los mutantes de mbl crecen lentamente y tienden a
captar mutaciones que potencian el crecimiento. La dependencia de Mg indicada de mutantes tanto mreB
(Formstone y Errington, 2005) como (aunque solo a niveles bajos) mreBH (Carballido-Lépez et al., 2006) condujo a
los inventores a reconstruir la cepa de delecién de mbl en presencia de Mg2+ 20 mM. La seleccién de transformantes
en estas condiciones dio como resultado un aumento de 10 veces de la eficacia de siembra dando colonias
relativamente pequefas pero de forma uniforme (Figura 1A). Las colonias que se seleccionaron continuaron
creciendo en placas de Agar Nutriente complementadas con Mg2+, pero no crecieron en placas no complementadas
(Figura 3A). En cultivo liquido (medio PAB) una concentracién de magnesio elevada mejoré de nuevo en gran
medida la tasa de crecimiento (Figura 1B). El examen microscoépico de células de tipo silvestre y mutantes reveld la
morfologia enrollada e hlnchada caracteristica del mutante en el medio no complementado (Figura 1C). Sin
embargo, en presencia de Mg la morfologia celular mejor6 en gran medida (Figura 1D). No obstante, en
condiciones de Mg2 alto las celulas mutantes de mbl aun diferian del tipo silvestre de dos maneras: en primer lugar,
estaban ligeramente curvadas y tenian forma irregular; en segundo lugar, su diametro medio era aproximadamente
12% mayor (Tabla 1). Las células de tipo silvestre tenian su morfologia de baston recto tipica en ambas condiciones
(no mostrado).

Exploracién con respecto a mutantes supresores independientes de magnesio de B. subtilis Dmbl

Para obtener |nforma0|on sobre la funciéon de Mbl los inventores exploraron con respecto a mutantes en los que la
dependencia de Mg * del mutante se suprimié. El plasmido pMarB que portaba el transposon mariner (Le Breton et
al., 2006) se introdujo en un fondo de cepa Dmb/ de nueva construccién en presencia de Mg *20 mM. Se sembré en
placas una blblloteca de aproximadamente 60.000 mutantes con selecciébn con respecto al crecimiento
mdependlente de Mg La pérdida del plasmido pMarB (Erm ), presencia del transposon (KanR) e interrupcion de
mbl (Spc ) se verlflcaron mediante parcheado en placas complementadas con antibiéticos apropiados. Se
seleccionaron diez cepas supresoras fuertes y se comprobaron con respecto a unién de la insercion del transposén
con el fenotipo de supresion mediante tres retrocruces consecutivos en el fondo del mutante Dmbl. Los sitios de
insercion de transposén se determinaron mediante secuenciacién de los productos de reacciones PCR inversa
usando los cebadores IPCR1-3 (Le Breton et al., 2006).

En dos de las diez cepas supresoras, se descubrié que el transposén se habia insertado de forma independiente en
el gen rsgl (previamente ykrl). Rsgl actia como un factor anti-sigma para Sigl (Asai et al., 2007). Otro acierto en la
exploracion fue en yfIE (tres inserciones independientes), que codifica un homologo de la acido lipoteicoico sintasa
LtaS de S. aureus (Grindling y Schneewind, 2007). Se descubrieron dos inserciones independientes en yixA
(sinénimos ylIC o mraW) que queda en un operén con ylIB, fisL y pbpB y codifica una proteina de funcién
desconocida. Sin embargo, la delecién de yIxA demostré no ser muy potente en la supresion de la dependencia de
Mg2+ de B. subtilis Dmbl (no mostrado). Se descubrié una insercién de transposén en cada una en yaaT que codifica
una proteina de funciéon desconocida implicada en la cascada de fosfotransferencia durante el inicio de la
esporulacion (Hosoya et al., 2002), en el gen para el transportador de glutamato GItT (Slotboom et al., 2001; Tolner
et al, 1992), y en pnpA que codifica polinucleétido fosforilasa (Luttinger et al., 1996; Mitra et al., 1996; Wang y
Bechhofer, 1996).

Funcién solapante pero distinta de los homélogos de actina en B. subtilis

El hallazgo de que los mutantes de homdlogos de actina de B. subtilis MreB y MreBH son sensibles a una
concentracion de Mg2 baja (Carballido-Lépez et al., 2006; Formstone y Errlngton 2005) condujo a los inventores a
reconstruir el mutante de mbl en presencia de altas concentraciones de Mg®*. El aumento de la eficacia de siembra
en placas, uniformidad de la forma de las colonias y mejora de la morfologla celular recapitulé los hallazgos
anteriores realizados para los mutantes de mreB y mreBH. Sin embargo, los mutantes varian en los niveles 6ptimos
de Mg2+ el mutante de mreBH requiere solamente Mg2+ aproximadamente 100-200 nM para viabilidad y las células
presentan una anchura celular reducida (Carballido-L6pez et al., 2006); el mutante de mreB tiene un requisito mayor
de Mg®* (2,5 mM) y el agotamiento del cation da como resultado un aumento del didmetro celular y en ultima
mstanma lisis (Formstone y Errington, 2005); finalmente, el mutante de mbl de nueva construccion requiere adicién
de Mg aproximadamente 3 mM que esta en un intervalo similar del mutante de mreB previamente descrito. En
medio no complementado la cepa crece lentamente, las células tienden a enrollarse, formar cadenas, hincharse a lo
largo de su longitud y son propensas a lisis.

En un fondo por lo demas de tipo silvestre, el unico mutante doble viable fue Dmbl DmreBH, que tiene un fenotipo
similar al de un mutante sencillo de mbl. Las combinaciones con DmreB fueron letales, y el agotamiento de MreB en
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fondos mutantes de mbl o mreBH condujo a una pérdida de forma de bastén y muerte celular (Defeu Soufo y
Graumann, 2006; A. Formstone y J. Errington, no publicado) independientemente de los niveles de Mg Por lo
tanto, las tres proteinas de tipo MreB parecen tener funciones solapantes, debido a que mreB es esencial en cepas
suprimidas con respecto a cualquiera de los otros dos homologos Sin embargo, aunque los tres mutantes
comparten ciertas caracteristicas como la dependencia de Mg y los efectos en la forma celular, las diferencias
fenotipicas entre los mutantes sencillos muestran que cada uno tiene una funcion parcialmente diferenciada.

Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Se enumeran cepas de B. subtilis y plasmidos usados en el presente estudio en la Tabla 2, oligonucleétidos en la
Tabla 3.

Métodos generales

Se dejaron crecer cultivos liquidos de cepas de B. subtilis en Medio Antibiético de Difco 3 (PAB) a 37 o 50 °C segun
se indique. Se usaron placas de agar nutriente (Oxoid) para crecimiento en medio soélido. Las concentraciones
minimas de Mg®* requeridas para el crecimiento se determinaron en Agar Nutriente o Medio de Sales Modlflcadas
(Carballido-Lopez et al., 2006). Se afiadio MgSO, a todos los medios a la concentracion final indicada de Mg®*. Se
llevaron a cabo manipulaciones de ADN Yy transformaciones de E. coli DH5a usando métodos convencionales
(Sambrook, 1989). Se transformaron cepas de B. subtilis de acuerdo con el método de Anagnostopoulos y Spizizen
(1961) como se modificd por Jenkinson (1983). La seleccion de transformantes de B. subtilis se llevo a cabo en agar
nutrlente (Oxoid), complementado con antibidticos, segun se requirié, con: kanamicina (5 mg ml 1) cloranfenicol (5
mg ml™), eritromicina (1 mg mI™"), lincomicina (25 mg ml™") y/o espectinomicina (50 mg ml™). Se afiadio IPTG (1 mM)
segun se indica.

Exploracién con respecto a mutantes supresores independientes de Mg2+

Se realizé mutagénesis de transposones aleatoria usando el transposén basado en mariner tnYLB-1 como se ha
descrito anteriormente (Le Breton et al., 2006). Brevemente, el plasmido pMarB se introdujo en una cepa mutante de
mbl (2505) a 30 °C en presencia de concentraciones de Mg®* altas. Se seleccionaron colonias individuales, se
cultlvaron en medio LB a 37 °C durante 8 h, y después se sembraron en placas de agar nutriente no complementado
con Mg® pero que contenia kanamicina para seleccionar las inserciones de transposon creando cepas
independientes de Mg®*. Se seleccionaron colonias individuales y se comprobo la delecion de mbl (spc'), integracion
del transposon tnYLB-1 (neo') y pérdida del plasmido (erm®) por parcheado en placas que contenian el antibiético
apropiado. La uniéon entre la insercion de transposén y la independencia de Mg se verific6 mediante
retrocruzamiento de ADN cromosomico de colonias sencillas tres veces en un fondo mutante de mbl. Se
seleccionaron tres supresores fuertes y se determind el sitio de insercion del transposon mediante amplificacién por
PCR inversa y secuenciacion como se ha descrito previamente (Le Breton et al., 2006).

