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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para deteccion de infeccién patégena
Campo de la invencion

La presente invencidn presenta en general composiciones y métodos de diagnostico derivados de la caracterizacion
de la union de un polipéptido de lisozima con un polipéptido P17 de Treponema pallidum (Tpl7) o polipéptidos de
tipo Tpl7. Ademas, la invencion proporciona métodos y compaosiciones para aumentar o reducir la unién entre una
lisozima y un TP-17 o un polipéptido de tipo TP-17.

Antecedentes de lainvencion

La sifilis es una enfermedad provocada por infeccién por Treponema pallidum (denominado en lo sucesivo en el
presente documento también “Tp”). El diagnostico de la sifilis se realiza en general por un inmunoensayo de
anticuerpo anti-Tp en la sangre usando, por ejemplo, el ensayo de Hemaglutinacién de Treponema pallidum (TPHA),
el Ensayo de Absorcién de Anticuerpo de Treponema Fluorescente (FTA-ABS) y/o el Ensayo de Inmovilizacion de
Treponema pallidum (TPI), asi como sistemas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y
transferencia de western. Estos ensayos detectan anticuerpos que reaccionan con Tp o preparaciones de antigeno
de Tp, tales como los antigenos de Tp, Tpl5, Tpl7 y Tp47, por ejemplo. El ensayo de TPI implica una evaluacién
microscopica del grado en que los anticuerpos activadores de complemento en el suero de un paciente inhiben la
movilidad de Tp. Este ensayo no se usa en general como un diagnéstico debido a su alto coste. El ensayo de TPHA
implica aglutinacién de anticuerpos de suero del paciente con eritrocitos a los que se une el antigeno sonicado de
Tp. El ensayo de FTA-ABS implica microscopia de inmunofluorescencia indirecta para detectar la uniéon de
anticuerpos especificos en el suero del paciente con Tp unido a un soporte sélido mediante un anticuerpo
secundario marcado con fluorescencia. Aunque estos ensayos se usan ampliamente, carecen de la sensibilidad
requerida para detectar infeccion de etapa temprana o nivel bajo, cuando los niveles de anticuerpo de Tp en los
fluidos corporales son muy bajos.

Ademas, el uso popular de antigenos de Tp purificados o recombinantes individuales en inmunoensayos existentes
para sifilis no explica la union de algunos anticuerpos con complejos formados entre antigenos de Tp y otros
antigenos (es decir, compafieros de union de antigeno de Tp) normalmente presentes en el fluido corporal del
sujeto. Por lo tanto los inmunoensayos existentes no detectan tales anticuerpos en ausencia del compafiero de
union de antigeno de Tp, lo que da como resultado en algunos casos baja sensibilidad o resultados de ensayo de
falso negativo. Existe por lo tanto la necesidad de ensayos de diagndstico de patégenos con sensibilidad mejorada,
que detecten anticuerpos que se unen a complejos de compafiero de unién/antigeno patégeno.

Sumario de lainvencién

La invencion proporciona composiciones y métodos para la deteccién de una infecciéon por patdgeno. La invencion
se refiere en general al descubrimiento de que el polipéptido de Treponema pallidum, Tpl7, se une a lisozima, un
péptido antimicrobiano producido por el hospedador, e inhibe la actividad antimicrobiana de la lisozima. Se
identificaron el sitio de unién en Tpl7 para lisozima y el sitio de unién en lisozima para Tpl7. Las comparaciones de
secuencias de Tpl7 requeridas para la unién e inhibicion de lisozima con proteinas relacionadas posibilitaron la
identificacion de secuencias consenso de unién a lisozimas que estan conservadas entre muchos patégenos
diferentes, incluyendo virus de herpes simple, lo que sugiere que la unién del polipéptido relacionado con Tpl7 con
lisozima proporciona un mecanismo general para inhibir una respuesta inmune del hospedador. En consecuencia, la
invencién también posibilita la identificacion de polipéptidos de lisozimas mutantes que contienen mutaciones que
interfieren con o desestabilizan la unién de TP17. Tales polipéptidos, o fragmentos de los mismos, son Utiles en la
prevencion o tratamiento de una infeccion patégena. Ademas, la invencidon posibilita ensayos de diagnostico
mejorados basados en la deteccién de anticuerpos que se unen a un complejo de Tpl7-lisozima.

La identificacion de un motivo de union a lisozima en Tpl7, asi como la identificacion de secuencias consenso de
motivo de union a lisozimas compartidas por otras proteinas derivadas de patdgenos, también proporciona
composiciones y métodos Utiles para la deteccion o inhibicién de lisozima, asi como la deteccion de patdégenos
especificos e inhibicién de las infecciones correspondientes ademas de sifilis. Ademas, los polipéptidos derivados de
patégeno son Utiles en el diagndstico, profilaxis y tratamiento de varias enfermedades, incluyendo enfermedades
relacionadas con actividad lisozima aberrante. Esos polipéptidos también proporcionan un marcador de afinidad util
para su uso en la purificacion de proteinas usando cromatografia de afinidad de lisozima econdmica.

En un aspecto, la invencion generalmente presenta un método como se describe en la reivindicacion 1. En aspectos
relacionados, la invencion presenta método, kits y composiciones como se definen en las reivindicaciones 2 a 34.

Se describen en el presente documento polipéptidos de lisozima mutante sustancialmente puros que contienen al
menos una mutacion de un aminoacido que reduce la unién entre el polipéptido de lisozima mutante y un polipéptido
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de tipo Tpl7 (por ejemplo, reduce la union en 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 85% 0 95% en relaciéon con la unién
natural), en el que el polipéptido de lisozima mutante conserva al menos el 50%, 60%, 75%, 85% o 95% de la
actividad antimicrobiana de un polipéptido de lisozima natural correspondiente. La mutaciéon puede reducir la unién
entre el polipéptido de lisozima mutante y un polipéptido de tipo Tp17 en al menos 5% en relacién con la unién del
polipéptido de lisozima natural, o la mutacién afecta a una carga de superficie en el polipéptido natural
correspondiente. La mutaciéon puede ser en un resto de aminoacido cargado positivamente, en un resto de
aminoacido cargado negativamente, o en un resto de aminoacido hidréfobo de un polipéptido de lisozima natural que
entra en contacto con un polipéptido de tipo Tpl7. La mutacion puede ser de al menos uno, dos, tres, cuatro o0 mas
posiciones de aminoacidos seleccionadas del grupo que consiste en Lys19, Arg23, Lys51, Gly55, Asn57, Argl31,
Asnl132 y Argl33 de lisozima humana o puede estar presente en una posicién correspondiente en una lisozima
derivada de otra especie (por ejemplo, procariota, eucariota, mamifero).

También se describen en el presente documento moléculas de acido nucleico sustancialmente puras que codifican
los polipéptidos de lisozima anteriormente mencionados, un vector que contiene dicha molécula de acido nucleico, y
una célula huésped que contiene este vector.

Como se describe en el presente documento, el polipéptido de lisozima puede ponerse en contacto con el
polipéptido de tipo Tpl7 antes de, durante, o después de entrar en contacto con la muestra bioldgica. En diversas
realizaciones, el ensayo es un inmunoensayo (por ejemplo, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima ELISA),
transferencia de Western, ensayo de inmunoaglutinacion, radioinmunoensayo, ensayo turbidimétrico, ensayo
nefelométrico, ensayo inmunocromatografico, ensayo quimioluminiscente y ensayo fluorescente). En otras
realizaciones, la muestra biolégica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero, plasma, lagrimas, saliva,
esputo, liquido nasal, liquido ético, liquido genital, liquido mamario, leche, calostro, liquido placentario, sudoracion,
liquido sinovial, liquido ascitico, liquido gastrointestinal, exudado, trasudado, liquido pleural, liquido pericardico,
liqguido amniético, liquido cefalorraquideo, bilis, fluido gastrico, semen, materia fecal, liquido de las vias respiratorias
superiores, liquido peritoneal, liquido recogido de un sitio de inflamacion, liquido recogido de un sitio de recogida
agrupado, lavado bronquial, orina, material de biopsia, humor acuoso, material del rumen de un animal rumiante,
muestra de células nucleadas, cualquier liquido asociado con una superficie mucosa, pelo y piel. En una realizacion
preferida, el método se usa para diagnosticar sifilis.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el polipéptido de tipo Tpl7 deriva de un
patégeno seleccionado del grupo que consiste en una bacteria, un virus, un parasito, un plasmido, un prion, un
micoplasma y un agente micético.

En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos previos, el patdgeno es Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas putida, Yersinia pestis, Shigella fexnerii, Treponema denticola, Vibrio cholerae, Vibrio
vulnificus, Vibrio parahemolyticus. Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis, Bordetella
parapertussis, Helicobacter hepaticus, Helicobacter pylori, Salmonella typhimurium, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae, Pasteurella multocida, Brucella melitensis, Brucella suis,
Porphyromonas gingivalis, coronavirus de Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS), Virus Sincitial Respiratorio,
virus de Hepatitis A, virus de Hepatitis B, virus de Hepatitis C, virus de Rubeola, Toxoplasma gondii, Typanozoma
spp., Gardnerella vaginalis, Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Mycobacterium paratuberculosis,
Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter jejuni, Helicobacter spp., Agrobacterium tumefaciens, Moraxella
catarrhalis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, Haemophilus ducreyii,
Propionibacterium acnes, Listeria monocytogenes, Virus del Herpes Simple de tipo 2, virus de la Gripe, virus
TACARIBE, virus de Lengua Azul, Bacteroides thetaiotaomicron, Coxiella burnetti, Legionella pneumophila,
Salmonella typhi, citomegalovirus de Chimpancé, citomegalovirus Humano, virus del papiloma Humano, virus
Dengue, Fiebre aftosa, virus del Nilo Occidental, virus de gripe Aviar, virus de la inmunodeficiencia Humana,
LAMNPV, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Emeiria tenella, Eimeria acervulina, Giardia lamblia,
Plasmodium yoelii y patégenos portados por Anopheles gambiae.

En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos previos, el patégeno es Treponema denticola, Bacteroides
thetaiotaomicron, Coxiella burnetti, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Legionella pneumophila,
Staphylococcus, aureus, y Salmonella typhi, Neisseria meningitidis serogrupo A y serogrupo B, Vibrio cholerae,
Vibrio vulnificus, Haemophilus ducreyi y Bordetella pertussis. Preferentemente, el patégeno es Treponema pallidum.

En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos previos, el motivo contiene la secuencia de aminoacidos
consenso CS2: Xaal Xaa2 Pro His Xaa3 Xaa4, (SEC ID N°: 3), en la que Xaal es Cys, Lys, Val, Ala o esta ausente;
Xaay es Ala, Cys, o Lys; Xaas es Ala, Asp, o Glu y Xaas es Cys, Gly o Lys. En otras realizaciones de cualquiera de
los aspectos previos, el polipéptido de tipo Tpl7 contiene la secuencia de Cys Xaai; Xaa, Xaas Pro His Xaas Xaas
Xaas Xaay Xaag Xaag Xaaip Xaai1 Xaaiz Xaais Cys (SEC ID N°: 2), en la que Xaai, Xaay, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas,
Xaay, Xaas, Xaae, Xaaio, Xaai1, Xaaiz, 0 Xaaiz €s cualquier aminoacido o esta ausente. En otras realizaciones mas
de cualquiera de los aspectos previos, el motivo contiene una secuencia de aminoacidos consenso CS3: Xaa Cys
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Pro His Ala Gly (SEC ID N°; 25), en la que Xaa es Cys o Val. En otras realizaciones mas de cualquiera de los
aspectos previos, el motivo se selecciona del grupo que consiste en CCPHAG (SEC ID N°: 4), VCPHAG (SEC ID Ne:
5), VAPHDC (SEC ID N°: 6), KAPHDK (SEC ID N°: 7), VKPHDG (SEC ID Ne: 8); KKPHAK (SEC ID N°: 9), KAPHEK
(SEC ID N°: 10), KKPHAC (SEC ID N°: 11), VAPHAG (SEC ID N°: 12), VKPHAK (SEC ID N°: 13), VKPHAC (SEC ID
N°: 14), VAPHEG (SEC ID Ne°: 15), VKPHEK (SEC ID N°: 16), VCPHEK (SEC ID N°: 17), CKPHAG (SEC ID N°: 18),
ACPHAG (SEC ID N°: 19) o KCPHDC (SEC ID N°: 20), VKPHDK (SEC ID N°: 21), KKPHAG (SEC ID N°: 22) y
CAPHEK (SEC ID N°: 23).

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos anteriores, el polipéptido de lisozima contiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
Xaa Glu Ser Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ser
Xaa Asp Tyr Gly Xaa Xaa GlIn lle Asn Xaa Xaa Xaa Trp Cys Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Leu Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Ala Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa (SEC ID N°: 28),

en la que Xaa es cualquier amino&cido o esté ausente.

En otras realizaciones de cualquiera de los aspectos previos, el polipéptido de tipo Tpl7 o el polipéptido de lisozima,
o un fragmento del mismo, se aisla de una muestra biol6gica, es un polipéptido recombinante, se fusiona con un
marcador de afinidad, se fija a un soporte sdlido (por ejemplo, una resina, un gel, una perla, un pocillo, una columna,
una microplaca, una membrana, una matriz, una placa y un dispositivo de filtro), deriva de un polipéptido humano, se
marca de forma detectable (por ejemplo, se marca con un fluoréforo, una proteina fluorescente, un croméforo, un
resto radiactivo, un resto luminico, y un marcador enzimaticamente activo). En otras realizaciones mas, el
polipéptido de lisozima y el polipéptido de tipo Tpl7 estan presentes en una relacion molecular de entre
aproximadamente 0,001 y aproximadamente 1.000.000.

Las composiciones y métodos de la invencién son Utiles para identificar y/o cuantificar anticuerpos para patégenos
tales como, por ejemplo, Treponema pallidum, Escherichia coli (por ejemplo, E. coli O157:H7 y E. coli K1),
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Yersinia pestis, Shigella flexnerii, Treponema denticola, Vibrio
cholerae, Vibrio vulnificus, Vibrio parahemolyticus, Chlamydia pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis, Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Helicobacter
hepaticus, Salmonella typhimurium, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae,
Pasteurella multocida, Brucella melitensis, Brucella suis, Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter jejuni,
Helicobacter spp., Agrobacterium tumefaciens, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae,
Haemophilus influenzae, Haemophilus ducreyii, Propionobacterium acnes, Listeria monocytogenes, Virus del Herpes
Simple de tipo 2, virus de la Gripe, virus TACARIBE, virus de Lengua Azul, citomegalovirus de Chimpancé,
citomegalovirus Humano, virus del papiloma Humano, virus Dengue, Fiebre aftosa, virus de la inmunodeficiencia
Humana, LdAMNPV, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Emeiria tenella, Eimeria acervulina, Giardia lamblia,
Plasmodium yoelii, y patdégenos portados por Anopheles gambiae. En otra realizacién, se detectan patégenos tales
como Mycobacterium paratuberculosis, virus Ebola, virus de la Fiebre del Valle del Rift, virus del Sindrome
Respiratorio Agudo Grave (SARS), virus de la Viruela, Bacillus anthracis, Leishmania Spp., micoplasma, rickettsia,
hongos y levaduras.

En otra realizacion, la invencion proporciona composiciones para detectar anticuerpos antipatdgeno en una muestra
gue comprende (a) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de TAPHRGLATLYNGDC (SEC ID
N°: 26) o CSPEVGQMDC (SEC ID N°: 27) y (b) un polipéptido de lisozima de longitud completa o un fragmento del
mismo.

En otra realizacion, estan presentes lisozima (A) y polipéptidos de tipo Tp17 (B) en una relacién molar (A/B) de entre
aproximadamente 0,001 y aproximadamente 1.000.000. En una realizacién preferida, estan presentes lisozima (A) y
polipéptidos de tipo Tpl7 (B) en una relacién molar (A/B) de entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente
1.000.000. En otra realizacion preferida, estan presentes lisozima (A) y polipéptidos de tipo Tp17 (B) en una relacion
molar (A/B) de entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 1.000.000. Mas preferentemente, estan presentes
lisozima (A) y polipéptidos de tipo Tpl7 (B) en una relacion molar (A/B) de entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 1.000, entre aproximadamente 10 y aproximadamente 1.000 o entre aproximadamente 100 y
aproximadamente 1.000.

Los métodos de la invencién se usan para diagnosticar enfermedades tales como, por ejemplo, sifilis, infeccién por
VIH, herpes genital, peste bubdnica, disenteria, shigelosis, caries dental, infecciéon por E. coli, fibrosis quistica,
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tuberculosis, célera, infecciones estreptocécicas de grupo A o grupo B, infecciones estafilocécicas, Ulcera gastrica,
tosferina, infecciones enterocécicas, clamidiosis, brucelosis, otitis media, otitis interna, meningitis, infeccion gripal,
malaria, hepatitis B e infecciones de virus de hepatitis C. En otra realizacién, los métodos de la invencion se usan
para diagnosticar salmonelosis, gonorrea, vibriosis, colibacilosis, neumonia, bronquitis, sindrome respiratorio agudo
grave (SARS) y enfermedades de almacenamiento citoplasmico, tales como enfermedades de almacenamiento
lisosomal.

La invencion también encuentra aplicacion en métodos para detectar lisozimas en una muestra poniendo en
contacto la muestra con un polipéptido de tipo Tpl7 y detectando la unién del polipéptido de tipo Tpl7 con la
lisozima. La actividad antimicrobiana de la lisozima se reduce poniendo en contacto una muestra con un polipéptido
de tipo Tpl7 en condiciones que permitan la union del polipéptido de tipo Tpl7 con la lisozima. La muestra puede
ser una preparacion patégena, tal como, por ejemplo, una bacteria, un virus, un parasito, un plasmido, un
micoplasma, un agente micético (por ejemplo, hongo y levadura), y una preparacién prionica. La muestra también
puede ser un material que sea necesario liberar de contaminacion de lisozimas, tal como una muestra bioldgica (por
ejemplo, aspirado de garganta, hemocultivo, liquido cefalorraquideo), frasco de cultivo, cultivo celular, cubeta,
hisopo, aparato de diagnoéstico clinico o material de ensayo, instrumento médico, fluido, agua, alimento, medicina,
implante o injerto.

Los métodos de la invencidon también pueden usarse para reducir la actividad antimicrobiana de la lisozima en un
sujeto (por ejemplo, un animal, tal como ser humano) administrando al sujeto una cantidad eficaz de polipéptidos de
tipo Tpl7. Los métodos se usan para tratar o prevenir enfermedades tales como cancer, enfermedad infecciosa,
enfermedad inflamatoria, enfermedad de Alzheimer, amiloidosis renal, leucemia, enfermedad de Crohn y alergia, que
se asocian con aumento de la actividad de lisozima sobre los niveles normales.

Por “polipéptido de tipo Tp17” se entiende una secuencia de aminoacidos, o un fragmento de la misma, que
comprende una secuencia consenso Xaa, Pro His Xaa, y que tiene la capacidad de unirse a un polipéptido de
lisozima o inhibir una actividad biolégica de la lisozima. Se proporcionan polipéptidos de tipo Tp17 ejemplares en las
Figuras 1y 2. Los polipéptidos de tipo Tp17 incluyen, pero sin limitacién, todas las variantes, homoélogos y mutantes
de Tpl7, de longitud completa o fragmentos del mismo, y proteinas de fusidbn que contienen cualquiera de los
anteriores como una parte del material. En algunas realizaciones, un polipéptido de tipo Tpl7 comprende una
secuencia consenso Xaa, Pro His Xaa, y es al menos 50%, 75%, 85%, 95% o 99% idéntico a TP17 (numero de
referencia de Genbank P29722; SEC ID N°: 31) o un fragmento del mismo. En otras realizaciones, un “polipéptido de
tipo Tp17” comprende la siguiente secuencia consenso: CX(1,5)[KRH][AG][KRH]X(0,2)[KR]X(0,1)[EDQN]C (SEC ID
N°: 178) y se une a lisozima.

Por “polipéptido de tipo Tpl7 mutante” se entiende un polipéptido de tipo Tpl7 que tiene al menos un cambio de
aminoacido en relacidn con la secuencia de una secuencia de origen natural. Tales cambios incluyen, por ejemplo,
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, los homdélogos, mutantes,
fragmentos, sustituciones y modificaciones de polipéptido de tipo Tpl7 mutante conservan la capacidad para unirse
a lisozima. En una realizacion preferida, dichos polipéptidos se unen a lisozima, pero no inhiben su actividad
antimicrobiana. La Figura 17 describe métodos ejemplares para identificacion aleatoria y dirigida de mutantes
polipeptidicos.

Por “molécula de acido nucleico de tipo Tp17” o “molécula de &cido nucleico de tipo Tpl7 mutante” se entiende una
secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de tipo Tp17 o de tipo Tpl7 mutante, respectivamente.

Por “polipéptido de tipo APP” se entiende un polipéptido que se une a lisozima y que contiene la siguiente secuencia
consenso:

CX(1,5)[KRH)[AG][KRH]X(0,2)[KR]X(0,1)[EDQN]C (SEC ID N°: 178).

Por “polipéptido de lisozima” se entiende una secuencia de aminoacidos que comprende la siguiente secuencia
consenso

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Glu
Ser Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Asp Tyr
Gly Xaa Xaa GIn lle Asn Xaa Xaa Xaa Trp Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Leu Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Cys Ala Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Xaa
Trp Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa

Xaa (SEC ID Ne: 28),

y que tiene actividad antimicrobiana o actividades enzimaticas. Se enumeran polipéptidos de lisozima ejemplares en
las Figuras 3A y 3B. En una realizacion preferida, un polipéptido de lisozima es al menos 50%, 75%, 85%, 95% o
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99% idéntico a la lisozima humana (nimero de referencia de Genbank NP_000230, NP_783862, NP_115906,
NP_898881, NP_653235, NP_065159, NP_776246, NP_995328, NP_002280).

Por “polipéptido de lisozima mutante” se entiende una secuencia de aminoacidos de lisozima que contiene al menos
un cambio de aminoacido en relacién con una secuencia de aminoacidos de lisozima de origen natural.

Por “molécula de acido nucleico de lisozima” o “molécula de acido nucleico de lisozima mutante” se entiende una
molécula de acido nucleico que codifica una lisozima o un polipéptido de lisozima mutante, respectivamente.

Breve descripcion de los dibujos

El anterior y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién, asi como la invencién en si misma, se
entenderan mas completamente a partir de la siguiente descripciéon de realizaciones preferidas cuando se leen junto
con los dibujos adjuntos, en los que:

Las Figuras 1A y 1B ilustran los sitios de union a lisozima en polipéptidos de tipo Tpl7 de varias bacterias,
virus, parasitos y organismos mamiferos y la secuencia consenso de 17 aminoacidos que definen. En la Figura
1B, los polipéptidos relacionados con Tpl7 de T. denticola, B. thetaiotaomicron C. burnetti, H. influenzae, N.
meningitidis serogrupo A y serogrupo B, V. cholerae, V. vulnificus, H. ducreyi, S. typhi, L. pneumophila, S.
aureus, N. gonorrhoeae y B. pertussis se ajustan a la siguiente secuencia consenso: Cys Xaal Xaa2 Xaa3 Pro
His Xaa4 Xaa5 Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 XaalO Xaall Xaal2 Xaal3 Xaal4d Xaal5 Xaal6 Xaal7 Cys (SEC ID
N°: 176) en la que Xaa es cualquier aminoacido o esté ausente. Las dos proteinas restantes de P. gingivalis, y
H. pylori se agrupan bajo la siguiente secuencia consenso: Cys Xaal Xaa2 Xaa3 His Xaa4 Xaa5 Xaa6 Xaa7
Xaa8 Xaa9 XaalO Xaall Xaal2 Xaal3 Cys (SEC ID N°: 175), en la que x es cualquier aminoacido o esta
ausente. La Figura 1B es una tabla que define un motivo de union a lisozima conservado entre una diversidad
de patdgenos bacterianos clinicamente relevantes.

La Figura 2 ilustra los sitios de unién a lisozima en polipéptidos de tipo Tpl7 de varias bacterias, virus,
parasitos, insectos y organismos mamiferos y la secuencia consenso de 6 aminoacidos que definen.

La Figura 3A es un alineamiento de secuencias de lisozima madura de varias especies. Ezs y Dsz en lisozima
de pollo madura (0 Ds; en lisozima humana madura) (V) pertenecen a la diada catalitica y se conservan en
todas las secuencias de lisozima conocidas. Se muestra una secuencia consenso en la parte inferior del
alineamiento. La conservacion de aminoacidos se representa de acuerdo con los simbolos de comparacion de
Risler (Risler et al. (1988) J. Mol. Biol. 204: 1019). En ese sistema de representacion, X representa cualquier
aminoacido o no aminoécido, las letras mayusculas corresponden al 100% de conservacion de aminoacidos,
las letras mindsculas corresponden a un valor de conservacion de aminoacidos comprendido entre 50% y 90%.
Ademas, los cambios conservativos compartidos por mas del 50% de las secuencias se representan usando
los siguientes simbolos: $ corresponde a leucina o metionina, ! corresponde a isoleucina o valina y #
corresponde a asparagina o acido aspartico.

La Figura 3B es una continuacion del alineamiento de la secuencia de lisozima madura presentado en la Figura
3A. Se muestra una secuencia consenso en la parte inferior del alineamiento usando la nomenclatura descrita
con respecto a la Figura 3A.

La Figura 4 ilustra una ventaja de la presente invencién puesto que los kits de deteccidn de anticuerpo de Tpl7
convencionales no detectan anticuerpos para el complejo Tpl7-lisozima. En una realizacion, la invencion
presenta un kit que contiene un polipéptido de tipo Tp17 y un polipéptido de lisozima. Tales kits son capaces de
detectar anticuerpos para Tpl7 solamente, lisozima solamente o un complejo Tp17-lisozima, si esta presente.

La Figura 5 ilustra un ensayo de interaccion de lisozima-proteina de transferencia de far western que
comprende las siguientes cinco etapas: (1) inmovilizacion de lisozima purificada en un soporte soélido; (2)
exploracion de soporte sélido con un ligando para lisozima (por ejemplo, GST-Tp17); (3) unién de GST-Tpl7
con anticuerpo de cabra anti-GST; (4) union del anticuerpo de cabra con un conjugado de fosfatasa alcalina
anti-cabra; y (5) tinciéon con sustrato cromogénico de fosfatasa alcalina nitroazul de tetrazolio/bromocloro indolil
fosfato de (NBT/BCIP).

La Figura 6 ilustra la secuencia de aminoacidos (SEC ID N°: 29) y nucleétidos (SEC ID N°: 30) de la proteina
de fusion GST-Tpl7. Las secuencias correspondientes al resto GST y a Tpl7 se representan en cursiva y
negrita, respectivamente. Las lineas numeradas, SEC ID N°: 30, representan la hebra de ADN con sentido; la
hebra antisentido o de ARN esta debajo de la hebra con sentido.

La Figura 7 ilustra la construccion de expresion de Tpl7-HIS pET24a_Tppl7His. Este vector deriva del vector
de expresion de pET24 (Novagen Inc., Madison, WI).
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La Figura 8A es un gel tefiido con azul brillante de Coomasie de fracciones cromatograficas de GST-Tpl7
purificadas. Carril 1: proceso de purificacion con lisozima de pollo afiadida; carril 2: proceso de purificacion sin
lisozima de pollo afiadida; carril 3: MPM: marcadores de peso molecular.

La Figura 8B es una transferencia de western y gel tefiido con azul brillante de Coomasie de fracciones
cromatograficas de Tpl7-HIS purificado. Carril 1: transferencia de western usando un suero humano positivo
para sifilis de proteinas recuperadas del proceso de purificacion en presencia de lisozima de pollo afadida;
carril 2: tincion con azul brillante de Coomasie de proteinas recuperadas del proceso de purificacion en
presencia de lisozima de pollo afiadida. Se indican las secuencias peptidicas obtenidas por secuenciacién de
aminoacidos N-terminales de las proteinas recuperadas de las bandas electroforéticas en los carriles 1y 2.

La Figura 9A ilustra los resultados de explorar lisozima de pollo con GST-Tp47 en un ensayo de transferencia
de far western. Carril MP: marcadores de peso molecular; carril 1: 1 ug de lisozima de pollo purificada; carril 2:
5 ug de lisozima de pollo purificada; carril 3: 10 pg de lisozima de pollo purificada.

La Figura 9B ilustra los resultados de explorar lisozima de pollo con GST-Tpl17 en un ensayo de transferencia
de far western. Carril PM: marcadores de peso molecular; carril 4: 1 pg de lisozima de pollo purificada; carril 5:
5 ug de lisozima de pollo purificada; carril 6: 10 pg de lisozima de pollo purificada.

La Figura 9C ilustra los resultados de explorar lisozima humana con GST-Tp47 en un ensayo de transferencia
de far western. Carril PM: marcadores de peso molecular; carril 7: 1 ug de lisozima humana purificada; carril 8:
5 ug de lisozima humana purificada; carril 9: 10 pg de lisozima humana purificada.

La Figura 9D ilustra los resultados de explorar lisozima humana con GST-Tpl17 en un ensayo de transferencia
de far western. Carril PM: marcadores de peso molecular; carril 10: 1 nug de lisozima humana purificada; carril
11: 5 pg de lisozima humana purificada; carril 12: 10 pg de lisozima humana purificada.

La Figura 10 muestra una representacion gréafica del efecto del polipéptido Tpl7 en la actividad antibacteriana
de lisozima. La concentracion de GST-Tpl7 en presencia de lisozima humana (O) y de pollo (A) se represento
frente a la intensidad de fluorescencia relativa. Como control, se representd también la concentracion de GST-
Tp47 en presencia de lisozima humana (@) frente a la intensidad de fluorescencia relativa.

La Figura 11A muestra un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina IVY de E. coli con la
secuencia de aminoacidos de Tpl7 de T. pallidum. Se muestra una secuencia consenso bajo el alineamiento.
“#” identifica cambios conservativos (Asp/Glu) y semi-conservativos (Asp/Asn), mientras que “I” indica cambios
Val/lle.

La Figura 11B ilustra la estructura cristalina de tres posibles regiones de contacto de lisozima de pollo con
proteina IVY de E. coli: los péptidos I, Il y Il se indican con sombreado oscuro.

La Figura 12 ilustra interacciones atdmicas entre IVY de E. coli y lisozima de pollo, incluyendo la interaccion
entre el &tomo de nitrégeno de Hss.ivy ¥ €l &tomo de oxigeno de Ess.chikeLys Y €ntre el atomo de oxigeno de Dgg.ivg
y el atomo de nitrogeno de Rizz-cnkeLy. La distancia entre los centros atémicos fue de 2,56 A (1 angstrom = 10
metros) en la interaccion Has.ivy / Ess-chkelys Y 2,46 A en la interaccion Dag.ivy / R1z2-chieLys-

La Figura 13A ilustra la superficie molecular accesible al agua (clara) de lisozima de pollo solamente. La region
accesible al agua expuesta en superficie del resto de aminoacido Es; esta sombreada.

La Figura 13B ilustra la superficie molecular accesible al agua de lisozima de pollo en complejo con IVY de E.
coli. El resto de aminoacido Esz estad completamente enmascarado y es escasamente accesible al disolvente.

La Figura 13C ilustra la superficie molecular accesible al agua (clara) de lisozima de pollo. La regién accesible
al agua expuesta en superficie del resto de aminoacido Ri3» esta sombreada.

La Figura 13D ilustra la superficie molecular accesible al agua de lisozima de pollo en complejo con IVY de E.
coli. El resto de aminoacido Ri32 permanece parcialmente expuesto al disolvente.

La Figura 14A ilustra la unién de las dos cisteinas flanqueantes del sitio de unién de lisozima de pollo-IVY de E.
coli que pone los restos de histidina y acido glutdmico en proximidad espacial estrecha, en una configuracion
capaz de entrar en contacto con los restos Ess y Ri32 de lisozima de pollo.

La Figura 14B ilustra la union de las dos cisteinas flanqueantes del sitio de unién de lisozima-Tpl7 de T.

pallidum que probablemente ponen los restos de histidina y acido aspartico en proximidades parcial estrecha,
posiblemente en una configuracidon capaz de entrar en contacto con los restos Ess y Ri3, de lisozima.
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La Figura 15 ilustra un alineamiento de la proteina gJ del virus del herpes simple de tipo 1 (VHS1) y virus del
Herpes simple de tipo 2 (VHS2). Se aumenta una region de secuencia consenso bajo el alineamiento. El
inserto demuestra que gJ de VHS1 no comparte la secuencia consenso de tipo Tpl7 hallada en gJ de VHS2.
“#” identifica cambios semi-conservativos tales como Asp/Asn.

La Figura 16A es una tabla que ilustra la intensidad de hemaglutinacion relativa correspondiente a 4 sueros
sifiliticos humanos limite (HPM10, HG38, HG48 y HG82). Las muestras de sueros se combinaron con Tpl7 (R)
en presencia 0 ausencia de lisozima de pollo (LisPollo) o lisozima humana (LisHumana). Los resultados se
expresan como titulos de dilucion reciprocos (por ejemplo, 80 significa positivo a la dilucién 1/80).

La Figura 16B es una representacion grafica de los resultados de hemaglutinacion de la Figura 16A. Reactivo
Tpl7 sin lisozima (barras negras); reactivo Tpl7 complementado con lisozima de pollo (barras sombreadas);
reactivo Tpl7 complementado con lisozima humana (barras blancas). Los resultados se expresan como titulos
de dilucion reciproca (por ejemplo, 80 significa positivo a la dilucién 1/80).

La Figura 17A es una tabla que ilustra la intensidad de hemaglutinacion relativa correspondiente a 10 sueros
sifiliticos humanos (Syph71, 09-4, 09-3, HSP91, HSP17, HSP3, 4932, 5895, HG62 y HG82). Las muestras de
suero se combinaron con Tpl7 (R) en presencia o ausencia de lisozima humana natural (LyzN) o lisozima
humana recombinante (LyzR). Los resultados se expresan como titulos de dilucion reciproca (por ejemplo, 80
significa positivo a la dilucion 1/80).

La Figura 17B es una representacion grafica de los resultados de hemaglutinacion de la Figura 17A. Reactivo
Tpl7 sin lisozima (barras negras); reactivo Tpl7 complementado con lisozima humana natural (barras a
cuadros); reactivo Tpl7 complementado con lisozimas humanas recombinantes (barras blancas). Los
resultados se expresan como titulos de dilucion reciproca (por ejemplo, 80 significa positivo a la dilucién 1/80).

La Figura 18A ilustra la mejora de la intensidad relativa de hemaglutinacion con la adicion de lisozima humana
recombinante. Se ensay6 un total de 34 sueros usando un reactivo Tpl7 (R) o reactivo Tp17 complementado
con lisozima humana recombinante (R+LyzR). Los resultados de la técnica se proporcionan como la inversa de
la dltima dilucién que proporciond una aglutinacién positiva. Cada resultado se convirtié a un nimero (dilucién
1/80 es 1, dilucién 1/160 es 2, etc.). El punto de corte es a la diluciéon 1/80 y un valor menor de 1 se considera
un resultado negativo. FN y P significan respectivamente resultados de falso negativo y positivo,
respectivamente.

La Figura 18B ilustra la intensidad relativa de hemaglutinacion con la adicion de lisozima humana recombinante
en muestras de suero de falso negativo usando reactivo Tp17 (R) o reactivo Tp17 complementado con lisozima
humana recombinante (R+LyzR). La intensidad de la aglutinacién en las muestras de falso negativo se
representa por un numero entre 0y 1 (1 representa el punto de corte de la técnica de hemaglutinacion).

La Figura 19 ilustra un ensayo de hemaglutinacion realizado con 34 sueros humanos. El ensayo se realizd
usando un reactivo Tpl7 (barras negras) o un reactivo Tpl7 complementado con lisozima humana
recombinante (barras blancas). El resultado de la técnica se proporciona por la inversa de la dltima dilucion que
dio una aglutinacién positiva. El punto de corte es a la dilucién 1/80. Los resultados se expresan como titulos
de dilucién reciproca (por ejemplo, 80 significa positiva a la dilucion 1/80).

La Figura 20 ilustra el efecto de la lisozima en la especificidad del ensayo de hemaglutinacion en 200 muestras
de suero de banco de sangre negativas para sifilis usando reactivo Tp17 (R) o reactivo Tp17 complementado
con lisozima humana recombinante (R+LyzR). La intensidad de la aglutinacion en las muestras negativas se
representa por un nimero entre 0 y 0,5. DT, desviacion tipica.

La Figura 21A ilustra la sensibilidad mejorada de un ensayo de sifilis de ELISA de segunda generacion en
presencia de lisozima humana recombinante.

La Figura 21B ilustra la sensibilidad mejorada de un ensayo de sifilis de ELISA de tercera generaciéon en
presencia de lisozima humana recombinante.

La Figura 22 muestra una separaciéon cromatografica por exclusion de tamafio de isoformas de Tp17-His. Tp-
His purificado por afinidad se compone de tres poblaciones de moléculas: Tp17-His monomeérico (pico 3), Tpl7-
His dimérico (pico 2) y Tp17-His multimérico (pico 1).

La Figura 23 muestra una separacion cromatografica por exclusion de tamafio de lisozima humana
recombinante, purificada (Ventria Biosciences, Sacramento, CA, Estados Unidos). La lisozima humana
recombinante esta compuesta de una Unica poblacion altamente homogénea de moléculas (pico 1).

La Figura 24 muestra una separacion cromatografica por exclusién de tamafio de complejos Tp17-His/huLYS.
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Se representan los perfiles cromatograficos correspondientes al complejo de huLYS con Tpl17-His monomérico
(circulos) o Tpl7-His dimérico (rombos). Los picos corresponden a complejos proteicos de Tpl7/huLYS (picos
1y 2) o excesos de monémero (huLys y Tpl17) (picos 3y 4).

La Figura 25 muestra una separacion electroforética de SDS-PAGE de sobrenadante de cultivo bacteriano
concentrado (5X) y la deteccién de proteinas bacterianas secretadas por tincién de plata. Se analizaron los
siguientes patdgenos: Enterococcus faecalis (carril 2), Enterococcus faecium (carril 3), Staphylococcus aureus
(carril 4), Streptococcus pneumoniae (carril 5), Streptococcus pyogenes (carril 6), Propionibacterium acnes
(carril 7), Staphylococcus epidermidis (carril 8), Streptococcus agalactiae (carril 9).

La Figura 26 es una gréafica de barras que muestra la actividad enzimatica de lisozimas humanas medida en
ausencia, o en presencia, de sobrenadante de cultivo de bacterias concentrado (5X) recogido de las siguientes
ocho especies bacterianas: Propionibacterium acnes, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus epidermidis y
Enterococcus faecium. La altura de cada barra indica la actividad enzimatica detectada. Hay un control de
lisozima en el extremo izquierdo de la figura.

La Figura 27 es un diagrama esquematico que muestra el principio y disefio de un ensayo de exploracion de
alto rendimiento para la identificacion de compuestos candidatos capaces de interferir con la formacion de
complejos de tipo Tpl7 con lisozima. Etapa 1: poner en contacto una muestra de ensayo con huLYS marcado
con peroxidasa de rabano rusticano (POD) y un polipéptido de tipo Tpl7. Etapa 2: incubacion de la muestra de
ensayo a 37 °C. Etapa 3: lavado exhaustivo, adicién de sustrato de POD y deteccion de sefial.

Las Figuras 28A y 28B son gréficas de barras que muestran la inhibicion de preparaciones terapéuticas,
disponibles en el mercado, de lisozima de pollo por Tpl7. La Figura 28A muestra la inhibicién de la actividad
bacteriolitica de Lizipaina® (Boehringer Ingelheim) tanto por GST-Tpl7 como por Tpl7-His a diversas
relaciones molares. La Figura 28B muestra la inhibicién de la actividad bacteriolitica de lisozima CHIESI
(Laboratorio CHIESI) por GST-Tp17 a diversas relaciones molares. La altura de cada barra indica la actividad
enzimética detectada. Hay un control de lisozima en el extremo izquierdo de la figura.

La Figura 29 es una grafica de barras que muestra que la actividad bacteriolitica de r-LysozymeTM (Novagen,
VWR International, Mollet del Vallés, Espafia) no era susceptible de inhibicion por GST-Tpl7 o Tpl7-HIS,
mientras que la actividad antibacteriana de lisozima humana estaba fuertemente inhibida. La altura de cada
barra indica la fluorescencia detectada. Esta presente un control de r-LysozymeTM y un control de lisozima
humana (HuLys) a la izquierda de cada conjunto experimental.

La Figura 30 muestra alineamientos de secuencias de las secuencias de inhibicién/unién de lisozima de Ivy de
Escherichia coli, lvy de Pseudomonas aeruginosa, lvy de Yersinia pestis, Tp17 de Treponema pallidum sp.
pallidum vy las tres isoformas (APP770, APP751 y APP695) de la proteina precursora amiloide beta humana (B-
APP). Se indica el nimero de referencia de Genbank correspondiente a cada secuencia peptidica. La
secuencia consenso deducida se representa usando la sintaxis de patron usada en la base de datos PROSITE.

La Figura 31 muestra vistas en 3D de los dominios de unidn/inhibicion de lisozimas de Ivy de Escherichia coli,
Ilvy de Pseudomonas aeruginosa y 3-APP humana.

La Figura 32 es un diagrama esquematico que muestra la organizacion de dominio de sAPP y proteina
precursora beta amiloide de Homo sapiens (3-APP).

La Figura 33 muestra la deteccion de la unién de huLYS marcado con peroxidasa de rabano rusticano (POD)
con sAPP inmovilizada, pero no con sAPP (304-612) inmovilizada. Se aplicaron puntualmente 10 ug tanto de
SAPP como de sAPP (304-612) en una membrana nitrocelulosa y se exploraron con POD-HuLYS diluido
1/1000.

Las Figuras 34A y 34B son tablas que muestran un alineamiento de proteinas inhibidoras/de unién a lisozima,
sus numeros de referencia de Genbank, y la especie hospedadora en la que esta presente el péptido. Estas
secuencias de aminoacidos se identificaron por ordenador usando el patron de péptido
CX(1,5)[KRH][AG][KRH]X(0,2)[KR]X(0,1)[EDQN]C (mostrado en la Figura 31) para buscar en las bases de
datos Swiss-Prot y TrEMBL usando el algoritmo ScanProsite.

La Figura 35A es un diagrama esquematico que muestra un polipéptido Tpl7 natural y polipéptidos Tpl7 CPA
y KPA mutantes. En Tpl7 CPA la histidina en la posicién de aminoacido 31 se reemplaz6 con alanina, y en
Tpl7 KPA la histidina en la posicion de aminoacido 107 se reemplaz6 con alanina.

La Figura 35B es una tabla que muestra la capacidad inhibidora de los polipéptidos Tp17 CPA y KPA mutantes
en relacion con el polipéptido Tpl7 natural.
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La Figura 36 es una transferencia de western que muestra proteinas que tienen pesos moleculares de 45 kDA
en cada uno de los carriles 1, 2 y 3 en los que el carril 1 es el Tpl7 natural, el carril 2, mutante CPA y el carril 3,
mutante KPA.

La Figura 37 muestra un alineamiento de secuencias peptidicas correspondientes a lisozima humana (huLYS)
y lisozima de pollo (chkLYS), asi como huLYS y proteina de tipo lisozima de espermatozoide humano (SLLP1).
Este alineamiento muestra que SLLP1 esta estrechamente relacionado tanto con huLYS como con chkLYS y
apoya que Tpl7 pueda unirse a SLLP1.

La Figura 38 es un diagrama esquematico que muestra que Tpl7 puede unirse a SLLP1 en la superficie del
espermatozoide y posteriormente interferir en el proceso de fertilizacién.

Descripcion detallada de la invencién

En general, la invencion presenta composiciones y métodos relacionados con la deteccion de sujetos que tienen una
infeccion patogena, tal como Treponema pallidum. Como se describe en més detalle posteriormente, la presente
invencion esta basada, en parte, en el descubrimiento de que un polipéptido expresado en patdgeno, Tpl7, se une a
e inhibe lisozima, un polipéptido antimicrobiano expresado en el hospedador. Debido a que muchos patégenos
expresan proteinas relacionadas con Tpl7, este método de inhibir una respuesta inmune del hospedador
probablemente esté conservado entre un gran nimero de patégenos. En consecuencia, la invencion proporciona
métodos de tratamiento o prevencion de una infeccion patégena basandose en esta observacion. Ademas, la
invencién proporciona ensayos de diagnostico mejorados basados en la deteccion de anticuerpos que se unen a un
complejo de Tpl7-lisozima.

Polipéptidos de tipo P17 de Treponema pallidum

Las composiciones y métodos de la invencion comprenden el polipéptido P17 de Treponema pallidum (Tpl7)
(nimero de referencia de Genbank - P29722; SEC ID N°: 31) y polipéptidos de tipo Tpl7. Estos polipéptidos
comparten ciertas similitudes estructurales, como se ilustra en las Figuras 1A, 1B y 2, denominadas colectivamente
en el presente documento “polipéptidos de tipo Tp17” y/o similitudes funcionales, tales como la capacidad para
unirse a lisozima o inhibir la actividad antimicrobiana o enzimatica de lisozima. Al menos una y posiblemente dos
regiones del polipéptido Tp17 (SEC ID N°: 31) se unen a lisozima: la secuencia polipeptidica VCPHAG (SEC ID N°:
5) en las posiciones de aminoacido 28-33 y la secuencia polipeptidica KAPHEK (SEC ID N°: 10) en las posiciones de
aminoacidos 114-119. Las Figuras 1A y 2 proporcionan un alineamiento de polipéptidos de tipo Tpl7 ejemplares de
varias especies bacterianas, virales, parasitarias y mamiferas, junto con sus nimeros de referencia. En particular, el
alineamiento mostrado en la Figura 2 identifica una secuencia consenso conservada evolutivamente, Xaa, Pro His
Xaan, que es comun para todos los polipéptidos de tipo TP 17.

En una realizacién, un polipéptido de tipo Tp1l7 comprende la secuencia de aminoacidos consenso de Xaan Pro His
Xaan, (SEC ID N°: 1), en la que Xaa es cualquier aminoacido, esta ausente, o es un enlace peptidico, y n es al menos
uno.

Haciendo referencia ahora a las Figuras 1A y 1B, en otra realizacion, el polipéptido de tipo Tpl7 comprende la
secuencia de aminoacidos consenso CS1: Cys Xaa; Xaay Xaas Pro His Xaas Xaas Xaas Xaa; Xaag Xaas Xaaio Xaai
Xaai» Xaaiz Cys (SEC ID N° 2), en la que Xaai, Xaa,, Xaas, Xaas, Xaas, Xaas, Xaar, Xaas, Xaag, Xaay, Xaaui,
Xaai» 0 Xaais es cualquier aminoacido, ningiin aminoacido o un enlace peptidico. En una realizacion preferida, Xaax
es Lys, Gly, lle, Arg, Leu, Ala, Ser, Thr, GIn, Asn, Phe, ningln aminoacido o un enlace peptidico; Xaa, es Thr, His,
Cys, GIn, Asn, lle, Ser, Leu, ningiin aminoacido o un enlace peptidico; Xaas es His, Lys, ningin aminoacido o un
enlace peptidico; Xaas es Asn, Gly, Tyr, Leu, Ala, Cys, Glu, Thr, Arg, Met, Pro, lle, Val, Phe, His, GIn, Lys, ningln
aminoacido o un enlace peptidico; Xaas es His, Arg, Asn, Leu, Ser, Lys, Glu, Gly, Pro, lle, Thr, Cys, Trp, Val, Gin,
Phe, Ala, Asp, ningiin aminoacido o un enlace peptidico; Xaas es Val, Cys, Ala, Asp, Ser, Pro, Gly, Glu, Lys, Leu,
GlIn, lle, Tyr, Arg, Asn, Met, ningdin aminoacido o un enlace peptidico; Xaa; es Asp, Glu, Ala, His, Val, Met, Pro, Lys,
Arg, Cys, Asn, GIn, Phe, Leu, Ser, ningin aminoacido o un enlace peptidico; Xaas es Gly, Asn, Ala, lle, Arg, Glu, Lys,
Thr, Tyr, Pro, Asp, Leu, Ser, ningln aminoacido o un enlace peptidico; Xaag es Leu, Arg, Phe, lle, Ala, Pro, Asn, GIn,
Lys, ninglin aminoacido o un enlace peptidico; Xaaio es Val, Thr, Asp, Glu, Tyr, Arg, Ala, Trp, ningdn aminoéacido o
un enlace peptidico; Xaan es Pro, Asp, Lys, Asn, Gly, Thr, lle, ningiin aminoacido o un enlace peptidico; Xaai» es lle,
Val, Gly, Asp, Asn, Leu, ninglin aminoacido o un enlace peptidico; y Xaais es Asp, Glu, Cys, Thr, ninglin aminoacido
o un enlace peptidico. Ademas, un polipéptido de tipo Tpl7 preferido que no se ajusta estrictamente a la CS 1
consenso es la proteina Int del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-1) con el motivo relacionado
CSPEVGQMDC (SEC ID N°: 27) y la proteina viral VP1 del virus de fiebre aftosa (FMDV) con el motivo relacionado
TAPHRGLATLYNGDC (SEC ID N°: 26) (Figura 1A).

Haciendo referencia ahora a la Figura 2, en otra realizacion, el polipéptido de tipo Tpl7 comprende la secuencia
consenso de aminoacidos CS2: Xaa; Xaa, Pro His Xaaz Xaas (SEC ID N°: 3), en la que Xaa; es Cys, Lys, Val, Ala,
ningun aminoéacido o un enlace peptidico; Xaa, es Ala, Cys o Lys; Xaas es Ala, Asp o Glu y Xaas es Cys, Gly o Lys.
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En una realizacion preferida, el polipéptido de tipo Tpl7 comprende la secuencia de aminoacidos CCPHAG (SEC ID
N°: 4), VCPHAG (SEC ID Ne: 5), VAPHDC (SEC ID N°: 6), KAPHDK (SEC ID N°: 7), VKPHDG (SEC ID Ne°: 8),
KKPHAK (SEC ID N°: 9), KAPHEK (SEC ID N°: 10), KKPHAC (SEC ID N°: 11), VAPHAG (SEC ID N°: 12), VKPHAK
(SEC ID Ne°; 13), VKPHAC (SEC ID N°: 14), VAPHEG (SEC ID N°: 15), VKPHEK (SEC ID N°; 16), VCPHEK (SEC ID
N°: 17), CKPHAG (SEC ID N°: 18), ACPHAG (SEC ID N°; 19), KCPHDC (SEC ID N°: 20), VKPHDK (SEC ID Ne: 21),
KKPHAG (SEC ID N° 22) o CAPHEK (SEC ID N°: 23). En una realizacion preferida el polipéptido de tipo Tpl7
comprende la proteina P17 de Treponema pallidum o la glicoproteina J del Virus del Herpes Simple de Tipo 2.

En una realizacion, el polipéptido de tipo Tpl7, como se define en el presente documento, no comprende la proteina
Ivy. En otra realizacion, la invenciéon no comprende una proteina que comprende CKPHDC (SEC ID N°; 24).

En otra realizacion, los polipéptidos de tipo Tp17 comprenden la secuencia consenso CS3, compartida por Tpl7 y la
proteina gJ del virus del Herpes simple de tipo 2, por ejemplo, correspondiente a Xaa Cys Pro His Ala Gly (SEC ID
N°: 25), en la que Xaa= Cys o Val.

La Figura 7 describe métodos ejemplares para identificacion dirigida y aleatoria de mutantes polipeptidicos.
Moléculas de lisozima

La lisozima provoca la hidrélisis de las paredes celulares bacterianas. Se encuentra generalmente en fluidos que
entran en contacto con superficies mucosas asi como otros fluidos corporales y constituye un mecanismo de
defensa contra las infecciones bacterianas. La enzima escinde el enlace glicosidico entre el carbono nimero 1 del
acido N-acetilmuramico y el carbono nimero 4 de N-acetil-D-glucosamina. In vivo, estos dos carbohidratos se
polimerizan para forma un polisacérido de pared celular. La lisozima tiene una estructura de multi-dominio, de
plegamiento alfa y beta mixto, que contiene cuatro enlaces disulfuros conservados.

La lisozima también tiene un fuerte efecto antiviral contra el virus del herpes simple (VHS) y VIH de tipo 1 (VIH-1). La
formacion de sincitios en monocapas celulares infectadas con VHS se inhibe por lisozima de clara de huevo de
gallina (Cisani et al. (1989) Microbios. 59: 73-83). Ademas, la lisozima potencia la actividad anti-herpética de acido
glicirricico en ensayos in vitro (Lampi et al. (2001) Antivir. Chem. Chemother. 12: 125-131). Ademas, la actividad
anti-VIH-1 hallada en preparaciones de gonadotropina coriénica humana (hCG) se ha atribuido en parte a la lisozima
C (Lee-Huang et al. (1999) Proc. Natl. Acid. Sci. USA 96: 2678-2681). Ademas, se ha indicado que una proteina de
E. coli llamada Ivy se une a e inhibe la lisozima humana y de pollo (Monchois et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:
18437-18441). Las interacciones entre lisozima y tales proteinas patégenas y el mecanismo de su accién no estan
claras en la técnica anterior. Como se describe en el presente documento, la caracterizacion de la interaccion entre
antigeno Tpl7 y lisozima proporciona, al menos en parte, una explicacion de como la lisozima interacciona con
proteinas patdgenas e inhibe su actividad.

Los niveles de lisozimas son menores en pacientes que padecen infeccidon por VHS en comparacion con controles
sanos, lo que sugiere que la infeccidn por patégeno se asocia con una reduccion de la produccién de lisozima o una
inhibicion de la actividad de la lisozima. La presente invencion proporciona, al menos en parte, una explicacion de
cémo se inhibe la actividad de lisozima por proteinas producidas por virus patégenos invasores, lo que sugiere un
mecanismo por el que los virus patégenos evaden la lisis por lisozima produciendo un inhibidor para la misma. La
presente invencion proporciona por lo tanto composiciones y métodos para aliviar la inhibicién de lisozima in vitro y
para la prevencion o tratamiento de infeccion por patégeno in vivo.