Construccion de mutantes de delecién de insercion

Se amplificaron por PCR regiones cromosomicas de aproximadamente 2,5 - 3 kb que flanqueaban el gen o los
genes para suprimir usando cebadores mbl-A/mbl-B y mbl-C/mbl-D para la delecién de mbl. Estos productos de PCR
se ligaron después con un casete de resistencia a antibidticos (cat de pCotC; Veening et al., 2006) y después se
volvieron a amplificar usando los cebadores externos B + D. La transformacion de los productos de PCR resultantes
en B. subtilis 168 con seleccién del antibidtico adecuado dio lugar después a cepas en las que el gen diana se
sustituye por un casete de resistencia a antibidticos. La delecién del gen e inserciéon del casete de resistencia se
verific6 mediante PCR.

Captura de imagenes microscépicas

Para microscopia, se diluyeron células a partir de un cultivo liquido o sélido durante una noche en medio PAB
complementado con MgSQO4 20 mM cuando se requirié y se cultivaron a 37 °C o 50 °C. Las células se montaron en
portaobjetos de microscopio cubiertos con una pelicula delgada de agarosa 1% en medio minimo (Glaser et al.,
1997). Se consiguio tincién de la membrana mezclando 2 ni de solucién de Rojo Nilo (Molecular Probe) (12,5 mg ml®
1) con 600 m de agarosa en el portaobjetos. Los nucleoides se tileron mezclando 8 i de la suspensién celular con 2
m de solucion de DAPI (Sigma) (1 mg ml™* en glicerol 50%) en un tubo Eppendorf antes de montar la muestra en el
portaobjetos cubierto con agarosa. Se adquirieron imagenes con una camara CCD enfriada 14 Sony CoolSnap HQ
(Roper Scientific) unida a un microscopio Zeiss Axiovert M135 o a un microscopio Zeiss 15 Axiovert 200M. Se us6
ImageJ (http://rsb.info.nih.govV/ij/) para analizar las imagenes, la manipulacion se limité a alterar el brillo y el contraste
para obtener impresiones 6ptimas.
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Tabla 1. Dimensiones celulares de cepas de tipo silvestre y mutantes

Cepa Genotipo relevante Temperatura Mg® afiadido Diametro medio (+ DT)
168 37°C 0,92 (0,07)
168 37°C 20 mM 0,91 (0,07)
168 50 °C 0,97(0,10)
2505 Dmbl 37°C 20 mM 1,00 (0,09)
2505  Dmbl 50 °C 1,12 (0,12)

Los cultivos se dejaron crecer en medio PAB en las condiciones indicadas.

Tabla 2. Cepas bacterianas y plasmidos

g(t)apa/ plasmi Genotipo relevante Referencia/construccion
B. subtilis

168 trpC2 reserva de laboratorio
3728 trpC2 Wneo3427D mreB Formstone y Errington, 2005
2505 trpC2 W(mbl::spc) (Jones et al., 2001)
4261 trpC2 Dmbl:: cat el presente trabajo
4283 trpC2 DitaS::neo el presente trabajo
4284 trpC2 DltaS:spc el presente trabajo
4285 trpC2 DitaS::cat el presente trabajo
4286 trpC2 DitaS::er v el presente trabajo
4298 troC2 W(mbl::spc)DltaS::neo el presente trabajo
Plasmidos

PMarB bla erm Pgc-Himar1 kan (TnYLB-1) Le Breton et al., 2006
pBEST501 bla neo Itaya et al., 1989

pVK71

bla neor::spc

PMUTIN4 bla erm Pspac-lacZ lacl
pCotC-GFP  bla cat Poic-cotC-gfp

Chary et al., 1997
Vagner et al., 1998
Veening et al., 2006

pLOSS* Bla spc Pspac-mcs P div IVA-lacZ lacl reppLS20 Claessen et al., 2008
Tabla 3. Oligonucleétidos
Nombre  Secuencia Descripcion
IPCR1 GCTTGTAAATTCTATCATAATTG Amplificacion por IPCR
IPCR2 AGGGAATCATTTGAAG GTTGG Amplificacion por IPCR
IPCR3 GCATTTAATACTAGCGACGCC Secuenciacion de ADN por IPCR
mbl-A GCTCACTCTAGACCGAGGTCAATACCAATATCC  Xbal
mbl-B GTGATGAAGCGTCCTATG
mbl-C CTGAGCGAATTCCGCAAACTAAGCTGATTTCAC  EcoRl
mbl-D CCTATATGGCCTGGAAGAC
mbl-dir ~ CTCGAGGATCCACCTGGCATTGCCTTCTTG BamHI
mbl-inv.  CATACTGAATTCCATGACACCT GTGCCCGATG EcoRl
yfIE-A1  CTAGCAGCATGCGTTCGAGCGAAACGATAG Sphl
yflIE_A2 GTACGGTCTAGAGTTCGAGCGAAACGATAG Xbal
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Nombre  Secuencia Descripcion

yflE-B CATCGTGATTCCGGCACTC

yfIE-CI CATCTAGGTACCGAGAGGTTGCCCTCTCC Kpnl

yflIE_C2 CTAGCTGAATTCGAGAGGTTGCCCTCTCC EcoRl

yflE-D CTGCCGTAATGCATGTCAG

yflEdir G ACAGTGGATCCCACTTTCTCCCTCATACG BamHI

yflEinv CATCCAGAATTCGCAGCTGAGGAATTGAGG EcoRl
Ejemplo 2

La delecion de la LTA sintasa YfIE suprime la dependencia de Mg2+ de los mutantes de mbl

Los inventores han mostrado anteriormente que los mutantes de mb/ no son viables a [Mgz+] bajo y que las
mutaciones que suprimen este fenotipo pueden obtenerse faciimente. En una recogida de mutantes suprimidos
inducidos por transposén habia tres cepas con inserciones en el gen yflE. El gen de tipo silvestre codifica una
proteina de 649 aminoacidos con un peso molecular predicho de 74,2 kDa. La secuenciaciéon de ADN mostré que
cada insercion interrumpiria la fase abierta de lectura de yflE, después de los codones 41, 72 y 387,
respectivamente. Mientras se estaba realizando el trabajo, (Griindling y Schneewind, 2007) mostraron que un gen
cercanamente relacionado (79% idéntico) en Staphylococcus aureus codifica LTA sintasa. También mostraron que el
gen yflE de B. subtilis podria complementar el fenotipo letal de /faS en S. aureus restaurando la sintesis de LTA. Por
lo tanto, en lo sucesivo los inventores renombran el gen yfIE de B. subtilis como /taS.

Los inventores construyeron una deleciéon completa del gen /taS (cepas 4283) y confirmaron que el mutante doble de
ItaS mbl (cepa 4298) no es dependlente de Mg? (Figura 2). Tanto en placas como en medio liquido (PAB o LB) el
mutante doble crecié sin Mg afadido (Figura 2A y B), aunque el crecimiento fue mas lento que para el cultivo de
tipo silvestre. Resulta interesante que la delecién de /tas también contrarrestaba el hinchamiento y enrollamiento
tipicos de células mutantes de mbl; en su lugar el mutante doble parecia similar al mutante sencillo de /taS (Figura
2C) (véase posteriormente).