Las composiciones y métodos de la invencion comprenden lisozima humana y polipéptidos con similitudes de
secuencia con la misma. Las Figuras 3A y 3B proporciona un alineamiento de polipéptidos de lisozima de varias
especies, incluyendo pato, pollo, codorniz, pintada, faisan, pavo real, pavo, chachalaca, cabra, oveja, vaca, ciervo,
cerdo, rata, raton, perro, conejo, mono, cercopiteco verde, mono rhesus, babuino, titi, tamarino, mono ardilla, gorila,
ser humano, orangutan, gibon, colobo, langur, camello, posum, trucha, platija, pez, perro, caballo, burro, equidna,
paloma, hoacin, Anopheles, Bombyx, Hyalophora cecropia, Trichoplusia, gusano del tabaco y oruga tejedora. El
alineamiento de las proteinas de lisozima define una secuencia consenso de lisozima de:

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
Xaa Glu Ser Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ser
Xaa Asp Tyr Gly Xaa Xaa GIn lle Asn Xaa Xaa Xaa Trp Cys Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Leu Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Ala Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Trp Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa (SEC ID N°: 28),

en la que Xaa es cualquier aminoacido o esta ausente. En una realizacion, la secuencia consenso de lisozima
comprende la secuencia de
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“XkXXXrCelaXX$kXXgXdgyXgXs$X#WvClaXXESXXnTXatnXnXXXgStD
YGifQINsXyWCndgktpXXXnXCXIXCsXLIXd#itXaCAKk!vXdXXgXXaWva
WkXhCXgXdIsXyXXgCXXX” (SEC ID N°: 32),

en la que la conservacion de aminoacidos esta representada de acuerdo con los simbolos de comparaciones de
Risler (Risler et al. (1988) J. Mol. Biol. 204: 1019). En este sistema de representacion X representa cualquier
aminoacido o esta ausente, las letras en mayuscula corresponden al 100% de conservacion de aminodcidos, las
letras en minUscula corresponden a un valor de conservacion de aminoacidos comprendido entre el 50% y el 90%.
Ademas, los cambios conservativos compartidos por mas del 50% de las secuencias se representan usando los
siguientes simbolos: $ corresponde a leucina o metionina, ! corresponde a isoleucina o valina, y # corresponde a
asparagina o acido aspartico.

La expresion “lisozima” o “polipéptido de lisozima” abarca todos los homdlogos, mutantes, longitud completa o
fragmentos, sustituciones y modificaciones de los mismos, incluyendo deleciones y adiciones de los mismos. En una
realizacién, un polipéptido de lisozima incluye una mutacién que reduce su capacidad para unirse a o de otro modo
asociarse o interaccionar con un polipéptido de tipo Tp17. Como resultado, el polipéptido de lisozima mutante es
resistente a la inhibicion por un polipéptido de tipo Tpl7 expresado en patdgeno. El Ejemplo 7 describe métodos
ejemplares para identificacion dirigida y aleatoria de mutantes de lisozima resistentes a inhibicion. La lisozima
exogena es una lisozima que se origina fuera de, por ejemplo, no es de origen natural, o aparece en una
concentracion significativamente menor en la muestra o preparacion de polipéptido de tipo Tpl7 usada en los
métodos de la invencion. En una realizacion, la lisozima exégena es una lisozima que se afiade a la muestra o al
polipéptido de tipo Tpl7 para componer las composiciones y métodos de la invencion.

Polipéptido de tipo Tp17 y homélogos, mutantes y derivados de lisozima

La invencién también proporciona variantes purificadas o recombinantes de un polipéptido de tipo Tpl7 o un
polipéptido de lisozima, incluyendo homélogos, mutantes y derivados. En algunos ejemplos, los polipéptidos
mutantes recombinantes contienen mutaciones especificas (por ejemplo, mutaciones de sentido erréneo,
inserciones, deleciones o mutaciones sin sentido) que inhiben la actividad bioldgica del polipéptido recombinante en
relacion con un polipéptido de tipo Tpl7 o polipéptido de lisozima. Polipéptidos mutantes de tipo Tpl7
particularmente ventajosos se unen a lisozima con una afinidad que es igual o mayor que la afinidad de un
polipéptido de origen natural, pero no inhiben la actividad antimicrobiana de la lisozima, tal como su capacidad para
escindir un polisacarido expresado en patdgeno. Dichos polipéptidos mutantes de tipo Tpl7 son dutiles en el
tratamiento o prevencion de una infeccion por patégeno.

Polipéptidos de lisozima mutante de la invencion particularmente ventajosos son incapaces de unirse, 0 muestran
uniéon reducida, con un polipéptido de tipo Tp17 en relacidon con una lisozima nativa (Figura 3). Preferentemente, la
unién, por ejemplo, afinidad o cantidad de unién, se reduce en al menos un 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 85%, 95% o
100%. Otros polipéptidos de lisozima ventajosos conservan la capacidad para unirse a un polipéptido de tipo Tpl7,
pero dicha unidén no inhibe la actividad antimicrobiana del polipéptido de lisozima, tal como su actividad enziméatica.

Pueden inducirse efectos bioldgicos especificos mediante el uso de un homdlogo, mutante o derivado de funcion
limitada, por ejemplo, con menores efectos secundarios o mayor potencia terapéutica, en relacion con el uso de una
referencia o una forma de origen natural (es decir, un tipo natural) de un polipéptido de tipo Tpl7 o polipéptido de
lisozima. Puede generarse un mutante de un polipéptido de tipo Tp17 o polipéptido de lisozima por mutagénesis, por
ejemplo, introduciendo una mutacién o mutaciones puntuales discretas, una insercidon, una delecién u otras
modificaciones y alteraciones. Por ejemplo, las mutaciones de origen natural o inducidas en laboratorio pueden
generar polipéptidos de tipo Tpl7 mutantes o polipéptidos de lisozima que conservan sustancialmente la misma, o
meramente un subconjunto, de la actividad biolégica del polipéptido de tipo Tpl7 o un polipéptido de lisozima del
gue derivo el polipéptido mutante. Como alternativa, pueden generarse formas antagonistas de un polipéptido de
tipo Tpl7 o un polipéptido de lisozima. Dichos antagonistas inhiben la funciéon de un polipéptido de tipo Tpl7 o
polipéptido de lisozima de origen natural, uniéndose competitivamente con un ligando de origen natural.

Los homodlogos purificados o recombinantes de polipéptidos de tipo Tpl7 o polipéptidos de lisozima de la presente
invencién también incluyen homdlogos de origen natural de los polipéptidos de tipo Tpl7 natural o polipéptidos de
lisozima que son resistentes de forma natural a escision proteolitica.

Los polipéptidos de tipo Tpl7 o polipéptidos de lisozima también pueden modificarse quimicamente para crear un
polipéptido de tipo Tp17 o derivados de polipéptidos de lisozima, respectivamente, formando conjugados covalentes
0 agregados con otros restos quimicos, tales como grupos glicosilo, lipidos, fosfato, grupos acetilo, y similares.
Pueden prepararse derivados covalentes de polipéptidos de tipo Tp17 o polipéptidos de lisozima uniendo los restos
quimicos con grupos funcionales en cadenas laterales de aminoacidos de la proteina o en el extremo N terminal o
en el extremo C terminal de la proteina.

La modificacién de la estructura de los polipéptidos de tipo Tp17 o polipéptidos de lisozima (por ejemplo, mutaciones
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de aminoacidos) pueden ser para tales fines como potenciar la eficacia terapéutica o profilactica, estabilidad (por
ejemplo, periodo de caducidad ex vivo y resistencia a degradacion proteolitica), o0 modificaciones post-traduccionales
(por ejemplo, alterar el patron de fosforilacion de la proteina). Dichos polipéptidos modificados o mutantes de tipo
Tpl7 o polipéptidos de lisozima, cuando se disefian para conservar al menos una actividad de la forma de origen
natural de los polipéptidos de tipo Tpl7 o polipéptidos de lisozima, o para producir antagonistas especificos de los
mismos, se consideran equivalentes funcionales de los polipéptidos de tipo Tpl7 o polipéptidos de lisozima descritos
en mas detalle en el presente documento. Tales polipéptidos de tipo Tpl7 modificados o polipéptidos de lisozima
pueden producirse, por ejemplo, por sustitucién, delecién o adicion de aminoacidos. La variante de sustituciéon puede
ser un amino4cido conservado sustituido o un amino&cido no conservado sustituido.

Por ejemplo, es razonable esperar que un reemplazo aislado de una leucina con una isoleucina o valina, un
aspartato con un glutamato, una treonina con una serina, o un reemplazo similar de un aminoacido con un
aminodacido estructuralmente relacionado (es decir, mutaciones isostéricas y/o isoeléctricas) no tenga un efecto
importante en la actividad biolégica de la molécula resultante. Son reemplazos conservativos los que tienen lugar
dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados en sus cadenas laterales. Los amino&cidos codificados
genéticamente pueden dividirse en cuatro familias: (1) acidos = aspartato, glutamato; (2) basicos = lisina, arginina,
histidina; (3) no polares = alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polares
no cargados = glicina, asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. De forma similar, el repertorio de
aminoacidos puede agruparse como (1) acidos = aspartato, glutamato; (2) basicos = lisina, arginina, histidina; (3)
alifdticos = glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina, treonina, con serina y treonina opcionalmente
agrupadas por separado como alifaticos-hidroxilos; (4) aromaticos = fenilalanina, tirosina, triptéfano; (5) amidas =
asparagina, glutamina; y (6) que contienen azufre = cisteina y metionina. Si un cambio en la secuencia de
aminoé&cidos de un péptido da como resultado un polipéptido de tipo Tpl7 funcional u homdlogo de polipéptido de
lisozima (por ejemplo, funcional en el sentido de que el polipéptido resultante imita o antagoniza la forma natural)
puede determinarse faciimente evaluando la capacidad del péptido variante para producir una respuesta en un
ensayo o en células de una manera similar a la proteina natural, o inhibir de forma competitiva dicha respuesta. Los
polipéptidos en los que haya tenido lugar mas de un reemplazo pueden ensayarse facilmente de la misma manera.
Se ejemplifican ensayos y reactivos Utiles para ensayar tales homoélogos a lo largo de la memoria descriptiva.

El término “polipéptido” incluye por lo tanto péptidos o proteinas de origen natural, asi como péptidos o proteinas
producidos de forma recombinante o sintética. El polipéptido puede abarcar cadenas de aminoacidos de cualquier
longitud, en las que los restos de aminoacidos se unen por enlaces peptidicos covalentes. Sin embargo, también
estan abarcados por la invencion peptidomiméticos de tales polipéptidos en los que los aminoacidos y/o enlaces
peptidicos se han reemplazado por analogos funcionales. De acuerdo con la invencion, un aminoacido abarca un
anéalogo de aminoécido de origen no natural.

La invencion contempla ademas un método para generar conjuntos de mutantes combinatorios de polipéptidos de
tipo Tpl7 o polipéptidos de lisozima asi como mutantes de truncamiento, y es especialmente util para identificar
secuencias variantes potenciales (por ejemplo, homélogos). El fin de explorar dichas bibliotecas combinatorias es
generar, por ejemplo, nuevos polipéptidos de tipo Tpl7 mutantes o polipéptidos de lisozima mutantes que pueden
actuar como agonistas o antagonistas, o, como alternativa, poseen actividades completamente nuevas. Por lo tanto,
pueden generarse polipéptidos mutantes derivados de forma combinatoria que tienen una potencia aumentada en
relacién con una forma de origen natural (tipo natural) del polipéptido.

En otra realizacion, la invencion presenta polipéptidos de tipo Tpl7 aislados o polipéptidos de lisozima,
preferentemente preparaciones sustancialmente puras, por ejemplo, de polipéptidos derivados de fluidos corporales
o producidos de forma recombinante. Los polipéptidos de tipo Tp17 o polipéptidos de lisozima pueden comprender
polipéptidos de longitud completa o pueden comprender fragmentos mas pequefios correspondientes a uno 0 mas
motivos/dominios particulares, o fragmentos que comprenden al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, aproximadamente 20, aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente 75,
aproximadamente 100, aproximadamente 125, aproximadamente 148 aminoacidos de longitud, por ejemplo.

Pueden producirse péptidos por sintesis peptidica directa usando técnicas de fase sélida (por ejemplo, Stewart et al.
(1969) Solid Phase Peptide Synthesis, WH Freeman Co. San Francisco; Merrifield (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:
2149-2154). Puede realizarse sintesis proteica in vitro por transcripcién y traduccién acoplada in vitro, por ejemplo
usando un kit TnT® (Promega, Madison, WI) o RTS (Roche Applied Science, Barcelona, Espafia) o usando un
enfoque automatico, por ejemplo usando un Sintetizador Peptidico Applied Biosystems 431A (Perkin Elmer, Foster
City, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Pueden realizarse péptidos por uno o mas métodos y
unirse quimicamente para producir una molécula de longitud completa.

La caracterizacion del sitio de unidén a lisozima en Tpl7 y la secuencia consenso de ese sitio de uniéon que se
comparte por varios polipéptidos de tipo Tpl7 derivados de patégeno pueden aprovecharse para proporcionar
inhibidores de la union de polipéptido de tipo Tpl7/lisozima y métodos para prepararlos y usarlos como diagnéstico
(por ejemplo, sondas), profilaxis o tratamientos para varias enfermedades patdgenas o enfermedades caracterizadas
por actividad de lisozima alterada. Ademas, la invencién proporciona variantes naturales y modificadas
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genéticamente de lisozimas, incluyendo homélogos, mutantes y derivados y métodos para prepararlos, que son
incapaces de unirse a polipéptidos de tipo Tpl7, que conservan otras funciones de lisozima, tales como unién a
peptidoglicano e hidrdlisis, por ejemplo, escapando de este modo a la inhibicién por los polipéptidos de tipo Tpl17.
Estas lisozimas no naturales, incluyendo homologos, mutantes y derivados, pueden usarse para tratar o prevenir
muchas enfermedades patégenas, incluyendo sifilis, SIDA y herpes genital.

La invencién también proporciona polipéptidos mutantes de tipo Tpl7 que tienen secuencias de union a lisozima
alteradas, y polipéptidos de lisozima mutantes que tienen secuencias de unién a polipéptido de tipo Tpl7 alteradas.
Preferentemente, estos polipéptidos mutantes muestran afinidades de unién alteradas. Particularmente se prefieren
polipéptidos mutantes de tipo Tpl7 que tengan un aumento (por ejemplo, 5%, 10%, 25%, 50%, 75% 0 100%) de su
unién con lisozima en relaciéon con un polipéptido de tipo Tpl7 nativo. Dichos polipéptidos mutantes compiten con un
polipéptido de tipo Tp17 nativo por la unién con la lisozima. Se prefieren mas polipéptidos mutantes de tipo Tpl7 que
se unan a lisozima con al menos afinidad nativa, pero que no inhiban una actividad antimicrobiana de lisozima, tal
como una actividad enzimatica. Los polipéptidos mutantes de lisozima particularmente preferidos tienen sitios de
unioén alterados que reducen (por ejemplo, 5%, 10%, 25%, 50%, 75% o0 100%) o eliminan la unién con un polipéptido
relacionado con Tpl17. Otros polipéptidos mutantes de lisozima preferidos se unen a un polipéptido relacionado con
Tpl7, pero dicha union no reduce ni elimina la actividad antimicrobiana de la lisozima.

Otras alteraciones en un polipéptido relacionado con Tp17 o en un polipéptido de lisozima alteran la funcién in vitro o
in vivo, por ejemplo, como se efectla por mutagénesis dirigida o bioquimica combinatoria. Por ejemplo, se
proporcionan variantes de lisozima que han perdido la capacidad para unirse a peptidoglicano pero conservan la
capacidad para unirse a polipéptido de tipo Tp17.

La invencién proporciona ademas polipéptidos de tipo Tpl7 que pueden usarse para realizar polipéptidos de fusion
con un polipéptido de interés, que pueden purificarse por afinidad de forma econdémica usando lisozima (por ejemplo,
gue estd unida al soporte soélido, tal como una resina, perla, pocillo, microplaca, columna, gel, membrana o
dispositivo de filtro).

La informacidn de secuencia proporcionada por la presente invencidon también proporciona sondas especificas para
la identificacion de polipéptidos de tipo Tpl7 usando una lisozima como sonda, o identificacién de lisozima usando
un polipéptido de tipo Tpl7 como sonda. Ademas, los anticuerpos pueden inducirse para secuencias que definan
estos sitios de unién usando métodos convencionales.

Métodos para mejorar los métodos de deteccidn de infeccién por patbgeno

La presente invencion también proporciona métodos y composiciones para mejorar la deteccidn de anticuerpos anti-
patégenos en una muestra, por ejemplo, como diagnéstico de la infeccion por patégeno. Aunque los ejemplos de
tales métodos de diagnostico pueden referirse especificamente a sifilis, un experto en la materia entendera que tales
métodos son Utiles en general para detectar una respuesta inmune contra practicamente cualquier patégeno que
produzca un polipéptido de tipo Tpl7. Los métodos de diagndstico de la invencién implican la deteccion de un
anticuerpo anti-patdgeno en una muestra usando reactivos que incluyen, entre otras cosas, lisozima. El Ejemplo 8
proporciona una descripcion de un ensayo de sifilis ejemplar para anticuerpos anti-polipéptido de tipo Tpl7. El
método anterior y otros se analizan en mas detalle posteriormente.

Sin quedar ligado a ninguna teoria particular, es probable que un sujeto sifilitico genere una respuesta inmune no
solamente contra una proteina Tpl7 aislada, sino también contra el complejo de lisozima/polipéptido Tpl7. Poner en
contacto una muestra bioldgica de dicho sujeto con lisozima, posibilita la deteccion de anticuerpos que reconocen el
complejo Tpl7/lisozima y aumenta la sensibilidad del ensayo de diagnéstico de sifilis. De forma similar, cualquier
método de diagndstico de patdgenos que implique la deteccion de un anticuerpo que reconozca un complejo de
lisozima/proteina de tipo Tpl7 se potencia por la inclusion de lisozima en los reactivos de ensayo. Preferentemente,
la adicién de lisozima a un reactivo de ensayo aumenta la sensibilidad del método de diagndstico en al menos 5%,
10%, 25%, 50%, 75% o incluso tanto como 85% o0 95% en relacion con métodos de diagndstico convencionales.

Composiciones y métodos para detectar anticuerpos anti-patégenos

La invencion proporciona composiciones y métodos para detectar anticuerpos anti-patdgenos en una muestra que
son indicativos de la presencia de, infeccion por o respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune humoral) a un
patégeno bacteriano, tal como, por ejemplo, Treponema pallidum, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas putida, Yersinia pestis, Shigella flexnerii, Treponema denticola, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus,
Vibrio parahemolyticus, Chlamydia pneumoniae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis,
Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis, Helicobacter hepaticus, Salmonella
typhimurium, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Pseudomonas syringae, Pasteurella multocida,
Brucella melitensis, Brucella suis, Mycobacterium tuberculosis, Campylobacter jejuni, Helicobacter spp., y
Agrobacterium tumefaciens, Moraxella catarrhalis, Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
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influenzae, Haemophilus ducreyii, Propionobacterium acnes, Listeria monocytogenes. Ademas, la composicion se
usa para detectar la presencia de, infeccion por, o respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune humoral) a un
patégeno viral, tal como, por ejemplo, virus Coxsackie, Virus del Herpes Simple de tipo 2, virus de Gripe A, virus
TACARIBE, virus de lengua azul, citomegalovirus de chimpancé, hepatitis B, virus de hepatitis C, citomegalovirus
humano (HCMV), virus del papiloma humano, virus Dengue, virus de encefalitis equina oriental, fiebre aftosa (HMD),
virus de inmunodeficiencia humana, virus de la rubeola y LAMNPV. Ademas, la composicion se usa para detectar la
presencia de, infeccién por, o respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune humoral) a un parasito, tal como,
por ejemplo, Plasmodium falciparum, Plasmodium ovale, Eimeria tenella, Eimeria acervulina, Giardia lamblia,
Plasmodium yoelii y patégenos portados por Anopheles gambiae. Ademas, la composicién se usa para detectar la
presencia de, infeccion por, o respuesta inmune (por ejemplo, respuesta inmune humoral) a Mycobacterium
paratuberculosis, virus Ebola, virus de fiebre del valle del Rift, virus de Sindrome Respiratorio Agudo Grave (SARS),
virus de viruela, Bacillus anthracis, Leishmania Spp., micoplasma, rickettsia, hongos o levadura. Tales anticuerpos
se identifican, por ejemplo, por un ensayo que detecta la unién del anticuerpo con un polipéptido de tipo Tpl7, un
polipéptido de lisozima, o un complejo de polipéptido de tipo Tpl7/polipéptido de lisozima, o un fragmento del
mismo.

El polipéptido de tipo Tpl7 o polipéptido de lisozima puede comprender un marcador de afinidad, tal como, por
ejemplo, glutation S-transferasa (GST), cola de 6-histidinas (HIS), proteina de unidén a maltosa, péptido de tipo
elastina o un marcador de Strep (IBA, Goettingen, Alemania). El polipéptido de tipo Tpl7, lisozima y/o complejo de
polipéptido-lisozima de tipo Tpl7 puede estar unido a un soporte sélido tal como una resina, perla, pocillo,
microplaca, columna, gel, membrana, matriz, placa o dispositivo de filtro. El uso de una placa multipocillo o una
microplaca es Util para el ensayo a gran escala de numerosas muestras o para ensayar una muestra Unica por
duplicado o con respecto a la presencia de varios agentes patdgenos.

En una realizacion, el método de la invencion comprende detectar union, si esta presente, de anticuerpos anti-
patégenos presentes en la muestra con (i) el polipéptido de tipo Tpl7 solamente; (ii) la lisozima solamente; o (jii) el
complejo de lisozima-polipéptido de tipo Tp17. En una realizacion, el método comprende las etapas de (a) poner en
contacto una muestra con un polipéptido de tipo Tpl7 en condiciones que permitan la uniéon de un anticuerpo en la
muestra con el polipéptido de tipo Tpl7; y (b) poner en contacto la muestra con una lisozima exdgena
sustancialmente pura en condiciones que permitan la unién de un anticuerpo con la lisozima. El polipéptido de tipo
Tpl7 y la lisozima pueden estar unidos entre si 0 asociarse de otro modo de modo que un anticuerpo pueda unirse
tanto al polipéptido de tipo Tpl7 como a las lisozimas, por ejemplo, un complejo del polipéptido de tipo Tpl7 y la
lisozima. La union del anticuerpo con el polipéptido de tipo Tp17, lisozima o su complejo puede producirse a 15-25
°C, o cualquier temperatura que permita la unién del anticuerpo con el polipéptido de tipo Tp17 y/o lisozima.

En una realizacion preferida, el ensayo es un ensayo de aglutinacion, tal como, por ejemplo, un ensayo de
hemaglutinacién realizado como se describe en los Ejemplos 8 y 9. Las particulas vehiculo usadas en el ensayo de
aglutinacién pueden ser, por ejemplo, glébulos rojos, particulas de agregados proteicos, particulas poliméricas,
particulas inorganicas, particulas paramagnéticas o células de levadura. En una realizacion preferida, la
hemaglutinacién se potencia en al menos aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 veces, de aproximadamente
0,3 a aproximadamente 10 veces, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 veces, por ejemplo,
preferentemente al menos aproximadamente 3 veces, mediante la adicion de lisozima. La lisozima puede ser de la
misma especie que el sujeto del que se toma la muestra de ensayo (por ejemplo, ser humano). La lisozima se afade
al reactivo polipeptidico de tipo Tpl7, el tampon de dilucidn, o cualquiera de los reactivos o frascos usados en el
ensayo y pueden afiadirse en cualquier momento, una vez o en etapas, por ejemplo, antes, durante o después de
que la muestra haya entrado en contacto con el resto de los reactivos o frascos del ensayo. En una realizacién
particular, esta presente lisozima exdégena en un intervalo de concentracion de aproximadamente 1 femtogramo/ml a
aproximadamente 999 miligramos/ml. La lisozima estd presente en un intervalo de concentracion de
aproximadamente 1 nanogramo/ml a aproximadamente 999 microgramos/ml (por ejemplo, 1, 10, 25, 50, 100, 250,
500 o 1000 nanogramos o microgramos/ml).

En otra realizacién, se detectan anticuerpos anti-patégeno usando un ensayo de ELISA. Se conocen bien en la
técnica métodos para llevar a cabo ensayos de ELISA. Brevemente, para detectar la presencia de anticuerpos para
polipéptidos de tipo Tpl7 en una muestra, por ejemplo, una fase soélida, tal como una placa de ELISA, se recubre
con un polipéptido de tipo Tpl7 solamente, una combinacion de polipéptido de tipo Tpl7 y lisozima, o lisozima
solamente, en pocillos separados en una placa. Después de lavar, se afiade una muestra que puede contener un
anticuerpo anti-polipéptido de tipo Tpl7, un anticuerpo anti complejo de lisozima-polipéptido de tipo Tpl7 y/o
anticuerpo anti-lisozima a los pocillos. La muestra puede aplicarse a varios pocillos de la placa de ELISA, y
detectarse mediante marcaje directo (si es apropiado), usando un compafiero de unién secundario para el
anticuerpo anti-polipéptido de tipo Tp17 tal como una IgG de conejo anti-humano que tenga un marcador detectable,
0 usando un anticuerpo terciario o reactivo de deteccién (por ejemplo, estreptavidina-biotina o proteina A o proteina
G marcada). Como alternativa, también puede conseguirse deteccién usando polipéptido de tipo Tpl7 marcado. Si
los anticuerpos especificos se marcan de forma diferencial, puede producirse deteccion de mas de un anticuerpo en
la misma muestra, por ejemplo, en el mismo pocillo de la placa de ELISA. Esto puede conseguirse a través del uso
de marcadores que producen sefales distintas que pueden cuantificarse de forma independiente, por ejemplo,
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usando colorantes con diferentes maximos de absorcion de UV. Los valores de ELISA para los pocillos tratados de
forma diversa pueden compararse para determinar la presencia de anticuerpos para polipéptido de tipo Tpl7
solamente, complejo de lisozima-polipéptido de tipo Tp17 y/o lisozima solamente. Cualquiera de los inmunoensayos
descritos en el presente documento puede usarse en la practica de detectar anticuerpos para polipéptido de tipo
Tpl7 y el complejo de lisozima-polipéptido de tipo Tpl7 mediante el uso de lisozima que crea, en la fase liquida o
sélida, complejos de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima que pueden unirse con sus anticuerpos afines, de acuerdo
con métodos convencionales.

Sin quedar limitado a una teoria particular, el ensayo probablemente se potencia mediante la adicién de lisozima
debido a que la lisozima forma complejos con los polipéptidos de tipo Tpl7, formando de ese modo sustrato para
unién con anticuerpos que se unen solamente al complejo de lisozima-Tpl7 y no a polipéptido de tipo Tpl7
solamente. Por lo tanto, afiadiendo lisozima al ensayo, los anticuerpos dirigidos al polipéptido de tipo Tpl7
solamente, la lisozima solamente o el complejo se detectan en la muestra (Figura 4).

En una realizacion de la invencion, el ensayo puede conseguirse usando una lisozima recombinante o purificada
natural que no tenga una actividad de union a peptidoglicano (por ejemplo, un mutante de lisozima), de modo que se
enriquezca la unién de la lisozima con el polipéptido de tipo Tpl7. Esta unidn selectiva puede conseguirse, por
ejemplo, por mutagénesis dirigida de lisozima, u otros métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 7.