Efectos de las condiciones de crecimiento e iones metalicos en los mutantes de /taS

El mutante de /taS también mostré crecimiento alterado dependiendo del medio de crecimiento. Para entender las
consecuencias de la pérdida de actividad de LTA sintasa los inventores caracterizaron el crecimiento del mutante en
una serie de condiciones. El mutante tenia una tasa de crecimiento lenta en medio rico tal como PAB (véase
posteriormente) y no crecia en absoluto en medio CH o S. El analisis sistematico de los efectos de los componentes
de estos medios afadidos a PAB mostré que la cepa mutante era particularmente sensible a niveles elevados de
Mn®". En los ejemplos mostrados en la Figura 3A, la adicion de MnSO,4 0,05 mM a agar nutriente (NA) suprlmlo el
crec:|m|ento del mutante, mientras que el crecimiento del tipo silvestre no se vio afectado. La adicién de Mg *0,5mM
no tuvo ningun efecto en el crecimiento del mutante, lo que muestra que el efecto no era una sensibilidad general a
catlones divalentes. Por otro lado los inventores observaron que en glacas de medio minimo con concentraciones de
Mg " definidas el mutante de /faS crecia a concentraciones de Mg~" menores que la cepa de tipo silvestre (Figura
3B). La menor neceS|dad de Mg2 podria ser la razén por la que una delecion de /faS suprime el fenotipo
dependiente de Mg " de mutantes de mbl y mreB (Formstone y Errington, 2005). Los inventores pro onen que, de
forma coherente con funciones previamente sugeridas de LTA en la eliminacién de iones de Mg®* (Neuhaus y
Baddiley, 2003), la ausencia de LTA (sintetizado por LtaS) conduce a una pérdida de una zona de tamponamiento
alrededor de la envoltura bacteriana. Como consecuencia los iones tienen un acceso mas inmediato a la célula, lo
que conduce a menores requisitos de iones con alta afinidad tales como Mg que es un cofactor en muchas
enzimas bacterianas. Al mismo tiempo, la toxicidad de los iones de Mn** aumenta estos pueden reemplazar Mg**
debido a sus propiedades quimicas similares pero no participan correctamente en la funcion enzimatica (Cowan,
1995). Estos resultados proporcionan pruebas directas de que LTA tiene un papel principal en la f|3|olog|a de la
pared celular y en particular para proporcionar un ambiente fisicoquimico que favorece la retencion de Mg " frente a
Mn?*

En el proceso de construccion de la cepa de delecion, los inventores observaron que el mutante de /faS también era
hipersensible a diversos antibiéticos y lisozimas. Por ejemplo, el crecimiento del mutante de /faS (cepa 4285) se
suprimié a kanamicina 0,5 ng/ml, una concentracién que no tenia ningun efecto discernible en el crecimiento de
células de tipo silvestre. En otros experimentos en medio soélido la zona de inhibicién de todos los antibidticos
ensayados (kanamicina, ampicilina, vancomicina, penicilina, espectinomicina, eritromicina, lincomicina, carbenicilina)
era mas amplia para el mutante de /faS que para el tipo silvestre (no mostrado). Finalmente, el mutante también
mostré susceptibilidad aumentada a lisozima (no mostrado). EI aumento general de la sensibilidad del mutante a
antibiéticos y lisozima es coherente con la nocion de que LTA también proporciona una capa protectora que
restringe el acceso de muchos agentes bioactivos a sitios sensibles en la envoltura celular.
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Cepas bacterianas y plasmidos
Se enumeran cepas de B. subtilis y plasmidos usados en el presente estudio en la Tabla 2 (anteriormente).
Métodos generales

Se dejaron crecer cultivos liquidos de cepas de B. subtilis en Medio Antibiético de Difco 3 (PAB), medio CH
(Nicholson & Setlow, 1990), o medio S (Karamata & Gross, 1970) a 37 °C. Se usaron placas de agar nutriente
(Oxoid) para cultivo en medio solido, se prepararon placas de Medio de Sales Modificadas con concentraciones de
Mg2+ definidas como se ha descrito previamente (Carballido-Lépez et al, 2006). La concentracion dada de Mg2+ se
consiguié mediante adicion de MgSO4 al medio. Se transformaron cepas de B. subtilis y manipulaciones de ADN de
acuerdo con el método de Anagnostopoulos y Spizizen (1961) como se modificé por Jenkinson (1983). Se llevo a
cabo seleccién de transformantes de B. subtilis en agar nutriente (Oxoid), complementado con antibiéticos, segun se
requirio, con: kanamicina (5 mg ml™), cloranfenicol (5 mg mi™"), eritromicina (1 mg mI™"), lincomicina (25 mg ml™) y/o
espectinomicina (50 mg ml™"). Para ensayar la sensibilidad a cationes, se dejaron crecer cultivos hasta fase de
crecimiento semiexponencial en medio PAB, después se resuspendieron en PBS hasta una DOgy de 1,0. Se
aplicaron puntualmente 10 ni de diluciones 10™ a 10® en PBS en placas NA que contenian MnSO4 0 MgSOy en las
concentraciones indicadas.

Exploracion con respecto a mutantes supresores de mb/ independientes de Mg2+

Se realizé mutagénesis de transposones aleatoria usando el transposén basado en mariner tnYLB-1 como se ha
descrito anteriormente (Le Breton et al., 2006). En resumen, el plasmido pMarB se introdujo en una cepa mutante de
mbl (2505) a 30 °C en presencia de concentraciones altas de Mg®*. Se seleccionaron colonias individuales, se
cultivaron en medio LB a 37 °C durante 8 h y después se sembraron en placas de agar nutriente no complementado
con Mg* pero que contenia kanamicina para seleccionar las inserciones del transposén creando cepas
independientes de Mg”. Se seleccionaron colonias individuales y se comprobd la deleciéon de mbl (spc'), integracion
del transposon tnYLB-1 (neo') y pérdida del plasmido (erm®) por parcheado en placas que contenian el antibiético
apropiado. Se verificd la unién entre la insercién del transposéon y la independencia de Mg2+ mediante
retrocruzamiento de ADN cromosémico de colonias sencillas tres veces en un fondo mutante de mbl. Se
seleccionaron diez supresores fuertes y se determind el sitio de insercidon del transposon mediante amplificacion por
PCR inversa y secuenciacion como se ha descrito previamente (Le Breton et al., 2006).

Construccion de cepas de delecion y agotamiento

Los genes se suprimieron reemplazando la secuencia codificante con marcadores de resistencia a antibiético. Por lo
tanto, se amplificaron aproximadamente 2500 pb cadena arriba y abajo de los genes diana usando los cebadores
yfIE-A/YfIE-B e yfIE-C/YfIE-D para la delecion de yflE, se ligaron al casete de resistencia deseado y después se
transformoé B. subtilis 168 con el producto de ligacién, se seleccionaron transformantes en el antibiético apropiado y
se verificaron por PCR. Se derivaron casetes de resistencia mediante restriccion o amplificacion por PCR a partir de
plasmidos [cat de pCotC (Veening et al., 2006); erm de pMUTIN4 (Vagner et al., 1998); neo de pBEST501 (Itaya et
al., 1989); spc de pLOSS* (Claessen et al., 2008)].
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Los nucleétidos subrayados en SEC ID N°: 1 y 3 indican las secciones codificantes de proteina de
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cada secuencia

SECID N° 1
attcctttat
gattcgacgg
gattcgtgtt
aaaaggagtg
gcggtcgtce

ttctagaaag
cgtttttcge
atattggata
taacaatgaa

ataccttgtt
cactttctce
cgttegtttt
aacatttata

ttacatttgg
ctcatacgat
ttctatecgtt
aaagaaagag

taatatcaaa
tttcactttt
tcgctcgaac
gactggcctt

gcgaaacgtt
ctaatctgct
tggatcggaa
cttcttaatt

60

120
180
240

tgttatggat

caaaacgtat

gtcggttatg

tcctgaattt

caacttagga

300

atagacaaca

cgatacaaaa

aatattgctt

tttgtgaatc

ctcttagete

aagcttgtte

360

tttctetgget

ttggactctt

gttcaagaaa

aaattacagc

agacagccat

tatagtgatt

420

cattttttaa

tgtctttttt

actgtacgcc

aacattgtgt

actacagatt

tttcaatgat

480

tttattacaa

ttccggqtcecat

tatgcaggct

aaaacaaacg

gcggccaact

cggtgacagc

540

gcattttcgc

tgatgagacc

gactgacgcc

ttttacttta

tcgatacgat

catcctgatce

600

atcttggcga

tcaaagtaaa

caagcctgec

gaaacgtcaa

gcaaaaaatc

gttccgaatt

660

atttttgegt

cttcaattct

tgtgttcttg

atcaacctgg

cagttgcgga

atcagaccgt

720

cctgaattge

tgacaagatc

attcgaccgg

aactatcttg

tgaaatactt

gggaacatac

780

aatttcacga

tttatgacgc

tgtacagaat

atcaagtcca

acagccagcg

cgcgettgee

840

gattccagcg

acgtaacgga

agtagaaaac

tacatgaaag

ccaattacga

tgtgccgaat

900

aacgtgtatt

tcggcaaagc

ggaaggaaaa

aacgtcattt

acgtttcact

tgaatctttg

960

cagtcattta

tcatcgacta

taaaattgac

ggcaaagaag

tgacaccatt

cttaaataaa

1020

ctggcacatg

ataacgaaac

gttctacttt

gataactttt

tccaccaaac

gggacaaggt

1080

aaaacatctg

atgctgaatt

tatgatggaa

aactctctgt

acccgctggce

tcaaggttca

1140

gttttcgtaa

acaaagcgca

aaacacgctg

caatccgttc

cggcgattct

gaagtctaag

1200

aattacacat

ctgctacttt

ccacgggaac

acgcagacgt

tctggaaccg

taacgaaatg

1260

tacaaggcgg

aaggcattga

taaattcttt

gattctgctt

actatgacat gaacgaagaa

1320

aacacgaaaa

actacggcat

gaaagacaaa

ccgttcttca

aagaatcaat

gcecgetgetg

1380

gaaagcctqgc

cgcagcegtt

ctatacgaag

ttcattacce

tttccaacca

cttcccatte

1440

ggaatggatg

agggggatac

agacttcccg

gctggagact

ttggtgactc

tgtcgtcgat

1500

aactatttcc

agtcagccca

ttaccttgat

cagtccattg

aacaattctt

caatgatctg

1560

aaaaaagacg ggttatatga

taaatcgatt

attgtgatgt

acggagacca

ctacggcatc

1620

tctgaaaacc

acaataaaqgc

gatggcgaaa

gtgcttggca

aggatgaaat

cactgattac

1680

gacaacgcce

agcttcaacg

ggtgccgcetce

tttatccacg

ctgccggegt

gaagggcgag

1740

aaagttcata

aatatgccgg

agacgttgat

gtggctccta

ccattctgca

tctgectcgga

1800

gtggatacga

aggactatct

gatgtccggt

tctgatattt

tatcgaaaga

acaccgtgaa

1860

gtgattccgt

tccgaaacag

agactttatt

tcaccgaagt acacgaaaat

atccggtaag

1920

tattacgaca

cgaaaaccgqg

aaaagaactc

gatgaatccg

aagtcgacaa gtcagaagac

1980

tcactcgtcea

agaaggaact

tgaaatgtcce

gataaaatca

taaacggaga

cctgectgegg

2040

ttctacgagc

cgaaaggttt

taagaaggtg

aatccttctg

attatgatta

cacaaaacat

2100

gacgaagatt

cttccgaaac

gtcaaaggat

aacgaagata

aataagaaaa

ttgcccetcetce
ttcgggccaa
gcttecttta
gt

cgectttttta
taatgacttg
gcagtgcttc

tttgacagca
aaccgattgc
atccaccaaa

gccctcaatt
ccgceecgatt
gcggtatcct

cctcagctgce
tgacaacccc
tcacagtcag

agcggagagg
aaattccaca
ttttgegect
tcgcagectt

2160
2220
2280
2340

SECIDNC 2

MKTFIKERGLAFFLIAVVLLWIKTYVGYVLNFNLGIDNTIQKILLFVNPLSSSLFFLGFG
LLFKKKLQQTAIIVIHFLMSFLLYANIVYYRFFNDFITIPVIMQAKTNGGQLGDSAFSLM
RPTDAFYFIDTIILIILAIKVNKPAETSSKKSFRITFASSILVFLINLAVAESDRPELLT
RSFDRNYLVKYLGTYNFTIYDAVQNIKSNSQRALADSSDVTEVENYMKANYDVPNNVYFG
KAEGKNVIYVSLESLQSFIIDYKIDGKEVTPFLNKLAHDNETFYFDNFFHQTGQGKTSDA
EFMMENSLYPLAQGSVFVNKAQNTLQSVPAILKSKNYTSATFHGNTQTFWNRNEMYKAEG
IDKFFDSAYYDMNEENTKNYGMKDKPFFKESMPLLESLPQPFYTKFITLSNHFPFGMDEG
DTDFPAGDFGDSVVDNYFQSAHYLDQSIEQFFNDLKKDGLYDKSTI IVMYGDHYGISENHN
KAMAKVLGKDEITDYDNAQLORVPLFIHARGVKGEKVHKYAGDVDVAPTILHLLGVDTKD
YLMSGSDILSKEHREVIPFRNGDFISPKYTKISGKYYDTKTGKELDESEVDKSEDSLVKK
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SECID N° 3

aaattctcga aggagagcct gttcagcaat cgtaatcacc tggcattgec ttcttgaaat 60
cgttcataaa acatccgcaa aaatttgtaa agaacttatt gtgcttccaa ctttttttect 120
atattttatg ataatatata taattagggc acaatgtgga tatttactgt gaaacagatt 180
ttcaaggagg atataaatag atgtttgcaa gggatattgg tattgacctc ggtactgcaa 240
atgtactgat ccatgttaaa ggtaaaggaa ttgttctgaa tgaaccttcc gttgttgcac 300
ttgataaaaa cagcggcaaa gtgctggcgg ttggcgaaga ggcaagacga atggttggac 360
gtacacctgg gaatattgtt gcgattcgcc cgctgaaaga cggagttatt gctgactttg 420
aagtaacaga agcaatgctg aaacatttta ttaacaagct gaatgtaaaa ggcctgttct 480
caaagccgcg catgctcatt tgctgcccga cgaatattac atccgttgag caaaaagcaa 540
ttaaagaagc tgcagaaaaa agcggcggga aacatgtgta ccttgaagaa gaacctaaag 600
ttgccgectat cggcgecgggt atggaaatat tccagccaag cggtaacatg gttgtagaca 660
tcggaggegg gacgacggat atcgcggtta tttcaatggg cgatattgtc acctcectctt 720
ctattaaaat ggctggggac aagtttgaca tggaaatctt aaattatatc aaacgcgagt 780
acaagctgct gatcggcgaa cgtactgcgg aggatattaa gattaaagtc gcaactgttt 840
tcccagacgc acgtcacgag gaaatttcca ttcgeggacg ggacatggtt tccggtcttc 900
caagaacaat tacagtaaac agtaaagaag ttgaagaagc ccttcgtgaa tctgtcgctg 960
ttattgttca ggctgcaaaa caagtgctcg aaagaacacc gcctgaactt tctgctgata 1020
ttattgaccg cggcgttatt attaccggcg gaggcgcgct cttaaacggc cttgaccage 1080
tgcttgctga agagctgaag gtaccggtcc tcgttgctga aaatcctatg gattgcgtag 1140
ccatcggcac agqgtgtcatg cttgataata tggacaagct tcctaaacgc aaactaagct 1200
gatttcacaa acctcattct gaaaaagaat gaggtttttt tatgaaaaag ccttcacgaa 1260
aagatgttaa atgacgataa taggataaaa tactgagttt ttattataga acgaacgttc 1320
ctatatgaca actggaaaaa atgccatttt tagaggtggg aaatttgtta aaaggattat 1380
atacagcaac atccgcaat

SECID N° 4
MFARDIGIDLGTANVLIHVKGKGIVLNEPSVVALDKNSGKVLAVGEEARRMVGRTPGNIV
AIRPLKDGVIADFEVTEAMLKHFINKLNVKGLFSKPRMLICCPTNITSVEQKAIKEAAEK
SGGKHVYLEEEPKVAAIGAGMEIFQPSGNMVVDIGGGTTDIAVISMGDIVTSSSIKMAGD
KFDMEILNYIKREYKLLIGERTAEDIKIKVATVFPDARHEEISIRGRDMVSGLPRTITVN
SKEVEEALRESVAVIVQAAKQVLERTPPELSADIIDRGVIITGGGALLNGLDQLLAEELK
VPVLVAENPMDCVAIGTGVMLDNMDKLPKRKLS
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attcetttat ttctagaaag ataccttgtt ttacattigg taatatcaaa gcgaaacgtt 60
gattcgacgg cgtttttege cactttctec ctcatacgat tttcactttt ctaatctget 12¢
gattcgtgtt atattggata cgttegtttt ttetatogtt tegetcgaac tggateggaa 180
aaaaggagtg taaca atg aaa aca ttt ata aaa gaa aga gga ctg gcc ttc 231