En otra realizacion, la molécula de lisozima puede alterarse para eliminar su capacidad para unirse a un polipéptido
de tipo Tpl7, de modo que el mutante resultante es resistente a la inhibicion por un polipéptido de tipo Tpl7. Tales
mutantes pueden presentar una actividad antimicrobiana potenciada contra patdégenos equipados con factores de
virulencia de polipéptido de tipo Tpl7. Las mutaciones localizadas en la secuencia codificante de lisozima,
seleccionadas de modo que no se vean afectadas las actividades antimicrobiana y/o acetili muramidasa,
desestabilizan la interaccion lisozimas/inhibidor y confieren resistencia a inhibicién por proteinas patdgenas tales
como el antigeno Tpl7 de T. pallidum o miembros de la familia Ilvy. Tales lisozimas mutantes representan nuevas e
interesantes composiciones para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Ademas, dada su potencia y espectro
de actividad mejorados, son superiores a la lisozima de pollo usada en la actualidad en preparaciones médicas
disponibles en el mercado.

Métodos para detectar patdégenos y ligandos de polipéptido de tipo Tp17

Las composiciones y métodos de la invencion también pueden usarse para detectar un patégeno en una muestra.
Pueden usarse composiciones que comprenden un ligando capaz de unirse a un polipéptido de tipo Tp17, tal como
polipéptido de lisozima o una molécula que pueda competir con la unién con lisozima. Como alternativa, el ligando
puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, o un fragmento Fab que se una al polipéptido de tipo
Tpl7.

Los ligandos pueden detectarse directamente, por ejemplo, unidos a una molécula de deteccion, tal como un
fluoréforo, una proteina fluorescente, un croméforo, resto radiactivo, resto luminifero o indicador o marcador
enzimaticamente activo. Se conocen bien en la técnica moléculas de deteccion ejemplares, por ejemplo, conjugados
de fluoresceina, conjugados de peroxidasa de rabano rusticano, conjugados de fosfatasa alcalina y conjugados de
isoluminol. En esta realizacion de la invencion, se pone en contacto una muestra con lisozima o con otro ligando de
tipo Tpl7 en condiciones que permitan la unién del ligando con un patégeno o un polipéptido patdégeno y se detecta
la unién de la lisozima con el patégeno o polipéptido patdgeno, si esta presente. Dicha unién es indicativa de la
presencia del patdgeno o polipéptido patégeno en la muestra.

Las composiciones y métodos de la invencién también son Utiles para detectar la presencia de lisozima en una
muestra. Una muestra se pone en contacto con un polipéptido de tipo Tpl7 y se detecta la unién del polipéptido de
tipo Tp17 con la lisozima en la muestra.

Kits

Las composiciones y métodos de la invencién pueden realizarse en kits de diagnostico o terapéuticos que contienen
al menos uno de un polipéptido de tipo Tpl7, lisozima y un ligando de los mismos. También pueden incluirse en el
kit reactivos necesarios o Utiles para la administracion, ensayo o purificacién del polipéptido de tipo Tpl7 o
polipéptido de lisozima, tales como frascos de reaccion (por ejemplo, que comprenden un soporte solido, resina,
perla, pocillo, microplaca, columna, gel, membrana y dispositivo de filtro), patrones de control o manuales de
instrucciones. Tales kits de diagndstico o terapéuticos son Utiles para el diagnostico o tratamiento de una infeccion
patégena, tal como sifilis 0 herpes, o para enfermedad de Alzheimer.

Péptidos de fusién y cromatografia de afinidad

Los polipéptidos de tipo Tpl7, o fragmentos de los mismos, de la invencion son Utiles como marcadores de afinidad
para su uso en cromatografia de afinidad usando polipéptidos de lisozima, por ejemplo, que estan unidos a un
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soporte solido, tal como una columna. La invencion proporciona por lo tanto proteinas de fusion recombinantes (por
ejemplo, proteinas de fusion Tpl7) que comprenden una primera secuencia polipeptidica unida por un enlace
peptidico a una segunda secuencia polipeptidica, en la que la primera secuencia polipeptidica comprende un
polipéptido de tipo Tpl17 y la segunda secuencia polipeptidica comprende una secuencia de aminoacidos de interés.
En una realizacion, la primera secuencia polipeptidica de interés no esta unida de forma natural a la segunda
secuencia polipeptidica. El polipéptido de tipo Tpl7 actia como un casete de purificacion que se usa para unir el
polipéptido de interés con la columna de afinidad de lisozima. El casete de purificacion puede situarse en cualquier
lugar en la molécula, por ejemplo, en el extremo N terminal o el extremo C terminal del polipéptido de interés. Como
alternativa, el casete de purificacién puede situarse entre el extremo N terminal y el C terminal. El polipéptido de
fusion recombinante se prepara uniendo una primera secuencia polipeptidica por un enlace peptidico con una
segunda secuencia polipeptidica, comprendiendo la primera secuencia polipeptidica un casete de purificacion de
polipéptido de tipo Tpl7 y comprendiendo la segunda secuencia polipeptidica una secuencia de aminoacidos de
interés. La proteina de fusion de Tpl7 se usa después en métodos para purificar el polipéptido de interés poniendo
en contacto una muestra que comprende la proteina de fusién de Tpl7 con lisozima en condiciones que permitan
que el polipéptido de tipo Tpl7 se una a lisozima. Después el complejo formado se lava y la proteina de fusion de
Tpl7 se eluye de la lisozima y la proteina de interés puede aislarse del casete de purificacion de acuerdo con
métodos bien conocidos en la técnica. En una realizacion, el fragmento de polipéptido de tipo Tpl7 es un fragmento
de 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75 o 100 aminoacidos que comprende al menos una secuencia consenso de union a
lisozima (por ejemplo, SEC ID N°: 1).

Preparacion de anticuerpos

Pueden prepararse anticuerpos monoclonales adecuados para su uso en los inmunoensayos de la invencién por
métodos de hibridoma convencionales, usando ensayos de unién diferenciales para asegurar que los anticuerpos
sean especificos para un polipéptido de tipo Tp17, lisozima, un complejo de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima u otro
antigeno de interés y no muestren reactividad cruzada, o muestren reactividad cruzada limitada entre las proteinas
relacionadas. Como alternativa, pueden prepararse anticuerpos monoclonales adecuados usando métodos de
ingenieria de anticuerpos tales como presentacion de fagos. Se conocen en la técnica métodos para obtener
anticuerpos altamente especificos de bibliotecas de presentacion de fagos de anticuerpos, y estan disponibles varias
bibliotecas de anticuerpos de fagos de, por ejemplo, MorphoSys (Martinsried, Alemania), Cambridge Antibody
Technology (Cambridge, Reino Unido) y Dyax (Cambridge, MA). Se describen métodos de presentacién de fagos
adecuados, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos N° 6.300.064 y 5.969.108, que se incorporan por la
presente por referencia en su totalidad. Véase también, por ejemplo “Antibody Engineering”, McCafferty et al. (Eds.)
(IRL Press 1996) y referencias en la misma. Los métodos de anticuerpo de presentacion de fagos pueden usar
bibliotecas de anticuerpos en el formato Fab o scFv. Una vez que los genes de cadena pesada y ligera de
anticuerpo se recuperan de los anticuerpos de fago, pueden prepararse anticuerpos en cualquier formato adecuado
(por ejemplo, anticuerpos completos, Fab, scFv, etc.).

Pueden usarse también otras preparaciones de anticuerpo, por ejemplo, anticuerpos de camélidos, que contienen
solamente cadenas de inmunoglobulina pesadas. Véase, por ejemplo, Muyldermans et al. (2001) J. Biotechnol.
74:277-302 y referencias en el mismo.

Como alternativa, pueden usarse preparaciones de anticuerpos policlonales para la deteccién de antigenos tales
como polipéptidos de tipo Tpl7, lisozima u otro antigeno de interés. También pueden usarse métodos de
presentacion de fagos para preparar poblaciones reproducibles o anticuerpos policlonales. Por ejemplo, una
biblioteca de anticuerpos puede vaciarse exhaustivamente de clones que reaccionan de forma cruzada por
absorcion en otros antigenos unidos a una superficie sélida, y después se usa para seleccion sobre una superficie
sélida para identificar anticuerpos que se unan al antigeno de interés. La poblacién de clones resultante también
puede vaciarse de clones reactivos de forma cruzada por absorcion sobre superficies que porten proteinas
irrelevantes, tales como albimina de suero bovino, etc, usando métodos bien conocidos en la técnica. Esto da como
resultado identificacién de una poblacion de anticuerpos que se unen especificamente a un antigeno de interés.

También pueden prepararse anticuerpos policlonales especificos para un antigeno de interés usando métodos
tradicionales basados en animales. Estos antigenos, tales como, por ejemplo, péptidos, pueden conjugarse en su
extremo N o C terminal con proteinas vehiculo tales como albumina de suero bovino (BSA) o hemocianina de lapa
californiana (KLH) y usarse para inmunizar animales, tales como conejos, usando regimenes de inmunizacién bien
conocidos. Pueden obtenerse anticuerpos policlonales especificos del suero del animal mediante, por ejemplo,
cromatografia de afinidad sobre una matriz que contenga el péptido usado para la inmunizacion unido a un soporte
sélido. De nuevo, por ejemplo, pueden absorberse antisueros inducidos contra polipéptidos de tipo Tp17 contra otros
polipéptidos unidos a un soporte sélido para retirar cualquier anticuerpo reactivo de forma cruzada, y viceversa.

Inmunoensayos

Puede usarse cualquiera de una variedad de inmunoensayos en la practica de los métodos de la invencién. Por
ejemplo, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), ensayos de aglutinacion, radioinmunoensayos,
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ensayos turbidimétricos, ensayo nefelométrico, inmunocromatografia, ensayos de quimioluminiscencia y ensayo
fluorescente. Tales ensayos se conocen bien en la técnica, y se describen en detalle en el presente documento
(Andreaotti et al. (2003) Biotechniques 35:850-859).

Se conocen bien en la técnica métodos para llevar a cabo ensayos de ELISA. Brevemente, para detectar la
presencia de polipéptido de tipo Tpl7 en una muestra, por ejemplo, una fase sélida, tal como una placa de ELISA,
se recubre con lisozima. Después de lavar, se aflade una muestra que puede contener un polipéptido de tipo Tpl7.
La muestra puede aplicarse a varios pocillos de la placa de ELISA, y detectarse mediante marcaje directo (si es
apropiado), usando un anticuerpo para un polipéptido de tipo Tpl7 que estd marcado, o usando un anticuerpo
secundario y anticuerpo terciario o reactivos de deteccion (estreptavidina-biotina) o proteina A o proteina G
marcada. Si los anticuerpos especificos estan marcados de forma diferencial, puede producirse deteccion de mas de
un antigeno en la misma muestra, por ejemplo, en el mismo pocillo de la placa de ELISA. Esto requiere uso de
marcadores que produzcan sefiales distintas que pueden cuantificarse de forma independiente, por ejemplo, usando
colorantes con maximos de absorcién de UV diferentes. Los colorantes y espectros utiles incluyen, pero sin
limitacion, ABTS (&cido 2,2'-azinobis (3-etilbentiazolin-b-sulfénico), sustrato cromogénico para peroxidasa de rabano
rusticano (que absorbe luz a 410 nm) y TMB (3,3',5,5'-tetrametil bencidina) sustrato cromogénico para peroxidasa de
rabano rusticano (absorbe luz a 450 nm después de la adicion de H,SO4 1 M).

Pueden usarse otros métodos de deteccion de proteinas adecuados en lugar de, o ademds de los inmunoensayos
anteriores. Por ejemplo, cuando se usan anticuerpos contra epitopos no superficiales de proteinas, puede usarse
digestion enzimética o quimica (por ejemplo, CNBr) de las proteinas antes de deteccién. Por ejemplo, podria
obtenerse un polipéptido de tipo Tpl7 de longitud completa usando un anticuerpo genérico que se une a un
polipéptido de tipo Tpl7, seguido de digestion con proteinas enzimaticas y deteccién con anticuerpos especificos
para polipéptido de tipo Tpl7. Se describen métodos mejorados para digestion por CNBr de proteinas en Kaiser et
al. (1999) Anal. Biochem. 266:1-8.

Otros métodos que pueden usarse incluyen transferencia de Western, transferencia de Far Western,
inmunohistoquimica, técnicas de transferencia puntual/por ranuras, microplacas proteicas y biosensores. Para
transferencia de western, por ejemplo, pueden someterse a electroforesis muestras proteicas por duplicado en un
gel de acrilamida y transferirse a una membrana tal como nitrocelulosa o PVDF. Una transferencia se detecta con el
anticuerpo para polipéptido de tipo Tpl7 y una transferencia se detecta con anticuerpo para una proteina de control.
Estos anticuerpos primarios se detectan después, por ejemplo, con anticuerpos secundarios marcados. Como
alternativa, los anticuerpos especificos para una proteina de interés y una proteina de control se marcan cada uno
con un colorante fluorescente diferente y se hacen reaccionar con la misma transferencia simultdneamente. La
intensidad de fluorescencia de cada colorante se mide y la relacion de la intensidad indica la relacion de las dos
proteinas.

Una transferencia de Far Western implica la inmovilizaciéon de una proteina en un soporte sélido, explorar el soporte
con un ligando que es probable que se una directamente a la proteina e inmunodeteccion de la proteina-ligando
unidos. Se muestra una transferencia de Far Western ejemplar en la Figura 5 y se describe en detalle en el Ejemplo
2.

Para inmunohistoquimica, pueden tratarse secciones titulares por duplicado con anticuerpos especificos para un
polipéptido de interés y un polipéptido de control. Estos anticuerpos primarios pueden marcarse directamente o
pueden marcarse con anticuerpos secundarios adecuados. La intensidad de tincién puede medirse con una camara
de dispositivo acoplado a carga (CCD) y las proteinas pueden cuantificarse. La relacion de la intensidad de tincion
indica la relaciéon de las cantidades de proteina. Como alternativa, puede tefiirse una seccién Unica con ambos
anticuerpos si los anticuerpos se han marcado con diferentes marcadores fluorescentes.

También se conocen bien en este campo técnicas de transferencia puntual/por ranuras. Por ejemplo, pueden
aplicarse puntualmente cantidades iguales de una muestra biolégica que contenga anticuerpo de polipéptido de tipo
Tpl7, anticuerpo del complejo de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima o anticuerpo de lisozima directamente sobre una
membrana y detectarse con polipéptido de Tpl17, lisozima y/o el complejo de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima, como
se ha descrito anteriormente. Las sondas pueden marcarse o puede usarse un ligando secundario.

Se conocen en la técnica muchos tipos de métodos basados en biosensores y pueden usarse para detectar y
cuantificar anticuerpos anti-polipéptido de tipo Tp17, anticuerpos anticomplejo de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima o
anticuerpos anti-lisozima. Por ejemplo, las muestras que contienen anticuerpos especificos para polipéptido de tipo
Tpl7 yl/o lisozima pueden unirse a la superficie del biosensor de modo que cuando el polipéptido de tipo Tpl7 y/o
lisozima se une a la superficie recubierta se produzca un cambio detectable en alguna propiedad de la superficie.
Los biosensores miden, por ejemplo, cambios de masas en la superficie, cambios de propiedades eléctricas o
cambios de las propiedades opticas. Cada uno de estos métodos se conoce bien en la técnica y son adecuados
para su uso en los presentes métodos.

Estan disponibles métodos basados en biosensores comerciales de, por ejemplo, Biacore (Piscataway, NJ) y son
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adecuados para su uso en la presente invencién para detectar y cuantificar cambios en los niveles de anticuerpos
para polipéptido de tipo Tpl7 y/o lisozima. Véase también, por ejemplo, los métodos de deteccion de proteinas
descritos en la patente de Estados Unidos N° 6.225.047, cuyos contenidos se incorporan por la presente por
referencia en su totalidad y Davies et al. (1999) Biotechniques 27:1258-61. Estan disponibles métodos de deteccion
de microplacas de proteinas comerciales de Ciphergen (Fremont, CA). La invencién puede aumentarse de escala
para detectar o diferenciar entre dos o mas patégenos, por ejemplo, para determinar si una cepa de bacteria es una
cepa resistente a farmacos o es incapaz de unirse a o inhibir lisozima.

En otra realizacion, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento pueden ser inmunoensayos
competitivos, que se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, puede realizarse un inmunoensayo de tipo sandwich
competitivo para medir el nivel de anticuerpo para un polipéptido de tipo Tpl7 y/o lisozima en el que se usan
anticuerpos de polipéptido de tipo Tpl7 conocidos para competir con el anticuerpo de polipéptido de tipo Tpl7 en la
muestra por unién con el polipéptido de tipo Tpl7. Por ejemplo, pueden incubarse diluciones en serie de anticuerpos
de polipéptido de tipo Tp17 conocidos con la muestra o con el polipéptido de tipo Tpl7 antes de la adicién al ensayo.

También pueden usarse métodos de espectrometria de masas para deteccién de proteinas para detectar y
cuantificar cambios en los niveles de anticuerpos, o fragmentos de los mismos, para polipéptido de tipo Tpl7 y/o
lisozima en una muestra, por ejemplo. Véase, por ejemplo, los métodos descritos en las Patentes de Estados Unidos
N° 5.719.060; 5.894.063; y Shimizu et al. (2002) J. Chromatogr. B. Analyt. Technol. Biomed. Life Sci. 25:776:15-30;
Kiernan et al. (2002) Anal. Biochem. 301:49-56; y Pramanik et al. (2002) Protein Sci. 11:2676-87. También estan
disponibles métodos de deteccion de proteina basados en espectrometria de masas de Ciphergen (Fremont, CA).

Muestra biolégica

La muestra analizada o tratada usando cualquiera de las composiciones y métodos de la invencion puede
comprender una muestra corporal tal como sangre, suero, plasma, lagrimas, saliva, liquido nasal, esputo, liquido
otico, liquido genital, liqguido mamario, calostro, leche, liquido placentario, sudoracién, liquido sinovial, liquido
ascitico, liquido cefalorraquideo, bilis, fluido gastrico, liquido gastrointestinal, exudado, trasudado, liquido pleural,
liquido pericardico, semen, materia fecal, liquido de las vias respiratorias superiores, liquido peritoneal, liquido
recogido de un sitio de inflamacion u otra respuesta inmune, liquido recogido de un sitio de recogida agrupado,
lavado bronquial, orina, humor acuoso, material de biopsia, material del rumen de un animal rumiante, muestra de
células nucleadas, liquido asociado con una superficie mucosa, por ejemplo. Como alternativa, las composiciones y
métodos de acuerdo con la invencién pueden realizarse en muestras de células secas (por ejemplo, pelo o piel) o
muestras de biopsia de cualquier tejido en el que los genes de interés o los anticuerpos se expresen o se depositen.

Otras muestras

Como se indica en el presente documento “muestra” también significa cualquier muestra de diagnostico,
experimental o clinica que pueda sospecharse que contiene lisozimas o un polipéptido de tipo Tpl7, o que requiera
de otro modo ensayo o tratamiento con respecto a la presencia de lisozima o un polipéptido de tipo Tpl7, o
anticuerpo para el mismo, tal como un frasco de cultivo, cubeta, hisopo, instrumento médico (por ejemplo,
instrumento quirdrgico). Una muestra también puede ser un cultivo de células o liquidos (por ejemplo, aspirado de
garganta, muestra de liquido cefalorraquideo, hemocultivo). Una muestra puede ser una preparacion patégena, tal
como, por ejemplo, una bacteria, un virus, un parasito, un plasmido, un micoplasma, un agente micotico (por
ejemplo, hongo, levadura) o preparacion priénica. La muestra puede ser un agente liquido o sélido, tal como un
alimento, una medicina, un implante, un injerto, un medio de cultivo tisular o celular, una muestra de agua, u otra
solucion, reactivo o aparato para el que se desee o requiera esterilidad.

Las composiciones y métodos pueden usarse para diagnosticar contaminacion o infeccién por patdégeno, por
ejemplo, enfermedades relacionadas con patégenos tales como, por ejemplo, sifilis, infeccién por VIH, herpes
genital, peste bubdnica, disenteria, shigelosis, caries dental, infeccion por E. coli, fibrosis quistica, tuberculosis,
cllera, infecciones estreptococicas del grupo A y grupo B, infecciones estafilocécicas, Ulcera gastrica, tos ferina,
clamidiosis, brucelosis, otitis media, meningitis, infeccién gripal, malaria, salmonelosis, gonorrea, Vvibriosis,
colibacilosis, neumonia, bronquitis, sindrome respiratorio agudo grave. En una realizacién, las composiciones y
métodos de la invencidn son Utiles en el diagnéstico de enfermedades de almacenamiento citoplasmico tales como
enfermedades de almacenamiento lisosomal.

Ademas, las composiciones y métodos de la invencion pueden usarse para diagnosticar enfermedades tales como
cancer, enfermedad infecciosa, enfermedad inflamatoria, enfermedad de Alzheimer, amiloidosis renal, leucemia,
enfermedad de Crohn y alergia.

Células

La invencion puede requerir células para la preparacion o ensayo de péptidos patégenos, por ejemplo. Las lineas
celulares animales o bacterianas permanentes o primarias cultivadas puede ser: células primarias (incluyendo, pero
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sin restriccion, monocitos, sinoviocitos, fibroblastos y células endoteliales) derivadas del mismo sujeto que la
muestra de fluido o derivados de otro individuo; lineas celulares permanentes de una serie de origenes tisulares y de
organos (incluyendo, pero sin restriccion, lineas celulares disponibles de depésitos de acceso publico tales como la
coleccién americana de cultivos tipo); o lineas celulares primarias o permanentes que se han transfectado de forma
estable con construcciones “promotor-lectura”.

Se conocen bien en este campo técnicas de cultivo de células bacterianas. Por ejemplo, pueden cultivarse células
bacterianas en caldo 2XYT en un agitador a 37 °C. Los métodos para cultivar bacterias transformadas con un
plasmido o virus también pueden incluir cultivo en agentes selectivos tales como ampicilina u otro antibidtico.
También se conocen en la técnica preparaciones de células y lisados celulares, asi como purificacion de proteinas y
acidos nucleicos.

La préctica de la presente invencién puede emplear, a no ser que se indique de otro modo, técnicas convencionales
de biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante, e
inmunologia, que estan dentro de las experiencias de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la
bibliografia. Molecular Cloning - A Laboratory Manual (1989), 22 Ed., Sambrook et al. (Eds.), Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Capitulos 16 y 17; Hogan et al. (1986) Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; patente de Estados Unidos N° 4.683.195; DNA
Cloning, Volumenes | y Il (1985) Glover (Ed..); Oligonucleotide Synthesis (1984) Gait (Ed.); Nucleic Acid
Hybridization (1984) Hames y Higgins (Eds.); Transcription and Translation (1984) Hames & Higgins (Eds.); Culture
Of Animal Cells (1987) Freshne’y, Alan R. Liss, Inc.; Immobilized Cells And Enzymes (1986) IRL Press; Perbal
(1984) A Practical Guide To Molecular Cloning; Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); Gene Transfer
Vectors For Mammalian Cells (1987) Miller y Galos (Eds.) Cold Spring Harbor Laboratory; Methods In Enzymology,
Volumenes 154 y 155, Wu et al. (Eds.) Academic Press Inc., N.Y.; Immunochemical Methods In Cell And Molecular
Biology (1987) Mayer y Walker (Eds.) Academic Press, Londres; Handbook Of Experimental Immunology,
Volumenes I-1V (1986) Weir y Blackwell (Eds.).

Los métodos descritos en el presente documento son Utiles por lo tanto como una herramienta de diagnéstico y
pronéstico, como un medio para tratar o inmunizar contra enfermedad, para supervisar la progresion y resolucién de
la enfermedad, para rastrear la respuesta o falta de ella, para terapia, para evaluar la eficacia de la medicacion
alternativa o conjunta, y para establecer la dosis terapéutica correcta de una medicacion. Los métodos descritos en
el presente documento también pueden usarse, en el contexto de busqueda y desarrollo de farmacos, para evaluar
la eficacia potencial y efectos secundarios de farmacos de investigacion y aprobados en muestras bioldgicas
recogidas en el transcurso de ensayos animales y/o ensayos clinicos de fase I, II, lll y IV y/o estudios después de la
comercializacién. La préctica de la invencion se entenderd mas completamente a partir de los siguientes ejemplos,
que se presentan en el presente documento para fines solamente ilustrativos, y no deberian interpretarse como
limitantes de la invencién de ninglin modo.

EJEMPLO 1: La lisozima de pollo se purifica conjuntamente con formas recombinantes del antigeno de
Treponema pallidum de 17 kDa

En el contexto de purificar antigeno Tp17 de T. pallidum recombinante, derivado de E. coli (GST-Tp17 o Tpl17-HIS),
una proteina se purificé conjuntamente de forma reproducible con Tpl7. Esta proteina “contaminante”, que tenia un
peso molecular de 14 kDa y no reaccionaba con un suero policlonal anti-Tp17, se identificé como lisozima de pollo
como se describe posteriormente.

Se separd una fraccion proteica que contenia ambas entidades (Tpl7 y el “contaminante”) por PAGE-SDS, se
escindio del gel y se sometié a secuenciacion de aminoacidos N terminal. El experimento produjo secuencias
peptidicas N terminales cortas (6-7 aminoacidos) que coincidian perfectamente con la secuencia esperada del
antigeno Tp17 de T. pallidum o lisozima de pollo, que se incluyé en el tampdn de resuspension de pasta celular para
facilitar la lisis de células bacteriana. Estas observaciones sugirieron que Tpl7 interacciona fisicamente con la
lisozima de pollo. Se presentan posteriormente protocolos experimentales correspondientes a la purificacion de
GST-Tpl7 y Tpl7-HIS, asi como experimentos de microsecuenciacion.

Cromatografia de GST-Tpl7

La E. coli recombinante DH5a que contenia pGEX2T-Tp17 (Akins et al. (1993) Infect Immun. 61:1202-1210) (Figura
6) se cultivd en un fermentador de 5 litros en caldo 2xYT (Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 22, Chris Nolan (Ed.) Cold Spring Harbor Press.) con ampicilina 100 ug/ml (Roche Diagnostics, Barcelona,
Espafia). El cultivo se indujo con IPTG 0,3 mM (Roche Diagnostics Mannheim, Alemania) durante cuatro horas. Las
células se recogieron y se resuspendieron en Tris 50 mM (pH 8,0), NaCl 85 mM, EDTA 2 mM, polioxietilen 10 tridecil
éter 1%, que contenia coéctel inhibidor de proteasa A (1 ml/g de pasta celular, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y
lisozima de pollo 0,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Después de incubacion durante 50 minutos, las células
se sonicaron y se centrifugaron a 28.000 g. El GST-Tpl7 recombinante se purificé del sobrenadante por
cromatografia de intercambio i6nico (Q Sepharose XL, Amersham Biosciences, Cerdanyola, Espafa). El flujo
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continuo se purificé adicionalmente por cromatografia de afinidad de glutation (glutation sepharose FF, Amersham,
Cerdanyola, Espafia). Se us6 un tampoén de glutatién reducido 100 mM para eluir el GST-Tpl7. Las fracciones
recogidas se analizaron por electroforesis en gel. Se realizd otro proceso de purificacién sin usar lisozima siguiendo
el mismo protocolo.