Met Lys Thr Phe Ile Lys Glu Arg Gly Leu Ala Phe

1 5 10
ttc tta att gecg gtc gtc ctg tta tgg atc saa acg tat gtc ggt tat 279
Phe Leu Ile Ala Val Val Leu Leu Trp Ile Lys Thr Tyr Val Gly Tyr

15 20 25
gtc ctg aat ttc aac tta gga ata gac aac acg ata caa aaa ata ttg 327
Val Leu Asn Phe Asn Leu Gly Ile Asp Asn Thr Ile Gln Lys Ile Leu
30 35 40

ctt ttt gtg aat cct ctt age tca age ttg ttc ttt ctt ggc ttt gga 375
Leu Phe Val Asn Pro Leu Ser Ser Ser Leu Phe Phe Leu Gly Phe Gly
45 50 55 60
cte ttg ttc aag aaa aaa tta cag cag aca gec att ata gtg att cat 423
Leu Leu Phe Lys Lys Lys Leu Gln Gln Thr Ala Ile Ile Val Ile His

65 70 75
ttt tta atg tct ttt tta ctg tac gee aac att gtg tac tac aga ttt 471
Phe Leu Met Ser Phe Leu Leu Tyr Ala Asn Ile Val Tyr Tyr Arg Phe

80 85 90
ttc aat gat ttt att aca att ccg gte att atg cag get aaa aca aac 519
Phe Asn Asp Phe Ile Thr Ile Pro Val Ile Met Gln Ala Lys Thr Asn
95 100 105

ggc ggc caa ctc ggt gac agec gea ttt tcg ctg atg aga ccg act gac $67
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Gly

gee
Ala
12%

gta
val

Lt
Phe

tca
Ser

gtg
Val

aat
Asn

205
acg

Thr

gtg
Val

gaa
Glu

gtg
Val

ttt
Phe
285

gaa
Gliu

tte
Phe

aag
Lys

tte

GLy
110

ttt
Phe

aac
Asn

gcg
Ala

gac
Asp

aaa
Lys
150

atc

Ile

gaa
Glu

tat
Tyr

tct
Ser

aca
Thr
230

gat
Asp

44
Phe

gta
Val

tct
Ser

tgg

Gln

tac
Tyr

aag
Lys

tct
Ser

cgt
Arg
175

tac
Tyzr

aag
Lys

gta
Val

tte
FPhe

ttg
Leu
255

cca

Pro

aac
Asn

atg
Met

aac
Asn

aag
Lys
335

azc

Leu

tee
Phe

cct
Pro

tca
Ser
160

cct
Pro

ttg
Leu

tce
Ser

gaa
Glu

ggc
Gly
240

cag

Gln

tte
Phe

ttt
Phe

atyg
Met

aaa
Lys
320

aakt
Asn

cgt

Gly

ate
Ile

gee
Ala
145

att
Ile

gaa
Glu

gga
Gly

aac
Ash

aac
Asn
225

aaa
Lys

tca
Ser

tta
Leu

tte
Phe

gaa
Glu
305

gcqg
Ala

tac
Tyr

aac

Asp

gat
Rsp
130

gaa
Glu

ctt
Leu

tty
Leu

aca
Thr

agc
Ser
210

tac

Tyr

geg
Ala

ttt
Phe

aat
Asn

cac
His
290

adc
Asn

caa
Gln

aca
Thr

gaa

ES 2396 159 T3

Ser
115

acqg
Thr

acg
Thr

gty
Val

cktg
Leu

tac
TyT
195

cag

Gln

atg
Met

gaa
Glu

atc
Ile

aaa
Lys
275

caa
Gin

tct
Ser

aagc
Asn

tct
Ser

akg

Ala

ate
Ile

tca
Ser

tte
Phe

aca
Thr
180

aat
Asn

cgce
Arg

aaa
Lys

gga
Gly

atc
Ile
260

ctg

Leu

acg
Thr

ctg
Leu

acg
Thr

gct
Ala
340

tac

Phe

ate
Ile

age
Ser

ttg
Leu
165

aga

Arg

tte
Phe

gcg
Ala

gce
Ala

aaa
Lys
245

gac
Asp

gca
Ala

g9a
Gly

tac
Tyr

ctg
Leu
325
act
Thr

aaq

15

Ser

ctyg
Leu

aaa
Lys
150

atc
Ile

tca
Ser

acg
Thx

cti
Leu

aat
Asn
230

aac

Asn

tat
Tyr

cat
Hig

caa
Gln

ccqg
Pro
310

caa
Gln

ttec
Phe

gcq

Leu

atc
Ile
135

aaa
Lys

aac
Asn

ttc
Phe

ate
Ile

gcc
Ala
215

tac

Tyr

gtec
val

aaa
Lys

gat
Asp

agt
Gly
295

ctg
Leu

tece
Sex

cac
His

gaa

Mat
120

atc
Ile

teg
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

tat
Tyr
200

gat
Asp

gat
Asp

att
Ile

att
Ile

aac
Asn
280

aaa
Lys

get
Ala

gtt
val

a99
Gly

ggc

Arg

ttg
Leu

tte
Phe

gca
Ala

cag
Arg
185

gac
Asp

tce
Ser

gtg
Val

tac
Tyr

gac
Asp
265

gaa
Glu

aca
Thr

caa
Gln

cecg
Pro

aac
Asn
345

att

Pro

gcy
Ala

cga
Arg

gtt
val
170

aac
Asn

get
Ala

agc
Ser

cecg
Pro

gtt
val
250

g9c<
Gly

acg
The

tet
Ser

ggt
Gly

qcg
Ala
330

acqg
Thr

gat

Thr

atc
Ile

att
Ile
155

acq
Ala

tat
Tyr

gta
Val

gac
Asp

aat
Asn
235

tca

Ser

aaa
Lys

ttc
Fhe

gat
Asp

tca
Ser
315

att
Ile

cag
Gln

aaa

Asp

aad
Lys
140

att
Ile

gaa
Glu

ctt
Leu

cag
Gln

gta
Val
220

aac

Asn

ctt
Leu

gaa
Glu

tac
Tyr

gct
ala
300

(14
Val

ctg
Leu

acqg
Thr

tte

615

663

111

759

807

855

03

951

999

1047

1095

1143

1181

1239

1287



Phe

ttt
Phe
365

ggc
Gly

age
Ser

tte
Phe

Lttt
Phe

gat
Rsp
445

tatk
Tyr

gaa
Glu

ack
Thr

gct
Ala

gat
Asp
525

tat
Tyr

att
Ile

tcc
Ser

gaa

Trp
350

gat
Asp

atg
Met

¢ty
Leu

cca
Proe

ggt
Gly
430

cag

Gln

gat
Asp

aac
Asn

gat
Asp

gcc
Ala
510

gtg
Val

ctg
Leu

ccg
Pro

qgt
Gly

gte

Asn

ket
Ser

aaa
Lys

ccg
Pro

tte
Phe
415

gac
Bsp

tce
Ser

aaa
Lys

cac
His

tac
Tyr
495

gge
Gly

get
Ala

atg
Met

tte
FPhe

aag
Lys
575

gac

Brg

gckt
Ala

gac
Asp

cag
Gln
400

g99a
Gly

tct
Ser

att
Ile

tcg
Ser

aat
Asn
480

gac

Asp

gtg
Val

et
Pro

tce
Ser

cga
Arg
S60

tat
Tyr

aag

Asn

tac
Tyr

aaa
Lys
385

ceqg
Pro

atg
Met

gtc
Val

gaa
Glu

att
Ile
465

aaa

Lys

aac
Asn

aag
Lys

ace
Thr

ggt
Gly
545

asc
Asn

tac
Tyr

tca

Glu

tat
Tyr
370

ccg
Pro

tte
Phe

gat
Asp

gte
Val

caa
Gln
450

atg
Ile

gcg
Ala

gcc
Ala

ggc
Gly

ate
Ile
530

tct
Ser

gga
Gly

gac
Asp

gaa
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Met
355

gac
Asp

tte
Phe

tat
Tyr

gag
Glu

gat
Asp
4135

tte
Phe

qtg
Val

atg
Mat

cag
Gln

gag
Glu
515

ctg
Leu

gat
Asp

gac
Asp

acq
Thr

gac

Tyr

atg
Met

tte
Phe

acg
Thr

999
Gly
420

aac
Asn

tte
Phe

atg
Met

gcg
Ala

ctt
Leu
500

aaa

Lys

cat
His

att
Ile

LEt
Phe

aaa
Lys
580

tca

Lys

aac
Asn

aaa
Lys

aaq
Lys
40%

gat
Rsp

tat
Tyr

aat
Asn

tac
Tyr

aaa
Lys
485
caa
Gln

gtt
Val

oty

tta
Len

ate
Ile
565

acc
Thr

cte

16

Ala

gaa
Glu

gaa
Glu
3%0

tte
Phe

aca
Thr

tke
Phe

gat
Asp

gga
Gly
470

gtg
Val

cg9qg
Arg

cat
His

cte
Leu

tcg
Ser
550

teca
Ser

993
Gly

gtc

Glu

gaa
Glu
375

tca
Ser

att
ile

gac
Asp

cag
Gln

ctg
Leu
45%

gac

Asp

ctt
Leu

gtg
val

aaa
Lys

gga
Gly
535

aaa
Lys

ccg
Pro

aaa
Lys

aaq

Gly
360

aag
Asn

atg
Met

ace
Thr

tte
Phe

tca
Ser
440

aaa

Lys

cac
His

gdc
Gly

ccg
Pro

tat
Tyr
520

gtg
val

gaa
Glu

aag
Lys

gaa
Glu

239

Ile

acq
Thr

ccg
Pro

ctt
Leu

ceg
Pro
425

gcc
Ala

aaa
Lys

tac
Tyr

aag
Lys

cte
Leu
505

gce
Ala

gat
Asp

cac
Rig

tac
Tyr

ctc
Leu
585

Jaa

Asp

aaa
Lys

ctg
Leu

tce
Ser
410

gct
Ala

cat
Bis

gac
Asp

ggc
Gly

gat
Asp
490

[ 4
Fhe

gga
Gly

acg
Thr

cgk
Arg

acqg
Thr
570

gat
Asp

ctt

Lys

aac
Asn

ctyg

395

aac
Asn

gga
Gly

tac
Tyx

999
Gly

atc
Ile
475

gaa
Glu

ate
Ile

gac
Asp

aag
Lys

gaa
Glu
555

aaa
Lys

gaa
Glu

gaa

Phe

tac
Tyr
380

gaa
Glu

cac
His

gac
Bsp

cit
Leu

Ltta
Leu
4160

tet

Ser

ate
Ile

cac
Bis

gtt
Val

gac
Asp
540

atg
Val

ata
Ile

tece
Ser

atg

133%

1383

1431

1479

1527

1575

1623

1671

1719

1767

1815

1863

1911

1959

2007
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Glu

tee
Ser
605

agt
Gly

gaa
Glu

Val
590

gat
Asp

tet
Fhe

gat
Asp

Asp

aaa
Lys

aag
Lys

tct
Ser

Lys Ser

atc ata
Ile [le

aag gty
Lys val
825

tce gaa
Ser Glu
640

Glu

aac
Asn
610

aat
Asn

acg
Thr
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Asp Ser Leu

595

gga gac ctg
Gly Asp Leu

cct tect gat
Pro Ser Asp

tca aag gat
Ser Lys Asp

645

val

ety
Leu

tat
Tyr
630

aac
Asn

Lys

<gg
Arg
615

gat
Asp

gaa
Glu

cggagaggtt gococteteeg cttttttatt tgacagcage

atteccacatt cgggccaata atgacttgaa ccgattgecc

ttgegeetge tttotttage agtgettcat ccaccaaage

gcagcecttgt

<210> 2
<211> 649
<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 2

Met

val

Asn

Pro

Lys

05

Phe

Ile

Gly

1le

Ala

Lys Thr Phe

Yal Leu Leu

20

Leu Gly Ile

35

Leu Ser Ser
S0
Lys Leu Gln

Leu Leu Tyr

Thr Ile Pro

100

Asp Ser Ala

115

Asp Thr Ile

130

145

Glu Thr Ser

Ile Lys

Trp Ile

Asp ASD

Ser Leu

Gln Thr

70

Ala Asn

85

val Ile

Phe Ser

Ile Leu

Ser Lys

15¢

Glu Axg

Lys Thr

Thr Ile

40

Phe Fhe

55

ala Ile

Ile Val

Met Gln

Leu Met

Gly

Tyr

25

Gln

Lau

Ile

Tyr

Ala

105

120

Ile Ile

135

Lys Ser

17

Arg

Leu

Phe

Leu

10

Val

Lys

Gly

val

Tyr

%0

Lys

Pro

Ala

Arg

Lys
600

[4 4=
Fhe

tac
Tyr

gat
Asp

cctcaattcec Ecagetgcaa
geeegatttyg acaaceccctt

ggtatccttc acagtcagtc

75

Glu Leu Glu Met

tac gag ccg aaa
Tyr Glu Pro Lys

620

aca aaa cat gac
Thr Lys His Asp

635

aaa taagaazaaaqg

Lys

Ala Phe

Gly Tyr

Ile Leu

Phe Gly

Ile His

Arg Phe

Thr Asn

Thr Asp

Ile Lys

140

Ile Ile

155

Phe Leu Ile
15

Val Leu Asn
30

Leu Phe val
45

Leu Leu Phe

Fhe Leu Met

Phe Asn Asp

Gly Gly Gln

110

Ala Phe Tyr
125

Yal Asn Lys

Phe Ala Ser

Ala

Phe

Asn

Lys

Ser

B0

Phe

Leu

Phe

Pro

Ser
160

2055

2103

2152

2212

2272

2332

2342



Ile

Glu

Gly

Asn

Asn

225

Lys

Ser

Leu

Phe

Glu

305

Ala

Tyr

Asn

Tyr

Lys

385

Pro

Met

Val

Glu

Ile
465

Leu

Leu

The

Ser

210

Tyr

hla

Phe

Asn

His

290

Asn

Gln

Thr

Glu

Tyr

370

Pro

Phe

Bsp

Val

Gln

450

1le

Val

Leu

Tye

195

Gln

Met

Glu

Ile

Lys

215

Gln

Ser

Asn

Ser

Met

355

Asp

Phe

Tyr

Glu

Asp

435

Phe

Val

Phe

Thr

180

Asn

Arg

Lys

Gly

Ile

260

Leu

Thr

Leu

Thr

Ala

340

Tyr

Het

Phe

Thr

Gly

420

Asn

Phe

Met

ES 2396 159 T3

Leu

165

Arg

Phe

Ala

Ala

Lys

245

Asp

Ala

Gly

Tyr

Leu

325

Thr

Lys

Asn

Lys

Lys

409

Asp

Tyr

Asn

Tyr

Ile

Ser

Thr

Leu

Asn

230

Asn

Tyr

His

Gln

Pro

310

Gin

Phe

Ala

Glu

Glu

390

Phe

Thr

Phe

Asp

Gly
410

Asn

Phe

Ile

Ala

215

Tyr

Val

Lys

Asp

Gly

295

Leu

Ser

His

Glu

Glu

375

Ser

Ile

Rsp

Gln

Leu

455

Asp

Leu

Asp

Tyr

200

Asp

aAsp

Ile

Ile

Asn

280

Lys

Ala

Val

Gly

Gly

360

Asn

Met

Thr

Phe

Ser

440

Lys

His

18

Ala

Arg

183

Asp

Ser

Val

Tyr

Asp

265

Glu

Thr

Gln

Pro

Asn

345

Tie

Thr

Pro

Leu

Pro

425

Ala

Lys

Tyr

val

170

Asn

Ala

Ser

Pro

Val

250

Gly

Thr

Ser

Gly

Ala

330

Thz

Asp

Lys

Leu

Ser

110

Ala

His

Asp

Gly

Ala

Tyr

Val

Asp

Asn

235

Ser

Lys

Phe

Asp

Ser

315

Ile

Gln

Lys

Asn

Leu

395

Asn

Gly

Tyr

Gly

lie
475

Glu

Leu

Gln

Val

220

Asn

Leu

Glu

Tyr

Ala

300

Val

Leu

Thr

Phe

Tvyr

380

Glu

His

Asp

Leu

Leu

460

Ser

Ser

Val

Asn

205

Thr

Val

Glu

Val

Phe

285

Glu

Phe

Lys

Phe

Phe

368

Gly

Ser

Phe

Phe

Asp

445

Tyr

Glu

Asp

Lys

190

Ile

Glu

Tyr

Ser

Thr

270

Asp

Phe

Val

Ser

Trp

356

Asp

Met

Leu

Pro

Gly

430

Gln

Asp

Asn

Arg

17%

Tyr

Lys

val

Phe

Lew

255

Pro

Asn

Met

Asn

Lys

33

Asn

Ser

Lys

Pro

Phe

415

Asp

Ser

Lys

His

Pro

Leu

Ser

Glu

Gly

240

Gln

Phe

Phe

Mat

Lys

320

Asn

Arg

ARla

Asp

Gln

400

Gly

Ser

Tle

Ser

Asn
480



10

Lys Ala
Asn Rla
Lys Gly
Thr Ile

530

Gly Ser
545

Asn Gly
Tyr Asp
Ser Glu
Ile Asn

610

Val Asn
625

Glu Thr

<210> 3

<211> 1399

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<220>
<221> CDS
<222>(201)..(1199)