Cromatografia de Tpl7-HIS

La secuencia génica que codifica la secuencia codificante de proteina Tpl7 madura (incluyendo los restos 23 a 156
de la secuencia de Tpl7 depositada con el nimero de referencia de NCBI P29722) se amplificé por PCR usando el
vector pProExHT-Tpl17 (Dr. Norgard, Universidad de Dallas, Texas, Estados Unidos) como un molde. Se realizd
amplificacion por PCR usando un kit de sistema de PCR de alta fidelidad de expansion (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) y los oligonucleétidos P17-Ndel (5'-AGA TAT TAT ACA GGT CTC GTG GTG CAC AAC CGT
TCC ACG CGC CGG GAA GGC CAA -3") (SEC ID N©: 33) y P17 invl-(Xhol) (5'-ATG TAG ACG CGA TTA GAG -3)
(SEC ID N°: 34) en las condiciones recomendadas por el proveedor (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Las
condiciones de termociclacién fueron como sigue: un ciclo de desnaturalizacion (1 minuto a 94 °C) seguido de 30
ciclos de amplificaciéon (1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C, 1 minuto a 72 °C). El amplicon de PCR resultante (~ 300
pb) se purificé usando el sistema de purificacion Nucleotrap (Macherey-Nagel, Diren, Alemania). Se digirieron 1 ug
de fragmento de PCR purificado y 1 pg de pldsmido pET24a purificado cada uno con 10 unidades de Ndel y 10
unidades de Xhol usando las condiciones recomendadas por el proveedor (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania). Los fragmentos restringidos se separaron a través de un gel de agarosa al 0,8% (Sambrook et al. (1989))
y fragmentos correspondientes a Tpl7 (~ 300 pb) y vectores pET24a (~ 5300 pb) se escindieron y se purificaron en
gel usando el sistema de purificacion Nucleotrap (Macherey-Nagel, Diren, Alemania). Ambos fragmentos se ligaron
usando ADN ligasa T4 (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) usando las condiciones recomendadas por el
proveedor. La reaccién de ligacién se usG después para transformar E. coli quimicamente competente TOP 10
(Invitrogen SA, Barcelona, Espafia) y se seleccionaron transformantes en placas LB (Sambrook et al. (1989))
complementadas con ampicilina 100 pg/ml (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Se prepar6 ADN plasmidico
de 10 clones individuales y se analiz6 por digestion con endonucleasa de restriccion usando Ndel y Xhol. Ocho de
diez clones contenian el pldsmido recombinante pET24a-Tpl7 correcto. La secuencia de un clon plasmidico se
verific6 por secuenciacion de ADN (centro de secuenciacion de ADN, UAB, Barcelona, Espafia) y se usoé
posteriormente para transformar la cepa de expresion de E. coli BL21 (DE3) Rosetta (Novagen, Madison, WI). La
cepa resultante se nombré EcBK633 (véase Figura 7).

La E. coli recombinante EcBK633 se cultivd en un biorreactor de 5 litros en caldo 2xYT con ampicilina (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania). El cultivo se indujo con IPTG 1 mM (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania)
durante cuatro horas. Las células se recogieron y se resuspendieron en Tris 50 mM (pH 8,5) que contenia
inhibidores de proteasa (Sigma-Aldrich Madrid, Espafia) y lisozima de pollo 0,6 mg/ml (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia). Después de incubacion durante 45 minutos, las células se sonicaron y se centrifugaron a 30.100 g. El
Tpl7-HIS recombinante se purificé del sobrenadante por cromatografia de afinidad de iones metélicos, usando
resina cargada con niquel (Chelating HP, Amersham, Cerdanyola, Espafia) y un gradiente de elucion de imidazol 10-
200 mM (Merck, Darhmstadt, Alemania) e imidazol 500 mM como se recomend6 por el proveedor. Las fracciones
recogidas se analizaron por electroforesis en gel y transferencia de western.

Electroforesis y andlisis de transferencia de western

Las fracciones cromatograficas y marcadores de peso molecular de proteinas (Véase Blue Plus™ II, Invitrogen,
Barcelona, Espafa) se separaron de forma electroforética a través de dos geles de SDS-PAGE al 15% idénticos
como se describe en Sambrook et al. (1989). Posteriormente, se tifié un gel con azul brillante de Coomassie R250
(Merck, Darhmstadt, Alemania) para detectar proteina total. Como se muestra en la Figura 8A, se observaron dos
bandas principales (14 kDa y 17 kDa) en la fraccion correspondiente a la proteina purificada Tp17. Las proteinas en
el otro gel se electrotransfirieron a una membrana de PVDF Immobilon™ P (Millipore Corp., Bedford, Massachusetts)
como se recomendd por el proveedor. La membrana se incubé después durante 1 hora a temperatura ambiente (18-
22 °C) en 5 ml de Blotto™ (BioRad, Hercules, California) que contenia PBS, Tween 0,05% p/v y leche desnatada
seca 10% p/v (PBST). La membrana se proceso después como sigue: (1) tres lavados de 10 minutos con PBST, (2)
incubacién de 1 hora a temperatura ambiente (18-22 °C) en presencia de 10 ml de suero humano de un paciente
con sifilis diluido 1/200 en Blotto , (3) tres lavados de 10 minutos con PBST, (4) 1 hora de incubacion a temperatura
ambiente con 10 ml de un suero policlonal antihumano de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (BioRad,
Hercules, California, Estados Unidos) diluido 1/2000 en PBST, (5) tres lavados de 10 minutos con PBST y (6) una
incubacién final con 5 ml de sustrato cromogénico de fosfatasa alcalina NBT/BCIP (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
hasta desarrollo del color. Como se muestra en la Figura 8B, este ensayo detecta la union de la IgG humana para la
proteina de 17 kDa (Tp17-HIS) pero no la de 14 kDa.

Secuenciaciéon N terminal

La fraccién cromatografica que contiene el Tpl7-HIS purificado con la proteina contaminante (14 kDa) y un
marcador de peso molecular proteico (SeeBlue Plus™ II, Invitrogen SA, Barcelona, Espafia) se separd por
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electroforesis a través de un gel de SDS-PAGE al 15% como se describe en Sambrook et al. (1989). Posteriormente,
las proteinas en el gel se electro-transfirieron a una membrana de PVDF Immobilon™ P (Millipore Corp., Bedford,
MA) usando las directrices de los proveedores. La membrana se tifi6 con azul brillante de Coomassie R250 y las dos
bandas se cortaron y secaron para andlisis de secuenciacion. El analisis N terminal por degradacion de Edman
automatica se realizé en un secuenciador Beckman LF3000 con un analizador de aminoacidos PTH (System Gold,
Beckman Coulter, Fullerton, California).

Las secuencias obtenidas fueron:

nHz- VS (C) TTV .coon para la proteina de 17 kDa (SEC ID Ne: 35).
nH2- KVFGR (C)ELAA .coon para la proteina de 14 kDa (SEC ID N°: 36).

Como se muestra en la Figura 8B, la secuencia N terminal de la proteina de 17 kDa correspondia al Tpl7 de
Treponema pallidum y la secuencia proteica de 14 kDa correspondia a la lisozima de pollo.

EJEMPLO 2: Deteccion de Far Western de la union de Tp17 con lisozima de pollo y humana

La observacion de que el antigeno proteico de 17 kDa (Tpl7) de T. pallidum se purifica conjuntamente con lisozima
de pollo sugiere fuertemente una interaccion fisica directa entre ambas proteinas. Para ensayar esta hipotesis, se
realizé un ensayo de interaccion de proteina-lisozima de transferencia de far western. El ensayo se resume en la
Figura 5 y comprende generalmente las siguientes tres etapas: (1) inmovilizaciéon de lisozima purificada en una
membrana, (2) exploracién de una membrana con un ligando que probablemente se une directamente a la lisozima;
y (3) inmunodeteccion de la lisozima-ligando unidos. Se presenta un procedimiento experimental detallado a
continuacion.

Deteccion por transferencia de far western de interacciones proteicas lisozima-Tp17

Se obtuvieron lisozima de clara de huevo de pollo purificada y lisozima de leche materna humana de Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia). Se separaron dos series de fracciones en alicuotas que contenian 1 ug, 5 ug y 10 ug de lisozima
purificada y un marcador de peso molecular proteico (SeeBlue Plus™ II, Invitrogen SA, Barcelona, Espafia) por
electroforesis a través de un gel SDS-PAGE al 4-12% usando las condiciones recomendadas por el proveedor
(Invitrogen). El gel se proceso después para transferencia de western como se describe en Sambrook et al. (1989)
de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, y las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de PVDF
Immobilon™ P (Millipore Corp., Bedford, Massachusetts). La presencia de lisozima inmovilizada en la membrana de
PVDF se evalud por tincion durante 1 minuto con tincion de Ponceau S (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y después
se destifidé por lavado vigoroso durante 5 minutos con agua desionizada. La membrana se dividi6 en dos,
conteniendo cada parte una escalera proteica y tres cantidades de lisozima de pollo o humana (1 pg, 5 ug y 10 ug
por carril). Cada membrana se incubé después durante 16 horas a 4 °C en 5 ml de TBST (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
NaCl 150 mM, Tween 20™ 0,05% peso/volumen) complementado con leche en polvo desnatada Sveltesse™ 5%
(peso/volumen) (Nestlé, ESPANA, Barcelona, Espafia) (para realizar leche-TBST). Las membranas se procesaron
después por separado como sigue: (1) tres lavados de 1 minuto con 10 ml de TBST, (2) incubacion de 1 hora a
temperatura ambiente (18-22 °C) en presencia de 10 ml de proteina de fusion GST-Tp17 100 mg/ml (Akin et al.
(1993)) o una proteina de control GST-TP47, (Hsu et al. (1989) Infect. Immun. 57:196-203; Weigel et al. (1992)
Infect. Immun. 60:1568-1576) (3) tres lavados de 10 minutos con 5 ml de TBST, (4) incubacién de 30 minutos a
temperatura ambiente con 10 ml de un suero de cabra policlonal anti-GST (Amersham Biosciences, Cerdanyola,
Espafia) diluido 1/7500 con leche TBST, (5) tres lavados de 10 minutos con 5 ml de TBST a temperatura ambiente,
(6) incubacién de 1 hora a temperatura ambiente con 10 ml de un conjugado de fosfatasa alcalina, suero policlonal
de conejo anti-cabra (Dako A/S, Glostrup, Dinamarca) diluido 1/5000 en leche-TBST, (7) tres lavados de 10 minutos
con 5 ml de TBST y (8) incubacién de 3 minutos con 5 ml de sustrato cromogénico de fosfatasa alcalina nitroazul
tetrazolio/bromo cloro indolil fosfato (NBT/BCIP) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) hasta el desarrollo del color.

El ensayo anterior detecté la union de la proteina de fusion GST-Tpl7 con lisozima tanto de pollo como humana
(banda de 14 kDa en las Figuras 9B y 9D, respectivamente). Ademas, la union de GST-Tp17 con lisozima es fuerte
puesto que resisti6 numerosos lavados en presencia de detergente (Tween 20™ 0,05%). No se detectd sefial
cuando la membrana se incubé con antigeno TP47-GST de control (Figura 9A y 9C), lo que demuestra que la
interaccion entre Tpl7 y la lisozima es especifica y no implica el resto de GST, que esta compartido tanto por GST-
Tpl7 como por GST-Tp47. Estos resultados demuestran que (i) el antigeno Tpl17 de T. pallidum se une fuertemente
y especificamente con lisozima humana y de pollo, y (ii) esta propiedad esta contenida entre los restos 22 y 156 de
Tpl7 (los nimeros se relacionan con la secuencia del péptido de Tpl7 depositada con el nimero de referencia
P29722). Este ensayo se usa para caracterizar proteinas de unién a lisozima nuevas asi como para identificar
mutantes de lisozima incapaces de unirse al inhibidor afin de lisozima. Por el contrario, este ensayo se usa para
explorar con respecto a mutantes de Tpl7 incapaces de unirse o asociarse con lisozima. Este ensayo también se
usa para explorar con respecto a las sustancias (por ejemplo, péptidos, proteinas, farmacos, anticuerpos, acidos
nucleicos, PNA, etc.) que interfieren con la unién de lisozima con su inhibidor afin.
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EJEMPLO 3: El antigeno de proteina Tpl7 de T. pallidum inhibe la actividad antibacteriana de lisozima de
pollo y humana

Las lisozimas son agentes antibacterianos bien caracterizados hallados en superficies mucosas y en fluidos
bioloégicos. Debido a su potente actividad enzimatica acetil-muramidasa, las lisozimas son capaces de hidrolizar
peptidoglicanos de la pared celular, destruyendo de este modo muchas bacterias patégenas. La fuerte uniéon entre
Tpl7 y lisozima humana sugiri6 que esta union puede alterar la actividad antibacteriana de la lisozima. Esta
hipétesis es coherente con la observacion de que (i) T. pallidum es un patégeno mucoso y (ii) esta en contacto con
lisozima humana en su nicho ecoldgico, a lo largo de su ciclo de vida infeccioso.

Para ensayar esta hipétesis, la actividad antibacteriana de lisozima tanto humana como de pollo se ensayé, en
presencia o ausencia de GST-Tp17, usando un kit de ensayo de lisozima EnzCheck® (Molecular Probes, Eugene,
Oregon). El ensayo comprende el uso de células bacterianas Micrococcus lysodeikticus marcadas con fluoresceina
como un sustrato fluorescente de lisozima. En esta bacteria Gram positiva, la capa de peptidoglicano es
directamente accesible a lisozima, y se ha marcado con fluoresceina de modo que la fluorescencia se interrumpe de
forma natural. Tras la hidrdlisis de lisozima, la interrupcion se detiene y se libera fluoresceina en una cantidad que es
proporcional a la actividad de lisozima. Se uso el siguiente protocolo experimental.

Ensayo de inhibicién de lisozima

Una reaccion de 100 pl tipica consistio en 25 ul de solucién de lisozima (10 unidades para lisozima de pollo o 50
unidades para lisozima humana, disuelta en agua desionizada), 25 pl de la solucién proteica de ensayo y 50 ul de
una suspension de Micrococcus lysodeikticus marcado con fluoresceina (50 pg/ml). La reaccién se incubé durante
45 minutos a 37 °C y se midio la fluorescencia (lexc. = 485 nm; X emi = 520 nm) usando un lector de placas
multipocillo de fluorescencia modelo FLx800 (Bio Tek Instruments, Winoosky, Vermont) equipado con software de
adquisicion de datos KC junior (Bio TEK Instruments, Winoosky, Vermont). Cada punto experimental se expresé
como la media y desviacion tipica correspondiente a la lectura de tres pocillos independientes. Se usaron pocillos
gue contenian 50 pl de agua desionizada y 50 pl de suspensién de Micrococcus lysodeikticus marcado con
fluoresceina como un blanco. Se usaron diluciones en serie dos veces de proteina de ensayo para variar la
concentracién de la proteina de ensayo de 83,5 a 1,3 pg/pocillo.

Como se muestra en la Figura 10, la actividad acetil muramidasa de lisozima tanto humana como de pollo se inhibid
fuertemente (>85% de inhibicion) mediante la adicion de tan poco como 1,3 ug/pocillo de la proteina de fusion GST-
Tpl7. Por el contrario, la proteina de fusion GST-Tp47 de control no ejercié ningun efecto inhibidor en la actividad
enzimdtica acetil muramidasa de lisozima humana o de pollo. Estos datos demuestran que Tpl7 inhibe
especificamente la actividad antibacteriana de lisozima tanto humana como de pollo y no depende del resto de GST.
Adicionalmente, este ensayo se usa para caracterizar nuevos inhibidores de lisozimas asi como para identificar
mutantes de lisozima incapaces de unirse a su inhibidor afin y/o que son insensibles a inhibicion por Tpl7, Ivy u
otras proteinas de tipo Tpl7. El ensayo también proporciona una exploracion Util para sustancias (por ejemplo,
péptidos, proteinas, farmacos, anticuerpos, acidos nucleicos o PNA, etc.) que interfieren con la inhibicién de la
actividad antibacteriana de la lisozima.

EJEMPLO 4: Determinante estructural requerido para union de lvy de Escherichia coli con lisozima de pollo

Para identificar la regién o las regiones polipeptidicas implicadas en la union de Tp17 de T. pallidum con lisozima y
la inhibicidn de la actividad acetil muramidasa de lisozima, se buscaron en bases de datos bioldgicas polipéptidos
que se habia descrito previamente que se unian a e inhibian la actividad acetil muramidasa de lisozima. Una
busqueda en la base de datos PubMed del Instituto Nacional de Salud, usando los términos “lisozima” e “inhibidor”
como palabras clave, identificé la proteina de Escherichia coli llamada Ivy (que significa inhibidor de lisozima de
vertebrados), que se ha indicado que se une a e inhibe la actividad acetil muramidasa de lisozima tanto humana
como de pollo (Monchois et al. (2001) J. Biol. Chem. 276:18437-18441)). Esta proteina fue de interés porque (i) es
de tamafo similar (polipéptido maduro de 14 kDa) a Tpl7 maduro (polipéptido maduro de 15 kDa) y (ii) estaba
disponible una estructura cristalina de Ivy en complejo con lisozima de pollo en el banco de datos de proteinas PDB
en la colaboracion de investigacion para bioinformatica estructural (RCSB) con el numero de referencia 1 GPQ. Sin
embargo, como se representa en la Figura 11A, la proteina lvy comparte menos del 21% de identidad de secuencia
de aminoéacidos con Tpl7 y no pudo deducirse ningin motivo peptidico evidente a partir de los alineamientos de
secuencia polipeptidica. La estructura cristalina tridimensional de Ivy/lisozima de pollo se examiné con respecto a
restos localizados en la interfaz entre ambas moléculas. Se uso el visor de estructura molecular tridimensional Cn3D
para analizar las interacciones moleculares entre lvy y lisozima de pollo. En los siguientes ejemplos, todos los
nameros se refieren y corresponden a los datos archivados con los nimeros de referencia de NCBI siguientes:
P00698 para lisozima de pollo, NP_000230 para lisozima humana, P45502 para lvy de E. coli y P29722 para Tpl7
de T. pallidum.

Como se representa en la Figura 11B, se identificaron tres zonas de contacto posible de lisozima de pollo con lvy.
Los tramos peptidicos correspondientes son:

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2405 848 T3

Péptido I: NH2-5,QGHKLDPAWVMKGG[TYT]Ps7-COOH (SEC ID N° 37)
Péptido Il: NH2gs-CK[PHD|CGg1-COOH (SEC ID N°: 38)

Péptido Ill: NH2145-GS|LEN[HPDGFN155-COOH (SEC ID N° 39)

El péptido Il presenté una estructura de tipo dedo compuesta de un enlace disulfuro cys-cys cerrando en ambos
extremos un bucle peptidico que comprendia un motivo KPHD (SEC ID N°: 40; Figura 14A). Un analisis refinado del
aminodcido presente en este bucle revel6 dos interacciones electrostaticas no covalentes fuertes: entre Hsgs.ivy ¥ Ess-
chkelys, Y €ntre Dagg.ivy Y R132-chkcLys.

El &tomo de nitrégeno de Hgg.ivy interaccion6 con el dtomo de oxigeno de EszchkeLys Y €l &tomo de oxigeno de Dsg.ivy
interaccion6 con el 4tomo de nitrégeno de Riz-chkery (Figura 12). Usando el software informatico 3-D Mol viewer
(grupo vector NTI 8.0, Informax, Frederick, Maryland), se midi¢ la distancia entre centros atémicos a 2,56 A (1
angstrom = 10" metros) en la interaccion Hgg.ivy/Ess-chkcLys Y 2,46 A en la interaccion Dsg.ivy/Risz2-chielys. La naturaleza
(atraccion electrostatica entre restos de cadenas laterales) y la proximidad (en el intervalo 2,4-3,4 A) de centros
atomicos indicaron la presencia de una clase particular de enlace no covalente denominada “puente salino”. Esta
observacion fue interesante porque la mayoria de los puentes salinos aparecen en depresiones relativamente sin
agua o en interfases biomoleculares en las que se excluye el agua (Petsko et al. (2003) Protein Structure and
Function. Lawrence y Robertson (Eds.) New Science Press Ltd., Reino Unido).

Las Figuras 13A-13D ilustran que el puente salino que implica Dss.ivy * ** Rizz2-chkeLys S€ €XpUSO parcialmente a las
moléculas de agua del disolvente (Figuras 13C y 13D), mientras que el puente salino que implica Hgg.ivy * ** Esa.
chkeLys €Staba completamente internado y en consecuencia protegido del disolvente por el interfaz proteina-proteina
(Figuras 13A y 13B). Dado que la hidratacion de un puente salino reduce su fuerza de enlace, es menos probable
que el puente salino Hgs.ivy * = Esz-chkeLys S€ rompa por el disolvente que el puente salino Deg.ivy V= R132-chkeLys-
Resulta interesante que las Figuras 13A y 13B también muestran que el puente salino Hggivy ' = Esa-chkclys
bloquearon la accesibilidad al acido glutAmico 53 (Ess) de lisozima de pollo. El acido glutamico nimero 53 (Es3) y
acido aspartico 71 (D71) en la secuencia de lisozima de longitud completa se corresponden a los restos Ess y Dss de
la cadena peptidica de lisozima madura. Como se representa en las figuras 3A y 3B, Esz junto con Dsz en lisozima de
pollo madura (o en lisozima humana) estan conservados en todas las secuencias de lisozima conocidas y se cree
gue son los dos restos cataliticos requeridos para la hidrélisis del peptidoglicano (Malcolm et al. (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. Estados Unidos. 86:133-7).

Tomados juntos, estos datos demuestran que Ivy establece dos puentes salinos con lisozima: uno esencial para la
especificidad y la estabilidad de la interaccion (Hss.ivy * = Ess-onkelys) @si como para la inhibicion de actividad
antibacteriana de lisozima por impedimento estérico, y el otro (Dsg.ivy ' *~ Ruiaz-chkiys) implicado en un menor grado en
la estabilizacion de la interaccion lisozima/inhibidor. Debido a la estricta conservacion de los restos Ess y Ds3/Dsz Dsy
(la numeracion se refiere a la secuencia de lisozima madura) entre especies, estas observaciones demuestran que
Tpl17 inhibe una amplia serie de, si no todas, las lisozimas.

EJEMPLO 5: Identificacién de una secuencia peptidica consenso compartida por inhibidores proteicos de
lisozimas de mamifero

El Ejemplo 4 demostré que la secuencia de péptido Il np2-CKPHDCG-coon (SEC ID N°: 38) es necesaria para union
a e inhibicion de la actividad enzimatica de lisozima de pollo. Un examen detallado de la secuencia del polipéptido
Tpl7 identificd6 dos secuencias candidatas que posiblemente median en la unién e inhibicién de lisozima tanto de
pollo como humana. Ambas secuencias, denominadas Tpl7_peply Tpl7_pep2, se enumeran a continuacion:

Tp17_pep1: NH2.29C PHAGKAKAEKVE C42.coo|—| (SEC ID N°: 41)
Tp17_pep2: nz-114K A P H E K Exz0-coon (SEC ID NO: 42)

Tpl7_pepl esta cercanamente relacionado con el motivo nw2-ssCKPHDCGoi-coon (SEC ID N°: 38) de la proteina lvy
de E. coli pero difiere en la presencia de un tramo de nueve aminoacidos que separa el resto de histidina del resto
de &cido aspértico. Como se muestra en la Figura 14B, y como se encuentra para el motivo lvy (Figura 14A), el
enlace de las dos cisteinas flanqueantes probablemente pone los restos criticos de histidina y acido aspartico en
proximidad espacial estrecha, posiblemente en una configuracion capaz de poner en contacto los restos Ess y Ris
de lisozima. Aunque la funcion del posible bucle de 9 aminoacidos de Tpl7 se desconoce en la actualidad, su
composicion sugiere que es altamente hidrofilo y probablemente inmunogénico. Los restos de lisina cargados
positivamente contenidos en este bucle de 9 aminoacidos pueden contactar directamente con un area de superficie
cargada negativamente de lisozima, proporcionando también un punto de anclaje adicional para fortalecer la unién.
Alineando el péptido Tpl7_pepl con el motivo de union a lisozima Ivy, se obtuvo la secuencia consenso
CX1PHXnX2C (SEC ID N°: 43), en la que X; es al menos un aminodacido, esta ausente, o es un enlace peptidico, X,
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es de cero a nueve aminoacidos, o es un enlace peptidico, y X es acido glutamico o acido aspartico.

Aunque carece de las dos cisteinas flanqueantes, el Tpl7_pep2 también estd cercanamente relacionado con el
motivo nw2-CKPHDCG-coon SEC ID N°: 38 de la proteina Ivy de E. coli, puesto que comparte los restos PH criticos
seguidos de un residuo acido (D/E). La compilacion de datos estructurales, informacién bibliografica y busquedas de
bases de datos revelaron un consenso de union de lisozimas [CKVA] [ACK] P H [AED] [CGK] (SEC ID Ne; 3), escrito
usando el formato de sintaxis de patrén peptidico PROSITE universal.

Se determinaron secuencias de consenso adicionales y se escribieron usando el formato de sintaxis de patrén
peptidico PROSITE universal, que esta disponible a través de la base de datos SWISSProt del sistema de analisis
de proteinas Expert, como sigue:

(a) XnPHXn (SEC ID N°: 1), en la que X, es al menos un aminoécido.

(b) CX1XoX3PHX4X5XeX7XgX9X10X11X12X13C (SEC ID N°: 2), en la que X1 a X13 son cualquier aminoécido, ningL'ln
aminoacido o un enlace peptidico.
(c) X2CPHAG (SEC ID N°: 25), enlaque X1 esCo V.

Se ilustran realizaciones preferidas de polipéptidos de tipo Tpl7 en las Figuras 1A, 1By 2.
EJEMPLO 6: Identificacién por ordenador de inhibidores y proteinas de union a lisozima potenciales

Dada la baja conservacion de secuencia peptidica global compartida por Ivy de E. coli y Tpl7 de T. pallidum,
probablemente estaban presentes motivos de union a lisozima previamente no detectados en el genoma de otros
organismos patogenos. Para ensayar esta hipotesis, las secuencias consenso definidas en el Ejemplo 5 se usaron
para explorar bases de datos proteicas (Swiss-Prot, TTEMBL, TrEMBLnew y PDB) usando el algoritmo ScanProsite
(http://us.expasy.org/tools/scanprosite/). Las Figuras 1A, 1B y 2 ilustran que las proteinas que contienen un tramo
peptidico ajustado dentro de las secuencias consenso estaban presentes en numerosos patégenos humanos y
animales.

Las proteinas de T. denticola, B. thetaiotaomicron, C. burnetti.,, H. influenzae, N. meningitidis serogrupo A y
serogrupo B, V. cholerae, V. vulnificus, H. ducreyi, S. typhi, L. pneumophila, S. aureus, N. gonorrhoeae, y B.
pertussis, pueden agruparse en la siguiente secuencia consenso: CX (0,3) PHX (0,14), que corresponde a Cys Xaa;
Xaap Xaaz Pro His Xaas Xaas Xaas Xaa; Xaag Xaag Xaajo Xaai:1 Xaai» Xaaiz Xaas Xaais Xaais Xaai7 (SEC ID NO:
176) en la que Xaa es cualquier aminoacido o esta ausente.