<400> 3

Met

Gin

Glu

515

Leuw

Asp

Asp

Thr

Asp

555

Gly

Pro

Ser

Ala

Leu

500

Lys

His

Tie

Phe

Lys

<80

Ser

Asp

Ser

Lys

ES 2396 159 T3

Lys

483

Gln

Val

Leu

Leun

Iie

565

Thr

Leu

Leu

Asp

Asp
645

Val

Arg

Ris

Leu

Ser

550

Ser

Gly

val

Leu

Tyx

€30

Asn

Leu
val
Lys
Gly
535
Lys
Pro
Lys
Lys
Arg
615

Asp

Glu

Gly
Pro
Tyr
520
Val
Glu
Lys
Glu
Lys
600
Phe

Tyr

Asp

Lys

Leu

505

Ala

Asp

His

Tyr

Leu

585

Glu

Tyr

Thr

Lys

Asp

490

Phe

Gly

Thr

Arg

Thr

570

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Ile

Asp

Lys

Glu

555

Lys

Glu

Glu

Pro

His
635

Ile

His

Val

Asp

540

Val

Ile

Ser

Met

Lys

620

Asp

Thr

Ala

Asp

525

Tyr

Ile

Ser

Glu

Ser

605

Gly

Glu

Asp Tyr Asp

Ala
510
Val
Leu
Pro
Gly
Val
590
Asp

Phe

Asp

495

Gly

Ala

Met

Phe

Lys

575

asp

Lys

Lys

Ser

val

Pro

Ser

Arg

560

Tyr

Lys

Ile

Lys

Ser
640

aaattcicga aggagagcct gttcagcaat cgtaatcace tggcattgce ttcttgaaat

cgttcataaa acatccgoaa aaatttgtaa agaacttatt gtgettccaa ctttttifct

atattttatq ataatatata taattaggge acaatgtqga tatttactgt gaaacagatt

ttcaaggagg atataaatag atg tft gca agg gat akt ggt att gac ctec ggt

1

act gca aat gta ctg ate cat gtt aaa ggt aaa gga att gtt ¢tg ast
Thr Ala Asn Val Leu Ile Eis Val Lys Giy Lys Gly Ile Val Leu Asn