Las proteinas (de P. gingivalis y H. pylori) son variantes ligeramente atipicas que podrian agruparse en el siguiente
consenso: CX (0,3) HX (0,10) C que corresponde a Cys Xaa; Xaa, Xaaz Xaas Xaas Xaas Xaay Xaag Xaas Xaaio
Xaai1 Xaaiz Xaaiz Cys (SEC ID N°: 175), en la que X es cualquier aminoacido o esta ausente.

Este resultado es interesante porque todos estos organismos son patégenos de mucosa durante parte o la mayoria
de su ciclo de vida infeccioso. Fue de interés particular la presencia de un motivo peptidico consenso en el extremo
carboxilo terminal de la glicoproteina gJ del virus del herpes simple de tipo 2. Aunque la funcién de esta proteina en
la actualidad se desconoce, esta codificada por el gen Us5 presente en la regidn corta Unica (Us) del virus. Esta
regién se sabe que contiene la mayor parte de las proteinas del VHS implicadas en virulencia y que median en
interacciones proteina-proteina con proteinas del hospedador humano, lo que apoya un papel de gJ en la
patogénesis de infeccién por VHS. Resulta interesante que varias publicaciones han documentado que la lisozima
tiene un fuerte efecto inhibidor tras infeccién por VHS2 y sus manifestaciones clinicas (Cisani et al (1989) Microbios
59:73-83; Oevermann et al (2003) Antivir Res 59:23-33). La proteina gJ de VHS-2 también es una proteina
inhibidora/de unién a lisozima. Sorprendentemente, el motivo de unién a lisozima consenso estd ausente de la
proteina gJ de VHS-1 cercanamente relacionada (Figura 15). Esta observacién proporciona una posible explicacion
para las observaciones clinicas que documentan un tropismo preferente pero no exclusivo de VHS-1 para la region
orofacial mientras que VHS-2 se encuentra méas frecuentemente en la mucosa genital rica en lisozimas (Lowhagen
et al. (2002) Acta. Venereol 82:118-21; Bruisten et al (2003) Curr. Womens Health Report 3:288-98). Ademas, es
interesante observar que dos patdgenos genitales, un virus (VHS-2) y una bacteria (T. pallidum), comparten una
secuencia peptidica inhibidora de lisozimas comun.

Estas observaciones demuestran que gJ, solo o combinado con lisozima humana, es Util para diferenciar entre
infecciones por VHS-1 y VHS-2 usando ensayos de diagnéstico serolégicos o virologicos diferenciales. También
proporciona composiciones y métodos para tratar infecciones por herpes simple con mutantes de lisozima que
pueden escapar a la inhibicion por gJ y/o miembros de las familias de vy y Tpl7.
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EJEMPLO 7: Identificacion de mutaciones puntuales que desestabilizan la interaccién proteina-proteina de
lisozimalinhibidor

Se reconoce ampliamente que las interacciones proteina-proteina dependen de la complementariedad estructural y
fisicogquimica. La irregularidad y heterogeneidad local de superficies proteicas permite la unién y asociacion
especifica con ligandos y proporciona una base para la formacion de estructura cuaternaria. El ajuste entre una
superficie proteica y otra depende de mas que su forma. Se extiende a los enlaces fisico-quimicos débiles que
mantienen los complejos juntos: enlaces covalentes, enlaces de hidrogeno, puentes salinos, interacciones
electrostaticas de largo alcance e interacciones de Van der Waals. Esta propiedad de complementariedad es
universal, bien entre una proteina y una molécula pequefia o bien entre una proteina y otro tipo de macromolécula
(Petsko et al. (2003)).

Las mutaciones localizadas en la secuencia codificante de lisozima, seleccionadas de modo que no se vean
afectadas las actividades acetil muramidasa y antimicrobiana, desestabilizan la interaccion lisozimas/inhibidor y
confieren a la resistencia a inhibicion por proteinas patégenas tales como el antigeno Tpl7 de T. pallidum o
miembros de la familia Ilvy. En una realizacion, la lisozima mutante conserva sustancialmente la actividad
antimicrobiana deseada (por ejemplo, al menos aproximadamente 30%, 50% o incluso el 80%) de la lisozima natural
correspondiente. Tales lisozimas mutantes representan nuevas e interesantes herramientas para el tratamiento de
enfermedades infecciosas.

También son sustitutos de lisozima de pollo derivada de huevo de gallina natural usada en preparaciones médicas
disponibles en el mercado y tienen potencia y espectro de actividad mejorados. Se proporciona a continuaciéon una
lista de farmacos potenciales que probablemente se mejoren mediante el uso de tales mutantes de lisozima
resistentes a inhibicion:

Farmaco comercializado Compaiiia farmacéutica

LYSOPAINE ORL Boehringer Ingelheim

LYSO-6 UCB Health Care
GLOSSITHIASSE Laboratoire Jolly-Jatel
CANTALENE Laboratoire Cooper
HEXALYSE Laboratoire Bouchara-Recordati

Tales mutantes de lisozima se obtienen usando enfoques tanto dirigidos como aleatorios.
Identificacion dirigida de mutantes de lisozima resistentes a inhibicion deducida de datos cristalogréaficos

Debido a su elevado punto isoeléctrico (pl), la lisozima humana (pl tedrico = 9,28) y lisozima de pollo (pl teérico =
9,32) muestran una fuerte carga positiva a valores fisioldgicos de pH comprendidos entre pH 3 y pH 7. Todos los
inhibidores de lisozima conocidos tienen valores de pl bajos. Por ejemplo, las proteinas Ivy maduras (Monchois et al.
(2001) J. Biol. Chem. 276:18437-18441) de E. coli (pl = 5,51) y P. aeruginosa (pl = 5,69), asi como la proteina Sic
madura (Fernie-King et al. (2002) Infect. Immun. 70:4908-4916) de S. pneumoniae (pl = 4,39) estan cargadas
negativamente a pH fisioloégico. Se ha presentado la hip6tesis de que los restos de lisozima cargados positivamente
que estan presentes en el area de contacto lisozima/inhibidor son dianas atractivas para mutagénesis. La produccion
de un mutante de lisozima que tenga un area de contacto cargado negativamente podria producir una repulsiéon
electrostatica que evite la unién del inhibidor. Puesto que estas mutaciones no afectan a los restos cataliticos de
lisozima, probablemente produzcan mutantes de lisozima activos, no inhibidos por patégenos.

La estructura cristalina de lisozima de pollo/lvy de E. coli depositada con el nimero de referencia PDB 1GPQ, asi
como la estructura cristalina de Ilvy de P. aeruginosa depositada con el numero de referencia PDB 1HKE, se
inspeccionaron con un visor molecular VNTI 3D. Se identificaron restos criticos en cada lisozima y se realizaron las
siguientes mutaciones puntuales alterando la unién del inhibidor:

Posicion en lisozima humana (NP_000230) Posicion en lisozima de pollo (P00698) | Mutada a:
Mutacion que afecta a la carga de superficie

de lisozima

Lys1o Lys19 Asp, Glu o Gly
Argas Argas Asp, Glu o Gly
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Lyss1 Lyss1 Asp, Glu o Gly
Argia Arg™ Asp, Glu o Gly
Argias Arg™? Asp, Glu o Gly

Mutacion que impide de forma estérica la
union del inhibidor

Glyss Asnss Phe, Trp o Tyr
Asns7 Asnsy Phe, Trp o Tyr
Asniz; Asnia Phe, Trp o Tyr

Introduccion de mutaciones puntuales por mutagénesis dirigida:

Se introdujeron mutaciones usando el kit de mutagénesis dirigida QuikChange® siguiendo las directrices
recomendadas por el proveedor (Stratagene, La Jolla, CA). Brevemente, se usa el kit de mutagénesis dirigida
QuikChange® para realizar mutaciones puntuales, cambiar aminoécidos y suprimir o insertar aminoacidos
individuales o mudltiples. El método de mutagénesis dirigida QuikChange® se realiza usando ADN polimerasa
PfuTurbo® y un termociclador. La ADN polimerasa PfuTurbo® replica ambas hebras plasmidicas con alta fidelidad y
sin desplazar los cebadores oligonucleotidicos mutantes. El procedimiento basico utiliza un vector de ADN
bicatenario superenrollado (ADNbc) con un inserto de interés y dos cebadores oligonucleotidicos sintéticos que
contienen la mutacion deseada. Los cebadores oligonucleotidicos, cada uno complementario a hebras opuestas del
vector, se extienden durante termociclacion por ADN polimerasa PfuTurbo. La incorporacién de los cebadores
oligonucleotidicos genera un plasmido mutado que contiene muescas escalonadas. Después de la termociclacion, el
producto se trata con Dpn |. La endonucleasa Dpn | (secuencia diana: 5'-Gm 6 ATC-3") es especifica para ADN
metilado y hemimetilado y se usa para digerir el molde de ADN parental y para seleccionar ADN sintetizado que
contiene mutaciones. El ADN aislado de casi todas las cepas de E. coli estd metilado con dam y por lo tanto es
susceptible de digestion por Dpn |. EI ADN de vector con muescas que contiene las mutaciones deseadas se usa
después para transformar células supercompetentes XL1-Blue. La pequefa cantidad de molde de ADN de partida
requerida para realizar este método, la alta fidelidad de la ADN polimerasa PfuTurbo, y el bajo numero de ciclos
térmicos contribuyen todos a la alta eficacia de mutacion y reduccion del potencial para generar mutaciones
aleatorias durante la reaccion.

Aislamiento aleatorio de mutantes de lisozima resistentes a inhibicion usando mutagénesis aleatoria mediada por
PCR seguida de una exploracion de dos hibridos microbiana

El sistema de dos hibridos se basa en la observacion de que muchos activadores transcripcionales eucariotas
consisten en dos dominios modulares fisicamente separados: el dominio de unién a ADN (ADN-BD) y el dominio de
activacion (AD). EI ADN-BD se une a una secuencia promotora especifica y el AD dirige el complejo de ARN
polimerasa Il para transcribir el gen cadena abajo que confiere un fenotipo seleccionable/explorable. Los dominios
actian como modulos independientes: ninguno puede activar por si solo la transcripcion, pero cada dominio
continda actuando cuando se fusiona con otras proteinas. Los sistemas comerciales adecuados incluyen el sistema
de dos hibridos listo para usar BacterioMatch® Il (Stratagene, La Jolla, CA) o el sistema BD Matchmaker™ (BD
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA.

Se expresan lisozima y Tpl7, una fusionada con el AD y el otro fusionado con ADN-BD. Si las dos proteinas
interaccionan, los dominios ADN-BD y AD se ponen en proximidad estrecha y se activa la transcripcion de un gen
indicador. Dependiendo del sistema hospedador usado (por ejemplo, bacteriano, de levadura o mamifero), la
interaccion se detecta explorando con respecto a cambio estructural o fisiolégico observable (por ejemplo, color de la
colonia, emision de fluorescencia, actividad enzimatica, etc.). Por ejemplo, los dominios AD y ADN-BD se fusionan
con lisozima y Tpl7 respectivamente, se transforman en un hospedador microbiano apropiado (por ejemplo, bacteria
o levadura), y los transformantes resultantes se exploran con respecto a la aparicion de colonias azules indicativas
de la activacion del gen indicador (por ejemplo, beta-galactosidasa). Una vez que se han obtenido los clones, la
secuencia de ADN plasmidico que porta la fase abierta de lectura de lisozima humana se somete a mutagénesis
aleatoria mediada por PCR exhaustiva. Los transformantes resultantes se exploran visualmente con respecto a
mutantes que hayan perdido el color azul y probablemente porten una o mas mutaciones que alteren la interaccion
de lisozima/polipéptido de tipo Tpl7. Después se extrae y secuencia el ADN plasmidico de los clones
correspondientes.

EJEMPLO 8: La lisozima humana, pero no la de pollo, mejora la sensibilidad de kits de hemaglutinacion
usados para diagnoéstico de sifilis

El Ejemplo 3 demuestra que, in vitro, la proteina de 17 kDa de T. pallidum Tpl7 se une fuertemente a lisozima de
pollo y humana, e inhibe fuertemente la actividad antibacteriana de ambas lisozimas. El siguiente experimento
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demuestra que estas interacciones de unién e inhibicion también se producen in vivo durante la infeccion de
superficies de mucosa humana por T. pallidum. Como consecuencia de la unién de Tpl7 con lisozima,
probablemente se formen nuevos epitopos y se expongan al sistema inmunitario. Los pacientes sifiliticos pueden
inducir una respuesta inmune contra epitopos Tpl7 asi como contra epitopos compartidos por el complejo de Tpl7-
lisozima o incluso lisozima solamente, como se muestra en la Figura 4. Para ensayar esto, se afiadié lisozima
humana o de pollo a los reactivos de hemaglutinacién usados para un ensayo de diagndstico de sifilis para detectar
los anticuerpos generados contra el complejo, mejorando de este modo la sensibilidad del ensayo. Se observé un
aumento de la sensibilidad del ensayo de sifilis que era especifico para lisozima humana.

Se obtuvieron lisozima de clara de huevo de huevo de pollo purificada (L-6876) y lisozima de leche materna humana
(L-6394) de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia). Se afiadié una cantidad de lisozima de pollo o humana suficiente para
mantener la proporcion: 3 ug de lisozima/l pug de Tpl7 a un reactivo de hemaglutinacion (Biokit SA, Llica d’Amunt,
Espafia) preparado como sigue. Se seleccionaron glébulos rojos de pollo, se fijaron y se recubrieron con GST-Tp17
(40 pg/ml) como se ha descrito previamente (Herbert et al. (1979) Passive Haemagglutination With Special
Reference to the Tanned Cell Technique. Handbook of Experimental Immunology (vol. 1), paginas 20.1-22.20
(DMWeir (Ed.) Blackwell Scientific Publications (Oxford)); Stefen et al. (1951) J. Exp. Med. 93: 107-120; Hirata (1968)
J. Immunol. 100: 641-46). Se complementd un lote de glébulos rojos de pollo fijados, recubiertos con GST-Tpl7 (5
ml), con 6 pl de lisozima de clara de huevo de huevo de pollo purificada (100 ug/ul). Se complementd otro lote de
gldbulos rojos de pollo fijados, recubiertos con GST-Tp17 (1 ml), con 120 ul de lisozima de leche materna humana (1
ug/ul). Ambos lotes de glébulos rojos sensibilizados se homogeneizaron por agitacion magnética, durante 30
minutos a temperatura ambiente. La sensibilidad de cada lote se evalu6 después realizando una reacciéon de
hemaglutinacién usando un conjunto de sueros de sifilis humana, caracterizados para proporcionar una respuesta
limite con otros reactivos de hemaglutinacion comerciales.

La reaccion de hemaglutinacion se realizé como sigue. En una placa de microtitulacion de fondo redondo (en forma
de U), se afadieron 25 ul de diluyente (Syphagen TPHA, Biokit SA, Barcelona, Espafia) al pocillo 1, 100 ul al pocillo
2y 25 ul a cada uno de los pocillos 3 a 8. Se afiadieron 25 ul de muestra al pocillo 1. El contenido del pocillo 1 se
mezcld y se transfirieron 25 pl al pocillo 2 y se mezcld. 25 ul del pocillo 2 al pocillo 3. Se realizaron después
diluciones dos veces en serie a través del pocillo 8. Se descartaron 25 ul del pocillo 8. Se afiadieron 75 pl del
reactivo de hemaglutinacién a los pocillos 3-8 (las diluciones finales de la muestra fueron 1/80 a 1/2560). Los
contenidos de los pocillos se mezclaron usando un agitador durante al menos 30 segundos. La placa se recubrié y
se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. Los resultados del ensayo de leyeron aplicando los siguientes
criterios. Se puntud un resultado positivo cuando se observd un tapete de células suave que cubria el fondo
completo del pocillo o cuando se observd un tapete de células suave que cubria parcialmente el fondo del pocillo y
rodeado por un anillo fuerte de células. Un resultado se puntudé negativo cuando se observd un botén de células con
una apertura central pequefia o cuando se observo un boton de células con o sin un orificio muy pequefio en el
centro. El titulo de una muestra correspondia a la mayor diluciéon que proporcion6 una reaccion positiva. El punto de
corte de esta técnica fue 1/80.

Como se muestra en las Figuras 16A y 16B, la adicién de lisozima humana al ensayo mejora la intensidad de
hemaglutinacién (es decir, se produjo hemaglutinacion a diluciones mayores en presencia de lisozima humana en
comparacion con la ausencia de lisozima) de una manera dependiente de la concentracién. Esta mejora parecia ser
especifica de lisozima humana debido a que la adicion de lisozima de pollo no potencid la respuesta. La adicion de
lisozima humana mejoré drasticamente la sensibilidad del reactivo de hemaglutinacion de sifilis y posibilité la
deteccion de anticuerpos que no se detectan en kits actualmente en el mercado.

EJEMPLO 9: La lisozima humana tanto natural como recombinante mejora la sensibilidad del ensayo de
hemaglutinacion usado para diagnostico de sifilis

La leche materna humana es una fuente natural de lisozima humana. Sin embargo, la purificacion de lisozima de
este fluido corporal es tediosa debido a: (i) su baja abundancia, (ii) la dificultad para asegurar un suministro regular y
reproducible, (iii) la posible contaminacion con patégenos no detectados, asi como (iv) preocupaciones sociales y
éticas. Se prefiere por lo tanto para su uso a escala industrial una fuente recombinante de lisozima humana. Se
comparé la potencia tanto de lisozima derivada de leche materna humana natural como de lisozima humana
recombinante derivada de arroz transgénico.

La lisozima de leche materna humana natural purificada (L-6394; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) tuvo 101.000
unidades/mg de proteina y un contenido de lisozima del 10%. La lisozima de arroz transgénico humana
recombinante purificada (159-53LZ-90P; Ventria Bioscience, Sacramento, California) tuvo 187.000 unidades/mg de
proteina y un contenido de lisozima del 90%. La definicion de unidad para ambas lisozimas es la siguiente. Una
unidad produce un incremento de la absorbancia a 450 nm de 0,001 por minuto a pH 6,24 a 25 °C, usando una
suspension de Micrococcus lysodeikticus como sustrato, en una mezcla de reaccién de 2,6 ml (trayectoria de la luz
de 1 cm) (Shugar et al. (1952) Biochem. Biophys. 8: 302-309). Para que los resultados del experimento sean
comparables, se usoé la proporcion de 594 unidades de lisozima humana/ug de GST-Tpl7 de cada uno. Se realizé
una reaccién de hemaglutinacién, como se detalla en el Ejemplo 8, afiadiendo una cantidad equivalente de la
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lisozima natural o recombinante al reactivo de sifilis de hemaglutinacién. La potencia de ambas lisozimas se ensay6
contra muestras de sifilis positivas y negativas.

Como se ilustra en las Figuras 17A y 17B, 6 de las 10 muestras ensayadas mostraron una mejora en la sensibilidad
del ensayo con la adicion de lisozima humana natural (LysN) o recombinante (LysR).

La Figuras 18A ilustra que la adicion de lisozima humana recombinante a un reactivo de sifilis de hemaglutinacion
mejoré sustancialmente la sensibilidad del ensayo. En una evaluacion de 34 muestras positivas reales, 14 de las 19
muestras que se ensayaron con resultado negativo usando el reactivo que no contenia lisozima, eran de hecho
positivas cuando se afiadié lisozima a la reaccion. Como se ilustra en la Figura 18B, la diferenciacion visual entre
una reaccion positiva y negativa se simplifica cuando se afiade lisozima humana recombinante al reactivo.

La Figura 19 ilustra el rendimiento (intensidad de hemaglutinacién relativa) de dos reactivos de hemaglutinacién, con
(reactivo LysR) o sin (reactivo R) lisozima humana recombinante (LysR). En ese experimento, el reactivo de
hemaglutinacién LysR rindi6 mas que el reactivo R, presentando para todos los sueros ensayados (1 = 34) un titulo
de aglutinacion relativo de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 2 veces mayor.

La Figura 20 ilustra que la adicion de lisozima humana recombinante (LysR) a un reactivo de sifilis de
hemaglutinacién no proporciona resultados de falsos positivos. En una evaluacién de 200 muestras de banco
sanguineo el resultado medio y la desviacion tipica entre ambos reactivos eran muy cercanos. La potencia de la
lisozima humana recombinante es por lo tanto equivalente a la de lisozima de leche materna natural. La lisozima
recombinante puede por lo tanto sustituir la lisozima natural para aplicaciones de diagnéstico.

EJEMPLO 10: La lisozima humana mejora la sensibilidad de kits de ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA) usados para diagnoéstico de sifilis

Se realiza rutinariamente exploracion de sifilis usando kits de ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzima
(ELISA). Estos kits detectan la unién de anticuerpos anti-sifilis con antigenos de T. pallidum inmovilizados en los
pocillos de una placa de microtitulacién. Normalmente se lleva a cabo deteccion de la union de anticuerpos anti-sifilis
con la placa por medio de un antisuero marcado con enzima dirigido contra cadenas de anticuerpos Fc humanos (kit
de segunda generacion) o un antigeno de T. pallidum marcado con enzima (kit de tercera generacion).

Se enumeran a continuacion ejemplos de tales reactivos de diagnéstico disponibles en el mercado:

Nombre del producto Fabricante Formato del kit
Bioelisa Syphilis Biokit S.A. (Llica d’Amunt, Espafia) 22 generacion
Bioelisa Syphilis 3.0 Biokit S.A. (Llica d'’Amunt, Espafia) 32 generacion
ICE* Syphilis Abbot Murex (Dartford, Reino Unido) 32 generacion
Syphilis EIA480 New Market Laboratories (Kentford, Reino Unido) 32 generacion
Enzywell Diesse (Siena, Italia) 32 generacion

Deteccion de anticuerpos de sifilis usando un formato de kit de segunda generacion

Todos los reactivos usados en este estudio se proporcionan por el kit de deteccién comercial Bioelisa Syphilis 3.0
(Biokit S.A., Llica d'Amunt, Espafia). El protocolo usado es el recomendado en el prospecto del kit. Brevemente, se
afladen muestras de suero o plasma a los pocillos de una placa de microtitulacion. Si estan presentes anticuerpos
especificos para T. pallidum en la muestra, estos forman complejos estables con los antigenos en el pocillo.
Después de lavar para retirar el material no unido, se afiade un conjugado de conejo anti IgG humano y anti IgM
humano marcado con peroxidasa de rdbano rusticano y, si esta presente el complejo antigeno/anticuerpo, el
conjugado se une al complejo. Después de un segundo lavado, se afiade una solucion de sustrato de enzima que
contiene un cromdgeno. Esta solucién desarrolla un color azul si la muestra es positiva. El color azul cambia a
amarillo después de bloquear la reaccion con acido sulfarico. La intensidad del color es proporcional a la
concentracion de anticuerpo anti-T. pallidum en la muestra. Los pocillos que contienen muestras negativas
permanecen incoloros.

Deteccion de anticuerpos de sifilis usando un formato de kit de tercera generacion

Todos los reactivos usados en este estudio se proporcionan por el kit de deteccién comercial Bioelisa Syphilis 3.0
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(Biokit S.A., Llica d’Amunt, Espafia). El protocolo usado es el recomendado en el prospecto del kit. Brevemente, el
ensayo se realiza incubando muestras de ensayo en los pocillos de una placa de microtitulacion recubierta con
proteinas de T. pallidum (por ejemplo, antigenos recombinantes Topl5, Tpl7 o Tp47). Los anticuerpos IgG e IgM
especificos presentes en la muestra se unen a los antigenos de fase sélida. Posteriormente, los pocillos se lavan
para retirar muestra de ensayo residual y se afiaden antigenos de T. pallidum conjugados con la enzima peroxidasa.
El conjugado se une a los anticuerpos especificos capturados. Después de otro lavado para eliminar material no
unido, se afiade una solucidon de sustrato enzimatico y cromégeno. Esta solucion desarrolla un color azul si la
muestra contiene anticuerpos anti-T. pallidum. El color azul cambia a amarillo después de bloquear la reaccion con
acido sulfarico. La intensidad del color es proporcional a la concentracion de anticuerpo anti-T. pallidum en la
muestra.

Adicion de lisozima humana recombinante

Para el formato de ELISA de segunda generacion, se afadio lisozima humana recombinante (Ventria Bioscience,
Ventura, CA) a 2,86 pg/ml a las placas de ELISA Bioelisa Syphilis 3.0. Para el kit de tercera generacion, se afiadié
lisozima humana recombinante en el tampdn de dilucion de muestra a una concentracion de 10,8 pg/ml, o en el
tampon de dilucion conjugado a una concentracion de 1,08 ug/ml.

Como se representa en las Figuras 21A y 21B, cuando se ensayaron sueros humanos positivos para sifilis con los
reactivos de ELISA Bioelisa Syphilis (segunda generacion) y Bioelisa Syphilis 3.0 (tercera generacion), se detectd un
aumento significativo de la intensidad de sefial en presencia de lisozima humana. El aumento de intensidad de sefial
estuvo en el intervalo de aproximadamente 20% cuando se afadio lisozima a la placa y los sueros se ensayaron en
el formato de segunda generacion, y en el intervalo de aproximadamente 200% (para 3 de 4 sueros) cuando se
afiadio lisozima tanto en el tampoén de diluciéon de la muestra como en el tampoén de dilucion del conjugado y se
procesaron de acuerdo con el formato de tercera generacién. Resulta interesante que la adicion de lisozima no
modifica la respuesta de sueros humanos negativos para sifilis. Estos datos demuestran que la lisozima humana
aumenta la sensibilidad de la deteccién y exploracion de sifilis basada en ELISA.

EJEMPLO 11: Purificacién del complejo de lisozima humana/Tpl17

El complejo de lisozima humana/proteina Tpl17 es altamente antigénico y, como se ha descrito anteriormente, es Util
en ensayos de diagnoéstico. El aislamiento del complejo lisozima humana/Tpl7 purificado facilita el rendimiento de
los estudios estructurales, tales como cristalizacion proteica y determinacién de la estructura atomica mediante
difraccién por rayos X. Usando los procedimientos experimentales descritos posteriormente, se obtuvieron las
cantidades en mg del complejo de lisozima humana/Tp17-HIS purificado.

Aislamiento del monémero Tpl17-HIS y dimeros de Tpl17-HIS

Se purificé adicionalmente la proteina Tpl7-His purificada, obtenida como se describe en el ejemplo 1, mediante
cromatografia de filtracion en gel para separar monémeros y dimeros de otras formas agregadas (Figura 22). Se
equilibré6 una columna HR 16/50 (1,6 cm de diametro x 60 cm de altura; Amersham Biosciences, Cerdanyola,
Espafia) cargada con 100 ml de Superosa 12 HR con dos volumenes de columna de tamp6n de filtracion en gel (Tris
20 mM NacCl 300 mM, pH 8,0). Se inyectd después una muestra de 2 ml que contenia 8 mg de proteina de fusion
Tpl7-HIS y se realiz6 cromatografia a un caudal de 1-1,25 ml/minuto a una presion constante de 0,70 MPa. Se
recogieron las fracciones (1,5 ml) correspondientes a monémeros de Tp17-HIS y dimeros de Tp17-HIS de tres ciclos
cromatograficos consecutivos, y después se agruparon en una fraccion monomérica de Tpl7-HIS de 8 ml y una
fraccion dimérica de Tp17-HIS de 6 ml.