15

20

25

gaa cct tcc gtt gLt gca ctt gat aaa aac age gge ada gtg ctg gcg

19

Met Phe Ala Arq Asp Ile Gly Ile Asp Leu Gly
5 10

60
120
180

233

281

329



Glu

gtt
Val

gtt
Val
&0

aca
Thr

cty
Leu

tce
Ser

aaa
Lys

ggt
Gly
140

9gc
Gly

tee
Ser

aat
Asn

gag
Glu

Jag
Glu
220

aca
Thr

gte
Val

[={o 4

Pro

qgc
Gly
45

gcg
Ala

gaa
Glu

ttc
Phe

gtt
Val

cat
His
125

atg
Met

999
Gly

tct
Ser

tat
Tyr

gat
Asp
205

gaa
Glu

aktt
Ile

gct
Ala

gaa

Ser
30

gaa
Glu

atg
Ile

gca
Ala

tca
Ser

gag
Glu
110

gtg
Val

gaa
Glu

acyg
Thr

tct
Ser

atc
Ile
150

att
Ile

att
Ile

aca
Thr

gtt
Val

ctt

Val

gag
Glu

cge
Arg

atg
Mef

aag
Lys
95

cas
Gln

tac
Tyr

ata
Ile

acg
Thr

att
Ile
175

aaa

Lys

aag
Lys

tce
Ser

gta
Val

att
Ile
255

tet

Val

gca
Ala

ccg
Pro

ctyg
Leu

ccyg
Pro

aaa
Lys

ctt
Leu

tte
Phe

gat
Asp
160

aaa

Lys

cgc
Arg

att
1le

atk
1le

daac
ASn
240

gtt
Val

get

Ala

aga
Arg

ctg
Leu
65

aaa
Lys

cge
Arg

gca
Ala

gaa
Glu

cag
Gln
145

atc

Ile

atg
Met

gag
Glu

aaa
Lys

cgc
Arg
225

agt
Ser

cag
Gln

gat
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Leun

cga
Arg
50

aaa
Lys

cat
His

atg
Met

att
Ile

gaa
Glu
130

cca

Pro

gcg
Ala

gct
Ala

tac
Tyr

gtc
Val
210

gga
Gly

aaa
Lys

gct
Ala

att

Asp
35

atg
Met

gac
Asp

tct
Phe

ctc
Leu

aaa
Lys
113

gaa

Glu

agc
Ser

gtt
Val

9499
Gly

aag
Lys
195

gca
Ala

€99
Arg

gaa
Glu

gca
Ala

atg

Lys

gtt
Val

gqa
Gly

att
I1le

att
Ile
100

gaa

Glu

cct
Pro

ggt
Gly

att
Ile

gac
Asp
180

ctyg

Leu

act
Thr

gac
Asp

gtt
Val

aaa
Lys
260

gac

20

Asn

qqa
Gly

gtt
val

aac
Asn

tgc
Cys

gct
Ala

aaa
Lys

aac
Asn

tca
Ser
165

aag

Lys

ctyg
Leu

gtt
val

atg
Met

gaa
Glu
245

caa
Gln

cge

Ser

cgt
Arg

att
Ile
70

aag
Lys

tgc
Cys

gca
Ala

gtt
Val

atg
Met
150

atg
Met

ttk
Phe

ate
Ile

ttc
Phe

gtt
Yal
230

gaa
Glu

gtg
Val

99c

Gly

aca
Thr
25

act
Ala

cta
Leu

cecqg
Pro

gaa
Glu

gcc
Ala
135

gtt
Yal

agc
Gly

gac
Asp

age
Gly

cca
Pro
215

tce
Ser

gec
Rla

ctc
Leu

gt

Lys
40

cect
Pro

gac
Asp

aat
Asn

acg
Thr

aaa
LYS
120

gct
Ala

gta
Val

gat
Asp

atg
Met

gaa
Glu
200

gac
Asp

ggt
Gly

ctt
Leu

gaa
Glu

att

Val

999
Gly

(444
Phe

gta
Val

aat
Asn
105

age
Ser

ate
Ile

gac
Asp

att
Ile

gaa
Glu
185%

cgt
Arg

gca
Ala

ctt
Leu

cgt
Arg

aga
Arg
265

act

Leu

aat
Asn

gaa
Glu

aaa
Lys
a0

att
Ile

gac
Gly

agc
Gly

ate
Ile

gtc
al
170

ate

Ile

act
Thr

cgt
Arg

cca
Preo

gaa
Glu
250

aca
Thr

acc

Ala

att
Ile

gta
val
75

ggc
Gly

aca
Thr

999
Gly

gcg
Ala

q9a
Gly
155

acc

Thr

tta
Leu

gcyg
Ala

cac
His

aga
Arg
235

tct
Ser

cecg
Pro

g9¢

317

425

473

521

589

el7

665

113

761

809

857

905

953

1001

1049
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Pro

g9a
Gly

aag
Lys
300

g9¢
Gly

cta
Leu

Glu

ggc
Gly
285

gta
vVal

aca
Thr

agc
Ser

Leu
270

gcg
Ala

ccyg
Pro

gqt
Gly

Ser

ctc
Leu

gte
Val

gte
val

Ala

tta
Leuw

ctc

atg
Met
320
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Rsp

aac
Asn

gtt
Val
305

ctt

Ile

ggc
Gly
290

gct
Ala

gat

Ile
275

ctt
Leu

gaa
Glu

aat

Leu Asp Asn

Asp

gac
Bsp

aat
Asn

atg
Met

Brg

caqg
Gln

cct
Pro

gac
Asp
325

Gly

ctg
Leu

atg
Met
310

aag
Lys

Val

ctt
Leu
295

gat
Asp

ctt
Leu

Ile
280

gct
Ala

tgc
Cys

cct
Pro

tgatttcaca aacctcattc tgaaaaagaa tgaggttttt

Ila

gaa
Glu

gta
Val

daa
Lys

Thr

gag
Gly

gce
Ala

cqe
Arg
330

Gly

ctg
Len

atc
Ile
315

aaa
Lys

ttatgaaaaa

gccttcacga aaagatgtta aatgacgata ataggataaa atactgagtt tttattatag

aacgaacqgtt cctatatgac aactggaaaa aatgccattt ttagaggtgg gaaatttgtt

asaaggatta tatacagcaa catccgcaat

<210>4
<211> 333

<212> PRT

<213> Bacillus subtilis

<400> 4

Met

Ile

Ala

Arg

Leu

€5

Lys

Arg

Ala

Glu

Phe

His

Leu

Arg

50

Lys

His

Met

Ile

Glu
130

Ala

Val

Asp

Met

Asp

Phe

Leu

Lys

115

Glu

arg
Lys
20

Lys
Yal
Gly
Ile
Ile
140

Glu

Pro

Asp

Gly

Asn

Gly

Val

Asn

85

Cys

Ala

Lys

Ile

Lys

Ser

Arg

Ile

70

Lys

Cys

Ala

val

Gly

Gly

Gly

Thr

53

Ala

Leu

Pro

Glu

Ala
135

Ile

Ile

Lys

10

Pro

Asp

Asn

Thr

Lys

120

Ala

21

Asp
Val
25

Val
Gly
Phe
Val
Asn
105

Ser

Ile

Leu
10

Leu
Leu
Asn
Glu
Lys
S0

Ile

Gly

Gly

Gly

Asn

Ala

Ile

Val

75

Gly

Thr

Gly

Ala

Thr

Glu

Val

val

60

Thr

Leu

Ser

Lys

Gly
140

Ala

Pro

Gly

45

Ala

Glu

Phe

Val

His

125

Met

Asn

Ser

30

Glu

Ile

Ala

Ser

Glu

110

Val

Glu

Val

15

Val

Glu

Arg

Met

Lys

85

Gln

Tyr

Ile

Leu

Val

Ala

Pro

Leu

Pro

Lys

Leu

Phe

1097

1145

1193

1249

1309

1369

1399
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25

Gin
145
Ile

Met

Glu

Lys

Arg
22%

Ser

Gln

Asp

Asn

Val

305

Leu

<210>5
<211> 23
<212> ADN

Pro

Ala

Ala

Tyr

Val

210

Gly

Lys

Ala

Ile

Gly

290

Ala

Asp

Ser

Val

Gly

Lys
i95%
Ala

Arg

Glu

Ala

Ile

275

Leu

Glu

Asn

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido IPCR1

<400> 5

gcttgtaaat tctatcataa ttg

<210> 6
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Gly

Ile

Asp
180

Leu

Thr

Asp

Val

Lys

260

Asp

Asp

Asn

Met

23

<223> Oligonucledtido IPCR2

<400> 6

agggaatcat ttgaaggttg g

<210>7
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

21
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Asn

Ser

165

Lys

Leun

val

Met

Glu

245

Gln

Arg

Gln

Pro

Asp
325

Met
150
Met

Phe

Ile

Phe

val
230

Glu

val

Gly

Leu

Met

310

Lys

Val

Gly

Asp

Gly

Pro

215

Ser

Ala

Leu

Val

Lau

295

Asp

Leu

Val

Asp

Met

Glu
200
Asp

Gly

Leu

Glu

Ile

280

Ala

Cys

Pro

22

Asp

Ila

Glu
185

Arq

Ala

Leu

Arg

Arg

265

Ile

Glu

Val

Lys

Ile

Val

170

Ile

Thr

Arg

Pro

Glu

250

Thr

Thr

Glu

Ala

Arg
330

Gly Gly Gly

155

Thr Ser Ser

Leu

Ala

His

Arg
235

Ser

Pro

Gly

Lau

Ile

15

Lys

Asn

Glu

Glu

220

Thr

Val

Pro

Gly

Lys

300

GLy

Leu

Tyr

Asp
205
Glu

Ile

Ala
Glu
Gly
285
val

Thr

Ser

Thr

Ser

Ile
196G

Ile

Ile

Thr

val
Leu
270
Ala

Pro

Gly

Thr

ile

175

Lys

Lys

Ser

Val

Ile
255
Ser
Leu

val

val

Asp
160
Lys

Arg

1le

1le

Asn
2490

Val

Ala

Leu

Leu

Met
320
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<220>
<223> Oligonucledtido IPCR3

<400> 7
gcatttaata ctagcgacgce ¢ 21

<210> 8

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido mbl-A

<400> 8
gctcactctagaccgaggtc aataccaata tcc

<210>9

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido mbl-B

<400> 9
gtgatgaagc gtcctatg 18

<210> 10

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido mbl-C

<400> 10
ctgagcgaat tccgcaaact aagctgattt cac

<210> 11

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido mbl-D

<400> 11
cctatatggc ctggaagac 19

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido mbl-fw

<400> 12
ctcgaggatc cacctggcat tgccttcttg

<210> 13

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Oligonucleétido mbl-rev

<400> 13

ES 2396 159 T3

catactgaat tccatgacac ctgtgcccgatg 32

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yfIE-A1

<400> 14
ctagcagcat gcgttcgagc gaaacgatag

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yflE_A2

<400> 15
gtacggtcta gagttcgagc gaaacgatag

<210> 16

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yfIE-B

<400> 16
catcgtgatt ccggcactc 19

<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yflE-C1

<400> 17
catctaggta ccgagaggtt gccctctee

<210> 18

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yflE_C2

<400> 18
ctagctgaat tcgagaggtt gccctctcc

<210> 19

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

30

30

29

29

24
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<220>
<223> Oligonucleétido yflE-D

<400> 19
ctgccgtaat gecatgtcag 19

<210> 20

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yfIEfw

<400> 20
gacagtggat cccactttct ccctcatacg

<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido yflErev

<400> 21

catccagaat tcgcagctga ggaattgagg
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REIVINDICACIONES
1. Un método para identificar un inhibidor de LtaS que comprende:

(a) proporcionar bacterias gram positivas en las que las bacterias comprenden una mutacion en el gen mbl/ u
homologo del mismo que altera la funcién del gen mbl u homélogo del mismo;

(b) cultivar las bacterias de (a) en presencia de una sustancia de ensayo en condiciones de magnesio menor
de 3 mM;

(c) supervisar el crecimiento de las bacterias;

en el que el crecimiento o crecimiento mas rapido de las bacterias en comparacion con crecimiento en ausencia de
la sustancia de ensayo es indicativo de que la sustancia de ensayo es un inhibidor de LtaS.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la mutacién en el gen mbl comprende delecién de parte
de o todo el gen mbl.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que se suprime el gen mbl completo.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las condiciones de magnesio bajo comprenden una

cantidad de magnesio tal que la bacteria crezca a menos cgel 10% de la velocidad de las bacterias que tienen la
. e Pl +

misma delecion de mbl cuando crecen en condiciones de Mg~ 20 mM.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que las condiciones de magnesio bajo comprenden Mg**
menor de 1 mM.

6. Un ngétodo de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que las bacterias se cultivan en medio no complementado
+ ..
con Mg“" adicional.

7. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa (c) comprende supervisar la densidad éptica del
cultivo para supervisar con respecto al crecimiento.

8. Un método de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el método comprende cultivar una cepa de bacterias
mutantes de mbl en presencia de Mg2+ alto, diluirla en medio de Mg2+ bajo y transferirla a un tubo de muestra, afadir
una sustancia de ensayo y supervisar con respecto al crecimiento bacteriano supervisando la densidad éptica en el
pocillo de muestra.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que las bacterias se cultivan en una placa de agar que
contiene medio Mg2+ bajo, se aplica puntualmente sustancia de ensayo en la placa y se detecta crecimiento
bacteriano mediante inspeccién visual de la placa.

10. Un método de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que se cultivan bacterias que comprenden el mutante de
mbl en Mg2+ alto antes de dilucion y proliferacién en las placas de agar.

11. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la bacteria gram positiva es un bacilo.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que el bacilo es B. subtilis.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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