Formacion del complejo de Tp17-HIS/lisozima humana in vitro

La lisozima humana recombinante (obtenida en el mercado de Ventria Bioscience, Sacramento, CA, Estados
Unidos) consistia en proteinas monoméricas altamente homogéneas como se muestra en el resultado por ensayo
representado en la Figura 23.

Para formar un complejo in vitro, se incubaron 3,8 mg de mondmeros de Tp17-HIS purificados y dimeros de Tp17-
HIS por separado durante 20 minutos a 22 °C sin agitacion en presencia de un exceso molar 2 veces de lisozima
humana recombinante purificada (Ventria Bioscience, Sacramento, CA, Estados Unidos).

Purificacion del complejo de Tp17-HIS/lisozima humana por filtracion en gel

Como se muestra en la Figura 24, los complejos de lisozima humana/Tpl7 se separaron de mondémeros no
ensamblados por filtracion en gel a través de gel de Superosa 12 HR 16/50 como se ha descrito anteriormente. Las
fracciones correspondientes al pico de Tpl7-HIS/lisozima humana se recogieron y se concentraron usando
dispositivos Centricon Plus 20 (UFC2LGCO08, The Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos) con un punto
de corte de 10kDa. El tampon se intercambié durante la filtracion con centrifuga lavando con tres volimenes de
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columna (10 ml) de Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, pH 8,0. Las muestras finales de Tpl7-HiSmonsmeros/lisozima
humana y Tpl7-HiSdimeros/lisozima humana se recuperaron a 1,62 mg/ml y 1,57 mg/ml, respectivamente. El
rendimiento de recuperacion de proteina final fue del 60% para complejos Tp17-HiSmonsmeros/liS0zima humana y del
44% para complejos de Tpl7-HiSdimeros/liS0zima humana.

EJEMPLO 12: Método para descubrir nuevas proteinas de tipo Tp17

Las proteinas Tpl7 y de tipo Tpl7 comparten la capacidad para unirse a lisozima humana. Basandose en esta
observacion, se concibié un método genérico que posibilita la deteccion de proteinas de tipo Tpl7 en extractos
proteicos totales de organismos patégenos. En una realizacion, la lisozima humana conjugada con un marcador
detectable se hibrida con una muestra proteica. La unién de la lisozima identifica un polipéptido de tipo Tpl7 en la
muestra.

Preparacién de un conjugado de lisozima humana-peroxidasa de rabano rusticano (HULYS-POD)

Se produjeron conjugados de lisozima humana-peroxidasa de rabano rusticano mezclando 9,72 mg de lisozima
humana recombinante (159-53LZ-90P; Ventria Bioscience, Sacramento, CA, Estados Unidos) y 13,6 mg de
peroxidasa activada (POD) (1.428.861; Roche, Mannheim, Alemania) en un volumen total de 3,5 ml de tampon de
carbonato (carbonato sédico/hidrogenocarbonato 50 mM, pH 9,55). La reaccion de conjugacion se llevo a cabo
durante 2 horas a 25 °C en un bafio de agua con agitacion manual cada 30 minutos. La reaccion se determiné
mediante la adicion sucesiva de 364 pul de trietanolamina 2 M (108379; Merck, Darmstadt, Alemania), y 455 ul de
borohidruro sddico (45.288-2; Sigma Aldrich Chemie, Steinheim, Alemania) a una concentracién de 4 mg/ml en agua
desionizada. La solucidon resultante se agit6 manualmente durante 15 segundos y después se incubé durante 30
minutos a 2-8 °C. Después se afiadieron 227 ul de trietanolamina 2 M y la mezcla se incub6 durante 2 horas a 2-8
°C. A continuacion, se afiadieron 91 ul de glicina 1 M (104201; Merck, Darmstadt, Alemania) y la solucién se dializé
durante 15 horas contra tampén TSG (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, glicina 10 mM, pH 7,5). La solucién se
clarificd6 después por centrifugacién durante 30 minutos a 15.000 g. Se recuperaron 4,5 ml de sobrenadante. Se
afadieron 500 ul de BSA (Pentex Miles Inc., Kankakee, IL, Estados Unidos; 10% peso/volumen en tampén de TSG
(Tris-HCI) y 25 ul de mertiolato - sulfato de gentamicina al conjugado. Se preparé sulfato de gentamicina-mertiolato
disolviendo 25 mg de sulfato de gentamicina (22191 E1; Jescuder, Terrassa, Espafia) y 400 mg de timerosal (T-5125
Sigma, Saint Louis, MO, Estados Unidos) en 8,0 ml de suero de ternero fetal. El pH se ajusto después a pH 8,0 con
hidroxido sddico (5 M). Después el conjugado se esterilizo por filtracion a través de un filtro Millex GV a de 0,22 um
(SLGV R04 NL; The Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos) y se almacen6 protegido de la luz a 2-8 °C
hasta su uso.

Procesamiento de la muestra proteica del patégeno

Se mezcl6é una muestra de 15 pl que contenia de 2 a 20 pg de proteina derivada de patdgeno con 5 pl de tampon de
carga NUPAGE® LDS (4X) (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y se separd inmediatamente en un gel de
Bis-Tris poliacrilamida NUPAGE® Novex 4-12% (NPO323BOX; Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos) usando
tampon de ejecucion de SDS NUPAGE® MES (1X) (NP0O002; Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). La tension
aplicada es de 165 voltios constantes durante 35 minutos. Después de permitir que las proteinas migren, el gel se
recupera y se incuba durante 15 minutos en tampon de electrotransferencia (tampén ET: Tris 25 mM, glicina 192
mM, metanol 10%, sin ajuste de pH). Las proteinas separadas en el gel se transfirieron después por electroforesis a
una membrana IMMOBILON® P (IPVH00010; The Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos). La
membrana se preparé aclarando una vez con metanol y dos veces con agua desionizada. Para realizar la
transferencia electroforética, la tension aplicada se mantuvo constante a 65 voltios durante 1 hora.

Ensayo de superposiciéon de proteina HULYS-POD

Después de la electrotransferencia, la membrana se incuba durante 1 hora a 22 °C en TBST (Tris-HCI 10 mM pH
8,0, NaCl 150 mM, Tween 20) complementado por 5% (peso/volumen) de leche desnatada SVELTESSE® (Nestlé
Espafia, Barcelona, Espafia). La membrana se aclara a continuacion con TBST y después se incuba durante 1 hora
a 22 °C en TBST-leche que contiene el conjugado HULYS-HRP, que se diluye 1/5.000. Después de la incubacion la
membrana se lava tres veces en TBST. Se consiguio después inmunotincion sumergiendo la membrana en 10 ml de
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (T0565; SIGMA-ALDRICH Inc., Saint-Louis, MO, Estados Unidos) para visualizar
las proteinas. Como un control positivo, se detecta una banda Unica que migra a 17 kDa y correspondiente a Ivy en
un extracto celular de Escherichia coli BL21 (DE3).

EJEMPLO 13: Los patégenos bacterianos Gram-positivos secretan inhibidores de lisozima humana

Las bacterias Gram-positivas carecen de una membrana externa y presentan al medio de cultivo una capa de
peptidoglicanos gruesa. Como consecuencia, estas bacterias probablemente sean mas sensibles a muerte por
lisozimas que las bacterias Gram-negativas. Por lo tanto, los inventores presentan la hipétesis de que las bacterias
gram positivas que son patégenos humanos poseen inhibidores de lisozima. Debido a la ausencia de una membrana
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externa, estos inhibidores pueden estar presentes en el medio de cultivo bacteriano. Como se describe
posteriormente, los inventores ensayaron con respecto a la presencia de inhibidores de lisozima en el medio de
cultivo de ocho especies bacterianas Gram-positivas clinicamente relevantes (Enterococcus faecalis cepa CECT184,
Enterococcus faecium cepa ATCC 10541, Staphylococcus aureus cepa ATCC 11632, Staphylococcus epidermidis
cepa ATCC 12228, Streptococcus pneumoniae cepa ATCC49619, Streptococcus pyogenes cepa CECT598,
Streptococcus agalactiae cepa CIP105451 y Propionibacterium acnes cepa RMN-GF).

Estas cepas se cultivaron durante 48 horas a 37 °C en caldo de Mueller-Hinton con cationes ajustados (CAMHB).
Las células bacterianas se sedimentaron por centrifugacién (20 minutos, 14.000 g, 4 °C) y se concentré 1 ml de
sobrenadante a un volumen final de aproximadamente 200 ul usando dispositivos de filtro de centrifuga YM-10
Microcon® (The Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos). Se analizaron quince pl de cada concentrado
de sobrenadante mediante electroforesis de SDS-PAGE usando un gel de gradiente 4-12% NuPAGE® y después se
tiferon con plata (kit SilverXpress®) para visualizar proteinas de acuerdo con las instrucciones del fabricante (The
Invitrogen company, Prat de Llobregat, Barcelona, Espafia).

Como se muestra por el resultado de ensayo representado en la Figura 25, se detectaron distintos patrones
proteicos para cada una de las ocho especies bacterianas ensayadas. La actividad bacteriolitica de la lisozima
humana (1 unidad) se determin6 en ausencia o en presencia de 10 pl del sobrenadante concentrado
correspondiente a cada una de las ocho especies bacterianas. El ensayo se llevé a cabo como se ha descrito
previamente, usando la lisozima EnzCheck® de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Molecular Probes,
Eugene, OR, Estados Unidos). Como se muestra en la Figura 26, se observo la inhibicién completa de la actividad
enzimatica de lisozima en presencia de sobrenadantes concentrados de Propionibacterium acnes, Streptococcus
agalactiae y Streptococcus pyogenes. Se observo inhibicion parcial en presencia de sobrenadantes concentrados de
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, y Streptococcus pneumoniae. No se detecté inhibicion en
sobrenadantes concentrados de Enterococcus faecium y Staphylococcus epidermidis en estas condiciones de
ensayo.

Estos datos demuestran que estan presentes inhibidores no caracterizados de lisozima humana en bacterias Gram
positivas clinicamente relevantes, que pueden ser una fuente potencial para descubrir tales inhibidores. Estos
inhibidores representan nuevas y atractivas dianas para farmacos y vacunas, asi como para nuevo ensayo de
diagndstico. Estos experimentos también indican que pueden usarse bacterias Gram positivas para explorar con
respecto a polipéptidos de lisozima expresados en bacterias mutantes o naturales que son resistentes a la inhibicion
por polipéptido de tipo Tpl7.

EJEMPLO 14: Métodos para identificar compuestos candidatos que inhiben la formacion o estabilidad del
complejo Tpl7/lisozima

Se expresan proteinas Tpl7 y de tipo Tpl7 por numerosos patégenos humanos y animales (por ejemplo, virus,
bacterias, hongos y protozoos). Los farmacos que interfieren con la formacion y/o la estabilidad de complejos de
proteina de tipo Tp1l7/HULYS son compuestos candidatos antimicrobianos prometedores que pueden usarse para
prevenir o tratar una infeccién por patégeno en un sujeto. Para aislar tales moléculas anti-microbianas, se ide6 un
ensayo de exploracion in vitro como se describe posteriormente. Resultard evidente para un experto en la materia
que este ensayo es Util para exploracion de alto rendimiento de extractos biolégicos y bibliotecas quimicas. Como se
muestra en la Figura 27, un método ejemplar implica las siguientes etapas:

Preparacién de reactivos

Se preparé PBS 10X disolviendo 29 g de Na;HPO4/12 H,0, 2 g de KH,PO4 y 80 g de NaCl en 1 litro de agua
destilada apirégena y ajustando el pH a pH 6,8 con hidréxido sodico (10 M). Se prepard solucién de BSA-Glicina
disolviendo 10 g de BSA (81-003; Pentex Miles Inc., Kankakee, Estados Unidos), 7,5 g de glicina (500190, Merck,
Darmstadt, Alemania) y 1 g de azida sédica (6688; Merck, Darmstadt, Alemania) en 1 litro de agua destilada (uso
MilliQ, The Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos). El pH de la solucion resultante fue pH 7,4 con
NaOH (10 M). El tampén de lavado de ELISA 10X, sustrato cromogénico TMB y tampon de dilucion de TMB estan
disponibles en el mercado (kit de 96 pocillos ANTI-HBS Bioelisa, 3000-1101; biokit SA, Llica d’/Amunt, Espafia). Se
obtuvo tampén de diluciéon de la muestra de ELISA de Bioelisa Syphilis 3.0 (3.000-1.148; biokit SA, Llica d'’Amunt,
Espafia).

Inmovilizacién de Tpl7 y/o proteina de tipo Tp17 en un sustrato sélido

Se resuspendié proteina GST-Tpl7 purificada, producida como se describe en el ejemplo 1, en PBS 1X a una
concentracion de 0,4 ug/ml y se distribuyeron 150 ul de esta solucién en placas de microtitulacion de 96 pocillos
(MaxiSorp™ Lockwell™; NUNC, Roskilde, Dinamarca) y se incubaron durante 16 horas a temperatura ambiente (22
°C). A continuacion, se afiadieron 100 ul de solucién de glicina-BSA y se incubaron durante 1 hora a 22 °C. Los
pocillos se vaciaron después por aspiracion y se cargaron inmediatamente con 200 ul de BSA-sacarosa. Se realizo
incubacién durante 1 hora 30 minutos a 22 °C. Los contenidos de liquido de cada pocillo se aspiraron
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cuidadosamente y las placas se secaron después al aire durante 3 horas en una habitacion seca (humedad relativa
del 15%) antes de empaquetarse en bolsas de plastico herméticas.

Puesta en contacto de Tpl17 y/o tipo Tp17 con compuesto o compuestos quimicos y HULYS-POD

Se afiaden 100 ul de compuesto candidato (disuelto a una concentracion que varia de 10 ng/ml a 10 mg/ml en
tampon de dilucion de muestra de ELISA) a un micropocillo y se incuba durante 15 minutos a 37 °C. Se afiaden 50 pl
de HuLYS-POD diluido 1/20.000 en tampon de dilucion de muestra de ELISA al pocillo y se incuba durante un
periodo adicional de 15 minutos. Los pocillos se lavan después cuatro veces con tampén de lavado.

Desarrollo del color y puntuacion de compuestos candidatos

Se afiaden después 100 ul de sustrato cromogénico de peroxidasa de réabano rusticano (POD) diluido en tampdn de
dilucion de sustrato a cada pocillo y se detiene el desarrollo del color después de 30 minutos después de la adicién
de 100 ul de H;SO4 2 M. En este experimento la absorbancia media de tres pocillos incubados sin compuesto
candidato se normaliza al valor del 100%. Las moléculas o extractos biolégicos capaces de reducir la unién de
HuLYS-POD por debajo de al menos el 40%, 50%, 60%, 75%, 85%, 95% o méas se consideran candidatos de
“acierto” como se demuestra por reducciones respectivas en el canal de sefial en comparacién con el valor
normalizado. Preferentemente la unién se reduce por debajo del 85% en relacién con pocillos de control no puestos
en contacto con un compuesto candidato.

EJEMPLO 15: Tp17 inhibe preparaciones terapéuticas disponibles en el mercado de lisozima

La lisozima de pollo es una enzima antimicrobiana potente activa tanto contra bacterias como contra virus. Las
preparaciones comerciales que contienen lisozima como un agente activo incluyen, pero sin limitacion, LIZIPAINA®
(Boehringer Ingelheim, San Cugat del Vallés, Espafia) y LISOZIMA CHIESI (CHIESI ESPANA SA, Barcelona,
Espafia). Puesto que se demostrd que la proteina Tpl7 inhibe la actividad antibacteriana enzimética de lisozima de
pollo purificada in vitro, los inventores postulan que Tpl7 también puede inhibir la actividad antibacteriana de
LIZIPAINA® y LISOZIMA CHIESI. Para ensayar esta hipotesis, se resuspendié un comprimido de cada farmaco,
LIZIPAINA® (que contiene 5 mg de lisozima de pollo por comprimido) y LISOZIMA CHIESI (que contiene 250 mg de
lisozima de pollo por comprimido), en agua desionizada (The Millipore Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos)
para ajustar la concentracion de lisozima a 4 ug/ml. Estas muestras se incubaron después en ausencia 0 en
presencia de cantidades crecientes de GST-Tpl7 o Tp17-HIS. En este experimento la relacién molar entre lisozima
de pollo y su inhibidor afin varié de 1:5 a 1:50 para GST-Tpl7 y de 1:16 a 1:160 para Tpl7-HIS. Después de un
periodo de incubacién de 5 minutos a 20 °C las muestras se ensayaron con respecto a la actividad enziméatica de
lisozima usando el kit de ensayo de lisozima EnzCheck® (E-22013, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, Estados
Unidos) como se recomienda por las directrices del proveedor.

Como se presenta en la Figura 28A y 28B, tanto GST-Tpl7 como Tpl7-HIS inhibieron fuertemente la actividad
antibacteriana enzimética de LIZIPAINA® y LISOZIMA CHIESI respectivamente. Por lo tanto, Tpl7 y las proteinas
de tipo Tpl7 son capaces de inhibir la actividad antibacteriana enzimatica de dos farmacos antimicrobianos
disponibles en el mercado. Es probable que parte de la eficacia terapéutica proporcionada por LIZIPAINA®,
LISOZIMA CHIESI, y farmacos relacionados se pierda in vivo debido a la inhibicion de Tp17 y proteina de tipo Tpl7.
Como se ha analizado anteriormente, Tpl7 y proteinas de tipo Tpl7 se expresan ampliamente por patégenos
bacterianos, virales, flngicos y parasitarios humanos. En consecuencia, las variantes de lisozima que no estan
sometidas a inhibicion enzimatica por Tpl7 y proteinas de tipo Tp17 son una clase prometedora de nuevos farmacos
antimicrobianos.

EJEMPLO 16: La actividad antibacteriana de r-Lysozyme™ no esta inhibida por Tp17

En la busqueda de una variante de lisozima capaz de resistir la inhibicion de Tpl7 y proteinas de tipo Tpl7, los
inventores ensayaron la rLysozyme™ disponible en el mercado (71.110-5; Ncvagen® MerckKGaA, Darmstadt,
Alemania). rLysozyme™ es una lisozima altamente purificada recombinante que se recomienda para lisis de células
de E. coli. La enzima cataliza la hidrélisis de enlaces N-Acetilmuramida en la pared celular bacteriana. La actividad
especifica de solucién de rLysozyme (1.700.000 U/mg) es 250 veces mayor que la de lisozima de clara de huevo de
huevo de pollo y por lo tanto se requiere menos enzima para conseguir lisis de E. coli. Ademas, rLysozyme™ esta
Optimamente activa a un pH fisioldgico (6,0 a 8,0) que es compatible con la linea de Novagen de reactivos de
extraccion de proteinas y acidos nucleicos.

En ese contexto, los inventores compararon la actividad antibacteriana de lisozima humana (Ventria Bioscience,
Sacramento, CA, Estados Unidos) y rLysozyme™ usando el ensayo de lisozima EnzCheck (E-22013, Molecular
Probes, Eugene, Oregén). Los inventores determinaron en primer lugar que en las condiciones de ensayo prescritas
por el fabricante, 1 unidad de lisozima humana producia la misma intensidad de fluorescencia que 230 unidades de
rLysozyme™. A continuacion, los inventores midieron la intensidad de fluorescencia de 1 unidad de lisozima humana
0 230 unidades de rLysozyme™, en presencia o ausencia de 10 ug de GST-Tp17 o Tpl17-HIS. Como se muestra en
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la Figura 29, rLysozyme™ no era susceptible a la inhibicion de GST-Tpl7 o Tpl7-HIS, mientras que la actividad
antibacteriana de la lisozima humana estaba fuertemente inhibida. Resulta interesante que los inventores
observaron de forma reproducible un ligero aumento (en el intervalo del 20%) de la actividad antibacteriana de
rLysozyme™ en presencia de Tpl7. Tomados juntos, estos resultados sugieren que rLysozyme™ no es susceptible
de inhibicion por Tp17 y posiblemente proteinas de tipo Tp17. En consecuencia, rLysozyme™ representa un nuevo y
prometedor farmaco antimicrobiano que podria con el tiempo sustituir la lisozima de pollo en diversas preparaciones
terapéuticas pretendidas para uso humano y animal. Adicionalmente, puede usarse como un antiséptico y/o como un
conservante alimentario.

EJEMPLO 17: La proteina precursora de Alzheimer (BAPP) comparte similitud estructural con proteinas de
tipo Tpl7.

Entre las proteinas que comparten una extensiva similitud de secuencia con Tpl7 (véase, por ejemplo, Figura 1), los
inventores identificaron la proteina precursora Beta Amiloide humana (3-APP). Esta proteina es de interés médico y
diagnastico clave puesto que esta implicada en la generacién de la deposicién de amiloides durante la enfermedad
de Alzheimer. Como se muestra en la Figura 30, los inventores han descubierto un motivo peptidico bien conservado
gue se comparte por miembros de la familia de la proteina Ivy, Tpl7, y las tres isoformas de corte y empalme de (-
APP (APP770, APP751 y APP695). Alineamientos multiples realizados a mano permitieron a los inventores agrupar
todas estas secuencias peptidicas bajo el siguiente consenso:

CX (1,5) [KRH] [AG] [KRH] X (0,2) [KR] X (0,1) [EDQN] C (SEC ID N°: 178)
En este consenso, C, K, R, H, A, G, E, D, Q y N corresponden al cédigo de aminoacidos de una letra para cisteina,
lisina, arginina, histidina, alanina, glicina, acido glutamico, acido aspartico, glutamina y asparagina, respectivamente.
Las reglas de sintaxis son las usadas en la base de datos de PROSITE. Este consenso también puede
representarse como sigue:

Cys Xaa; Xaa, Xaasz Xaas Xaas Xaas Xaay Xaag Xaag Xaaio Xaai1 Xaa» Xaaiz Cys (SEC ID N°: 177)

en la que Xaai, Xaaz, Xaas, Xaas y Xaas son cualquier aminoacido o estan ausentes, Xaas es el aminoacido K, R o
H, Xaas es A 0 G, Xaag es K, R 0 H, Xaag y Xaaio son cualquier aminoacidos o estan ausentes, Xaai1 es el
aminoacido K o R, Xaai» es cualquier aminoacido o estd ausente y Xaais es el aminoacido E, D, Q o N.

Para tres de estas proteinas (lvy de E. coli, Tpl7 y P. aeruginosa), estaban disponibles estructuras cristalinas.
Usando el visor molecular Cn3D, los inventores descubrieron que los tramos peptidicos relacionados de cada una de
las tres proteinas mostraban una organizacion tridimensional conservada. Como se muestra en la Figura 31, los tres
forman una lamina beta extendida, que presenta un bucle peptidico con enlace disulfuro. Estas proteinas comparten
una organizacion estructural tridimensional conservada. Las tres moléculas contienen una estructura en lamina beta
extendida y un bucle peptidico con enlace disulfuro expuesto. Este motivo estructural se conserva en las tres
isoformas (APP770, APP751 y APP695) de la proteina B-APP humana. Las vistas en 3D se generaron usando
software Cn3D, que esta disponible en el sitio web del Centro Nacional para la Biotecnologia y los siguientes
archivos de coordenadas atémicas del Banco de Datos de Proteinas (PDB) 1GPQ (E. coli lvy), 1UUZ (P. aeruginosa
lvy) y 1IMWp (Homo sapiens B-APP). Estos datos sugieren que lvy, Tpl7 y B-APP estan estructuralmente y
funcionalmente relacionadas.

EJEMPLO 18: La lisozima humana se une a la proteina precursora de Alzheimer inmovilizada (BAPP).

Como se muestra en la Figura 32, el sitio de unién a lisozima identificado en B-APP queda en el extremo N terminal
de la proteina y abarca los restos 92 a 116. La isoforma APP751 (de 751 aminoacidos de longitud) es un polipéptido
de tipo APP ejemplar. Las conclusiones extraidas de esta figura también son ciertas para las isoformas APP695 y
APP770. Los numeros de aminoacidos se refieren a posiciones de aminoacidos en la secuencia de B-APP
depositada con el numero de referencia de Genbank NP_958816. El sitio de unién a lisozima se localiza entre los
restos 92 a 116. Especificamente, los inventores usaron un fragmento mas largo de derivado de 3-APP, denominado
sAPPq y un fragmento mas corto denominado sAPPa (304-612). Tanto SAPPa como sAPPa (304-612) derivan de la
isoforma APP695 y en consecuencia carecen del dominio inhibidor de proteasa kunitz (restos 289 a 342 en APP770
y APP751).

Para ensayar si la proteina B-APP se une a huLYS, los inventores realizaron ensayos de unién a lisozima usando
formas recombinantes purificadas de B-APP. Tanto sAPPa (niumero de producto: S9564) como sAPPa (302-612)
(nimero de producto: S8065) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Tres Cantos, Madrid, Espafa). Se aplicaron
puntualmente 10 pg de cada proteina en una membrana Nytran (Scleicher & Schuell, Dassel, Alemania). Se
bloquearon los sitios de adsorcidon no especifica por incubacion durante una hora en TBST-leche. Después de tres
lavados con TBST, la membrana se incub6 durante una hora con lisozima humana marcada con peroxidasa de
rabano rusticano (POD) diluida 1/1000 en TBST-leche. A continuacion, la membrana se lavo tres veces, durante 5
minutos cada lavado, con TBST. Se realiz6 tincién afiadiendo 5 ml de sustrato cromogénico de POD (TMB, nimero
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de producto: T0565, Sigma). Como se muestra en la Figura 33, huLYS se unié a sAPPaq, pero no a sAPPa (302-
612). Esta observacion sugirié que la proteina B-APP se une a huLYS, y que el sitio de unioén se localiza en la region
N terminal, entre los restos 92 y 116 de B-APP. Estos datos definen una nueva diana farmacolégica para el
tratamiento de enfermedad de Alzheimer. Ademas, el complejo de proteina huLYS/B-APP probablemente actia
como un marcador de diagnéstico de enfermedad de Alzheimer.

Las composiciones y métodos de diagnostico relacionados con la enfermedad de Alzheimer presentan fragmentos
de un polipéptido de tipo APP sustancialmente puro que comprende una secuencia de aminoacidos de Cys Xaa;
Xaa, Xaaz Xaas Xaas Xaas Xaay Xaas Xaag Xaaip Xaai; Xaaz Xaaiz Cys (SEC ID N°: 177), en la que Xaai, Xaay,
Xaas, Xaas y Xaas son cualquier aminoacido o estan ausentes, Xaas es el aminoacido K, R o H, Xaaz es A o G, Xaag
es K, R o H, Xaag y Xaaio son cualquier aminoacido o estan ausentes, Xaai; es el aminoacido K o R, Xaai» es
cualquier aminoacido o esta ausente, y Xaais es el aminoacido E, D, Q o N. Las composiciones y métodos también
presentan como moléculas de acido nucleico que codifican estos fragmentos polipeptidicos, vectores para la
expresion de tales fragmentos, y células hospedadores que contienen estos vectores. Tales fragmentos pueden
expresarse como polipéptidos recombinantes y usarse para la generacion de anticuerpos que reconozcan el
fragmento o que reconozcan el fragmento cuando forman complejo con un polipéptido de lisozima.

Los anticuerpos que se unen especificamente a un complejo de polipéptido de tipo APP/lisozima son Utiles en
métodos para diagnosticar enfermedad de Alzheimer en un sujeto, en los que el anticuerpo se usa para explorar una
muestra bioldgica del sujeto, tal como una muestra de suero, una muestra de liquido cefalorraquideo o una muestra
tisular. En la actualidad, un diagnostico definitivo de enfermedad de Alzheimer generalmente requiere una
examinacion post-mortem del tejido cerebral de un sujeto. Por lo tanto, las presentes composiciones y métodos, que
facilitan el diagnostico de enfermedad de Alzheimer en fluidos corporales obtenidos de un sujeto vivo, proporcionan
una mejora significativa frente a métodos de diagndstico existentes.

Especificamente, la presente invencién proporciona un método para diagnosticar la enfermedad de Alzheimer
detectando la presencia en una muestra del sujeto de un complejo entre un polipéptido de tipo APP y un polipéptido
de lisozima, o la presencia de un anticuerpo que se une a dicho complejo. Ademas, se proporciona un método para
identificar un compuesto candidato que modula la unién entre el polipéptido de tipo APP y un polipéptido de lisozima
a través de la deteccion de una reduccion en la union entre el polipéptido de tipo Tp17 y el polipéptido de lisozima en
presencia del compuesto candidato

EJEMPLO 19: Identificacién por ordenador de nuevas proteinas de tipo Tp17

Se buscaron en bases de datos de secuencia peptidica (SwissProt y TrEMBL) proteinas que compartan la secuencia
consenso CX (1,5) [KRH] [AG] [KRH] X (0,2) [KR] X (0,1) [EDQN] C (SEC ID N°: 178) definida en la Figura 30. Las
proteinas bacterianas, virales y eucariotas que se ha identificado que tienen esta secuencia se muestran en las
Figuras 34A y 34B. Estas proteinas representan nuevas dianas terapéuticas y composiciones inmunogénicas que
probablemente interfieran con la formacion de complejos de proteina huLYS/tipo Tpl7. Ademas, estas proteinas, en
complejo con huLYS, pueden representar marcadores atractivos para el diagnostico de enfermedades humanas,
animales y vegetales.

EJEMPLO 20: Inhibicién y capacidad de unién de mutantes de Tpl17

Para determinar si Hz1 e Hisiosa de Tpl7 contribuian a la inhibicién de huLYS, los inventores realizaron mutagénesis
dirigida del gen que codifica GST-Tp17 (Figura 35A). Los polipéptidos mutantes de GST-Tpl7 HsiA y Hisip4A se
generaron introduciendo dos cambios de nucleétidos en el vector plasmidico pGEX2T-Tpl7 usando el kit de
mutagénesis dirigida QuickChange® (Stratagene, La Jolla, CA, Estados Unidos). Para ese fin, se hibridaron por
separado los oligonucle6tidos mutagénicos Fw_CPAAG (5'-CCG TGT GTC CGG CCG CCG GGA AGG C-3’) (SEC
ID N° 298) y Bw_CPAAG (5-GCC TTC GCG CCG GCC GGA CAC ACG G-3) (SEC ID N°: 299) y los
oligonucledtidos Fw_KPAE (5'-AAT CGA AGG CAC CGG CCG AGA AAG AGC TGT ACG-3) (SEC ID N°: 300) y
Bw_KPAE (5'-CGT ACA GCT CTT TCT CGG CCG GTG CCT TCG ATT-3") (SEC. ID N°: 301) con pGEX2T-Tpl7
desnaturalizado, y se extendieron usando ADN polimerasa Pfu Turbo en condiciones recomendadas por el
proveedor. Se elimin6 el molde de ADFN no metilado por digestion con Dpnl y la mezcla de digestion resultante se
uso para transformar células supercompetentes XL-1 Blue®. Se seleccionaron plasmidos mutantes por mapeo de
restriccion de los amplicones de PCR resultantes. La presencia de la mutacién Hs:A se confirmé secuenciando el
gen de Tpl7 mutado de longitud completa. Después se produjo GST-Tpl7 mutante que portaba la mutacién HsA o
la His104A y se purificd como se ha descrito en el Ejemplo 1. Se realizaron ensayos de inhibicién de lisozima como se
describe posteriormente.

Cada mezcla de reaccion de 100 pl contenia 25 pl de solucién de lisozima (2 unidades para lisozima humana,
disueltas en tampon de reaccién), 25 ul de una solucion de proteina de ensayo, y 50 ul de una suspension de
Micrococcus lysodeikticus marcado con fluoresceina (50 ug/ml). La mezcla de reaccién se incubé después durante
45 minutos a 37 °C. Se midi6 la fluorescencia presente en la mezcla de reaccion (hexc. = 485 Nm; Aemi = 520 nm)
usando un modelo de lector de placas multipocillo de fluorescencia FLx800 (Bio Tek Instruments, Winoosky,
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Vermont) equipado con software de adquisicion de datos KC junior (Bio TEK Instruments, Winoosky, Vermont). Los
datos fluorescentes resultantes, mostrados en la Figura 35B, representan la media y desviacién tipica
correspondientes a la lectura de tres pocillos independientes. Un pocillo de control negativo contenia 50 ul de agua
desionizada y 50 ul de suspension de Micrococcus lysodeikticus marcado con fluoresceina.

Como se muestra en las Figuras 35A y 35B, los polipéptidos mutantes Hs1A e Hisi04A mostraron una reduccion de la
inhibicién de lisozima, pero conservaron su capacidad para unirse a lisozima (Figura 36). Estos datos demostraron
que las posiciones de aminoacidos 31 y 104 contribuyen a la union y/o inhibiciéon de lisozima. Por lo tanto, las
realizaciones de un Tpl7 mutante de acuerdo con la presente invencién incluyen una o mas mutaciones en y/o
alrededor de Has; e Hisios de Tpl7 y sitios correspondientes en otros patdégenos de tipo Tpl7. Dicho mutante puede
interferir con inhibicién normal de una proteina de tipo Tpl7 in vivo y tener por lo tanto efectos terapéuticos descritos
anteriormente.

EJEMPLO 21: Tpl7 puede unirse a la proteina de tipo lisozima SLLP1

Una proteina de tipo lisozima Unica, no bacteriolitica, de pollo o de tipo convencional (tipo C), SLLP1, esta presente
en el acrosoma del espermatozoide humano (Mandal et al. Biol. Reprod. 68:1525-37, 2003). Normalmente, las
lisozimas de tipo C son bacterioliticas y pueden unirse a N-acetilglucosaminas ligadas por enlaces glicosidicos beta-
1,4. La mayoria de los restos invariantes (17 de 20), incluyendo todas las cisteinas, se conservan en SLLP1, pero
los dos restos cataliticos E35 y D52 conservados en lisozimas C se han reemplazado en SLLP1 con T y N,
respectivamente, para convertirse en T122 y N139. Mandal et al. presentaron la hipétesis de que, después de la
reaccion del acrosoma, SLLP1 podria ser un receptor potencial para el resto oligosacarido de huevo N-
acetilglucosamina, que esta presente en la matriz extracelular sobre la membrana plasmatica de huevo, dentro del
espacio perivitelino, poros de la zona pellcida y capas del cimulus.

Los inventores han descubierto que huLYS, chkLYS y SLLP1 comparten méas del 55% de identidad de secuencia.
Como se muestra en la Figura 37, aunque la lisozima humana y lisozima de pollo comparten el 63% de la identidad
de secuencia de aminoéacidos, SLLP1 y la lisozima humana comparten el 58% de la identidad de secuencia. Puesto
gue Tpl7 es capaz de unirse tanto a huLYS como a chkLYS, y basandose en el alto nivel de identidad de secuencia
presente entre estas proteinas, es probable que los polipéptidos de tipo Tpl7 incluyendo Tpl7 también sean
capaces de unirse a SLLP1. Esta interaccion puede facilitar la transmision de patdégenos durante el contacto sexual.
Como se muestra en la Figura 38, un complejo de polipéptido de tipo Tpl17/SLLP1 representa una diana terapéutica
prometedora para el control de fertilidad humana y animal. Por ejemplo, como se ilustra en la Figura 38, la
administracion de una cantidad eficaz de un polipéptido de tipo Tpl7 puede actuar como un método de
anticoncepcién ya que interfiere con el acoplamiento normal de un espermatozoide con un receptor afin en una
superficie del oocito.

Ademas, los compuestos candidatos que reducen la union de un polipéptido de tipo Tp17 con SLLP1 son inhibidores
Utiles de enfermedad de transmision sexual. Se han descrito anteriormente métodos para explorar dichos
compuestos.

Ademas, aunque SLLP1 natural no es probablemente bacteriolitica, SLLP1 mutante, que contiene alteraciones de
aminoacidos de T122 a E y/o de N139 a D, especialmente el doble mutante que contiene ambas mutaciones de
vuelta a la secuencia conservada de lisozima de tipo C, probablemente adquiera actividad bacteriolitica. La SLLP1
mutante que contiene estas mutaciones probablemente no se una a polipéptidos de tipo Tpl7 y probablemente
tenga actividad enzimatica de lisozima aumentada en relaciéon con lisozima de pollo, por ejemplo. Como tal, la
SLLP1 mutante puede usarse por su capacidad antimicrobiana, por ejemplo, bacteriolitica, potenciada como una
composicion farmacéutica o desinfectante. Otra variante de lisozima tal como la lisozima del bacteriéfago T4,
también puede usarse de un modo similar. Una realizacion de dicha composicién puede incluir entre
aproximadamente 2 y 100 mg de la variante de lisozima (preferentemente aproximadamente 5 mg),
aproximadamente 2 mg de papaina y/o aproximadamente 3 mg de bacitracina. Una realizacion preferida se puede
disolver para consumo oral.

Otras realizaciones
La invencion puede realizarse de diversas formas especificas sin alejarse del alcance de las reivindicaciones. Puede
combinarse cualquier aspecto y caracteristica de la invencion anteriormente descrita. Las realizaciones anteriores

deben por lo tanto considerarse en todos los aspectos ilustrativas en lugar de limitantes de la invencién descrita en
el presente documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar un anticuerpo anti-patdgeno en un sujeto, comprendiendo el método las etapas
de:

(a) poner en contacto una muestra bioldgica del sujeto con una lisozima exégena y un polipéptido de tipo Tpl7, en el
que el polipéptido de tipo Tpl7: (i) comprende la secuencia consenso de motivo de uniéon a lisozima Xaa, Pro His
Xaan; y (ii) se une a la lisozima para formar un complejo de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima que se une a dicho
anticuerpo anti-patégeno; y

(b) detectar unién de anticuerpo anti-patégeno con el complejo de polipéptido de tipo Tpl7-lisozima.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que el motivo se selecciona de las siguientes secuencias CCPHAG,
VCPHAG, VAPHDC, KAPHDK, VKPHDG, KKPHAK, KAPHEK, KKPHAC, VAPHAG, VKPHAK, VKPHAC, VAPHEG,
VKPHEK, VCPHEK, CKPHAG, ACPHAG, KCPHDC, VKPHDK, KKPHAG y CAPHEK.

3. El método de la reivindicacion 1 en el que el polipéptido de tipo Tpl7 comprende la secuencia consenso
CS3: Xaa Cys Pro His Ala Gly, en la que Xaa es Cys o Val.

4. Un método para potenciar la sensibilidad de un ensayo de diagndstico para detectar en una muestra
bioldgica una respuesta inmune contra un patégeno, comprendiendo el método afiadir un polipéptido de lisozima
exdgena al ensayo de diagnéstico por lo que el polipéptido de lisozima se pone en contacto con un polipéptido de
tipo Tpl7 antes de, durante, o después de poner en contacto la muestra bioldgica con el polipéptido de tipo Tpl7, en
el que el polipéptido de tipo Tp17 se une a un polipéptido de lisozima y comprende la secuencia consenso del motivo
de unién a lisozima Xaa, Pro His Xaa, y la adicion del polipéptido de lisozima aumenta la sensibilidad del ensayo en
al menos el 5%.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el ensayo de diagnostico es un
ensayo de aglutinacion.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el polipéptido de tipo Tpl7 o el
polipéptido de lisozima esta fusionado con un marcador de afinidad.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el polipéptido de tipo Tpl7 o el
polipéptido de lisozima esta fijado a un soporte sélido.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el ensayo comprende un
inmunoensayo.
9. El método de la reivindicacién 8 en el que el inmunoensayo se selecciona del grupo que consiste en ensayo

inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), transferencia de western, ensayo de inmunoaglutinacion,
radioinmunoensayo, ensayo turbidimétrico, ensayo nefelométrico, ensayo inmunocromatografico, ensayo
quimioluminiscente y ensayo fluorescente.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el polipéptido de lisozima se
pone en contacto con el polipéptido de tipo Tpl7 antes de, durante o después de poner en contacto la muestra
bioldgica.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el polipéptido o los polipéptidos
de tipo Tp17 son recombinantes.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el polipéptido de lisozima es
recombinante.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el polipéptido de lisozima deriva
de ser humano.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que el patdgeno se selecciona del
grupo que consiste en una bacteria, un virus, un parasito, un plasmido, un prion, un micoplasma y un agente
micaético.

15. El método de la reivindicacién 14, en el que el patégeno es Treponema pallidum.
16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la muestra bioldgica se

selecciona del grupo que consiste en sangre, suero, plasma, lagrimas, saliva, esputo, liquido nasal, liquido 6tico,
liquido genital, liqguido mamario, leche, calostro, liquido placentario, sudoracion, liquido sinovial, liquido ascitico,
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liquido gastrointestinal, exudado, trasudado, liquido pleural, liquido pericardico, liquido amniético, liquido
cefalorraquideo, bilis, fluido gastrico, semen, materia fecal, liquido de las vias respiratorias superiores, liquido
peritoneal, liquido recogido de un sitio de inflamacion, liquido recogido de un sitio de recogida agrupado, lavado
bronquial, orina, material de biopsia, humor acuoso, material del rumen de un animal rumiante, muestra de células
nucleadas, cualquier fluido asociado con una superficie mucosa, pelo y piel.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes usandose el método para diagnosticar
sifilis.
18. Un kit adecuado para su uso en el método de la reivindicacién 1 o reivindicacién 4, comprendiendo dicho kit

un polipéptido de tipo Tpl7 y un polipéptido de lisozima sustancialmente pura exégena, en el que el polipéptido de
tipo Tpl7 se une al polipéptido de lisozima y comprende la secuencia consenso del motivo de union a lisozima Xaa,
Pro His Xaan.

19. El kit de la reivindicacion 19, en el que el polipéptido de tipo Tp17 o el polipéptido de lisozima est& unido a
un soporte sélido.

20. El kit de la reivindicacion 19, en el que el soporte sélido se selecciona del grupo que consiste en una resina,
un gel, una perla, un pocillo, una columna, una microplaca, una membrana, una matriz, una placa y un dispositivo de
filtro.

21. Una composicion adecuada para uso en el método de la reivindicacion 1 o reivindicacion 4 que comprende
un polipéptido de tipo Tpl7 sustancialmente puro y un polipéptido de lisozima exdgena sustancialmente puro, en la
que el polipéptido de tipo Tpl7 es como se ha definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 siempre que
el motivo no sea CKPHDC.

22. La composicion de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de lisozima y el polipéptido de tipo Tpl7
estan presentes en una relacién molecular de entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 1.000.000.

23. La composicion de la reivindicacion 21, que comprende ademas particulas vehiculo.

24. La composicién de la reivindicacion 21 en la que las particulas vehiculo se seleccionan del grupo que
consiste en globulos rojos, particulas agregadas polipeptidicas, particulas poliméricas, particulas inorganicas,
particulas paramagnéticas y células de levadura.

25. La composiciéon de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl7 deriva de un patdégeno
seleccionado del grupo que consistente en una bacteria, un virus, un parasito, un plasmido, un prion, un micoplasma
y un agente micotico.

26. La composicion de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl7 deriva de Treponema pallidum.
27. La composicién de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl7 se aisla de una muestra
biologica.

28. La composicion de la reivindicaciéon 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl7 es un polipéptido

recombinante.

29. La composicién de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl7 esta fusionado con un
marcador de afinidad.

30. La composicion de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl7 estd marcado de forma
detectable.
31. La composicion de la reivindicacion 21, en la que el polipéptido de tipo Tpl17 y/o el polipéptido de lisozima

esta fijado a un soporte sélido.

32. El kit de la reivindicacion 18, 19 o 20 o la composicién de la reivindicacion 21, en el que el polipéptido de
lisozima comprende una secuencia derivada de un polipéptido de lisozima humana.

33. El método de la reivindicacion 1, kit de la reivindicacion 18 o composicion de la reivindicacion 21 en el que
el polipéptido de tipo Tpl7 es un polipéptido de tipo Tp17 maduro.
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Figura 1A

Wil [EERERERREEE]
Numero de DESCRIPCION HOSPEDADOR SECUENCIA PEPTIDICA] | LOCALIZACION | SECID
referencia S || Ne:
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QSE147 Neuroaminidasa Virus degripe A ____|Clgl.]. ANERBNBARA 124 2 129 -y
097273 | no carac P. fafc] LMl L Lol 96 s 101 |-vs
EAAISITT G. famblis 662 71 B [
QB7LPS Proteina de tipo TrmA V. parahaemolyticus |C] [.|.|P|Hjyin|.1.].].].].].|E 82 5 88 -7
Qoc? Protaina no caractprizads P. ae CRRRGCOOGCABARANRE 173 a V79 ~Mg
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Qs1957 _Eritrocito varPAM1 P. falel] Cl.|.1.IPHlelklv.].[.1.1.1. 280 a 287 -52
Q8BES Antigeno PFEMP P. falci] cl.i.[.lP ENBENNE 474 2 481 -53
|_QSPNE3 Fosfatasa potencial C. Jojuni cl.].].PiHlelgle] .{.].1.].]. 80 3 96 - 54
QE3R0S HisB 8. flexnerl - lelellplalal 1.1.1.1.1€ 83 2 102 -55
Qsirco Proteina no caractprizada P. seruginosa Cl.|.l.[PHigipldidigl.].].{. 91a 101 -s¢
Q88RS0 Hidrolasa P. putida Cl.|.|.[PHg'pidielgl.|.].]. 89 a 89 -57
Q7VFZA Proteina no caracterizada H. ticus .|-|-[P{H{ t]pisieln]c].].]. [OlC] 80 a 100 -5¢
P16823 Proteina UL71 HCMV !h'. Hitirlplelal.iv].]. 3 a 108 -69
arxsi2 | Proteins no caracterizada P. aerug! -l PiHlrlt]s]alt[glt].].E] 205 5 210 |-£2
Q9ITMS Proteina Udd Tupala herpesvirus [Cle].|. [P ripla v|.|. 105 » 117 A
QsQs28 Proteina de Tegumento UL71 CMV de chimpacé - |Ci1].]. tiriplo) vi.|. _S3a 108 <2
|__P3g778 Proteina reguladora E2 HPV3 NHB tlgin|risialp].[D 289 a_301 -3
P27915 _Poliproteina Virus Dengue 3 ._._.'Hll--- eld|1]D| 167 a 180 -~
p2o722 Antiaeno Tp17 7. pallidum .)e .Dunﬂfokoouve 29 a 42 N2
Q8BSVS Proteina VP1 : tla]. |- {P[H[r]c]1]ale]1]y]n 27 a 4% -Cé
Qsasw1 Integrasa VIH.1 sl.].{Plelv NNNE 56 a_65 <?
POS067 Proteina beta amiloide Ad Humano kit (h{PIH[T v [plylr] < - 105 5 117 | ~¢8
PETE93 ) ™ broteina de tioo. amiloide._ Humane 0 ONNUGEE 128, 1 %
QSUKF5 Proteasa ADAM 29 Humano 1 LUBEEEEEEE 307 » 313 -0
P01730 | Glicoproteina CD4 de linfocitos T Hymano GERLGUAITINESRE 44 -
P36706 Tipo adenovirus 12 Virus humano v PiHicitiar|d[i] ] - - 17a 28 -7
P19558 Eny viral Virus bovino GENONMEEEEEE 615 a 622 -3
P03437 | Hemaglutinina gripe A Virus humano nin| -P|Heli]lld[glt].] - -
QOH283 Interteucina-17€ Humano REQCEE --_;Fq-- 1103 115 |-9¢
Q07568 tpgF i Hiligirjed]-f -~ - 10 3 20 &
Imperatoxina IpTxA Escorpion Hi1ik|ric|k|aldin]- 3317 -27
|_P78385 | Antaeno de melanoma (QIP4). Humano ERERCEEEEEEEEE 487 5 450 |-7¢
[ |__Antigeno tumoral celularPs3 | Humano EEED UEEEEEE 76 a 182 }-79
Q65500 Proteina de cubierta VP4 Virus Coxsackie «| 4 4P[Higiwitin]1iritinin 247 a 259 - fO
[ Pz791s Proteina de capsida C Virus Dengue ._:_ig iltlolvielpleld] i 180 s
|_P27960 | Proteina de capsida C Virus de s C EEELCONONEEER 452 a 458 B
P13888 Pollproteina no estructural Virus de rubecla o 4P DUOOEEEEEE 1446 a 1454 - &3
P87 Poliproteina estructural Virus EEE tialkiP|Hipld! d4d4-4Cl 866 a 876 -8y
P16358 _jnhibidor de cosaulacionantiestatina | Senguiuela -| 4P{Higltiq]rlalr 54 2 65 Vi
P17680 Beta-2-glicoproteina | (ApoH) Bovino 1P 1 vit 174 2 188 -f6
|_P03148 Antigeno central Virus de hepatitis 8 -] hitla]l alill 48 2 61 -7
p31827 Poliproteina Env Virus CAE s|1] P|Hik|n[e|s]nlklw]t] < 528 5 541 |- ¥
P11268 Poliproteina Env Lentivirus Visna olg wialrls] -| - 1522 164 |- 91
Consenso
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Haemophilus duorayi
Haamophilus influenzae
8almonella typhi

Vibrio cholerae

Vibrio vulnificus
Porphyromonas gingivalis
Helicobacter pylord
Neissaria meningitidis A
Nelaseria meningitidis B
Caxiella burnetti
Boxdetella pertussis
Treponema denticola

Bagteroidas thetaiotaomicron Q89272

Legionella pneumophila
Staphylogocous’ aureus
Nelsseria gonorrhoeae
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NUMERO SECUENCIA . SEC ID N®:
DE REFERENCIA LOCALIZACION
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QIKTJIE - 105 7T YL
QIMN24 - 144 Va4
Q7MO89 - 20 1€ ‘Zf
028531 - 100 185
Q9JXIS - 97 1 8¢
Q9IWED - g7 ' 8 g
QB3AA9 - 101 1 ¥
Q7WOQ4 - 97 1879
Q73J85 - 40 199
91 791
CAR12563 - 88 192
NP_646083 - 74 /193
ORF1557 - 99 174
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Anticuerpos capturados por kits convencionales que contienen solamente Tp17

‘ Anticuerpos capturados por Kits que contienen Tp17 y lisozima humana
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POB59?2 Proteina beta amiloide A4 Rallus norvogious cinl.l.].].Irlalr].|.Ix|.{alec B8 a 105 [|&¥'7?
073083 Proteina beta amiloide Ad Tatraodon fuviatlls clw]-}.]-].]x|oir}|.|.|Ix[.|[o]e] s3aims }2ar
P03343 Proteina de Virus del mosaico de la coliflor clpl.[ .} ] .|K]olx].|.|x].jplc] e@3as10 [josp
OBNG3S Precursor de beta defensina 105 Hamo Saplans cik|t|gl.].[RIGi{K]|Cc K| .|lE|C 46 a3 87 o
asyevs GTPasa engC probable Ratstonls ook clt|pl.|.].IR|O{K .fIR|slE|C 44 3 53 an
PO3341 poliproteina Gag Virus endégeno de babuino clajy|cjk|e|rloju|w]1]k|.{D|Cc]| S03a616 |@1
P58 poliproteina Gag Virus de artritis encefalitis caprinafc [h[n|c[g|(u|[R{G[H|[m]q| K] .[E|¢C a0adl |[&'3
P10262 poliproteina Gag " Virus de leucemia felina clalyle{x|alx]aclu]wlv|r].]p]c] m9asez |24
P21418 poliproteina Gag Virus de leucemina de simos de Gibon - $ ol o b T elu|o|Kja]H]wlea]lr].|[elc] 401, 504 [ouU™
POTSST poliproteina Gag Virus de Mason-Pfizer de simios JCc| 1l kjelp|x|jk]jaju}tico)lx].lN]|c 54D 5 582 PI1e
P1600d poliproteina Gag Lentivirus ovino Cihlhjajglhk ofu|m]afx].|o]ec] <wsaai |7
P332 poliproteina Gag Lentivirus visna cihi{njcia|lx|r]|ciu]|m]alk].|D]c] <ecadn |2}1F
OaKLPS Glucosa-1-fosfato adeniltransferasa 2 Vibrio chalnras Clalal-|.] . {K|G|Riv]elR].|D|C 243 a 2563 ':l?
QasTH Glucosa-1-fosfato adeniltransferasa 3 Vibrio parshsemobylicus clola].}. kKla|rividlk].{DleC 243a 253 ,'pp
QADTED Glucosa-1-fosfato adeniltransferasa 4 Vibrto vutnificus Clels|.].| |K|DJR|v]|E}JK].}D|C 243 a 253 tﬂi"l
QoHaA1 Histona-lisina-N-metiltransferasa_ Hu!lu&api_u:—l clefd|nf.|.|r]ojr|m|vik|n|Q|c| s4aa 658 [320
QONUKD | Proteina ligada a X de tipo Musclebind Homo Bsplans cjtidlsjr}|.Ix]o}lr]c]t|rje]n]e saaer |F
PIT285 Poliproteina estructurada (P130) Virus sindbis Clajle . kKjalr] .| .ln}.|E|c] 782724 B3}
Q138 Precursor de semaforina 6A Momo eapiens Clylis}.|. Klojk]js| . [R}eJE|C| 10da 114 oS
QOHIEG Precursor de semaforina 6A mam Clefml.].] . Ixlolkln].|kid|E|C 107 5 117 a?fa
038484 Precursor de semaforina 6A Mus muscudus e{rlm|.|. K|OojKEin] . ] K| 4|E|C W07 a 117 §A7 7
P2OT22 Precursor de lipoproteina “Treponams palitdum Clplhlnjag|.|Klajx]o]e{k]v]|E|C 29a 42 (92 f
QUKW Proteina Vav-3 Homo Bapians Clifulcle|o|rR|AlH] .| .|Kf.|E|C]| 5442 856 J;f
QaNIBZ | Proteina de 4 dominos centrales de diazufre WAF] Momo Saplons clrlalalp].|x]o]r]lx].lr}.]D]lc 65a 76 .7}5
P42448 Precursor de proteina Wnt-10a Brachydanio rerdo Clglh]laglft].|R|O]H .IRIw|N|C 133 3 148 ..'D.T !
PSETO4 Precursor de proteina Wnt-3a Homo Sapians Ciglh]laj7|.|RJGJR].{.|R|w|N|C 77 a 88 a4,
P2746Y Precursor de proteina Wnt-2a Mut museutug Claglhjajf]|.|RIGI{R].].|Rjw|N|C 77a 88 =33
PESTOY Precursor de proteina de proto-oncogén Wint-3 Homo Sapiens ciginfalr RIBIR].1.|R|w|N|C 805 Q1Y e 'l
038333 Proteina Gag VIH- Clwik|lelp|k|x|B]jnu]ajm]k).|D]|C 11a 24 B
057304 Proteina amilgide EL 699 Marks [aponita cin].]. . Kja]r .jk]-.{Qjc} 110a 197 R
oazate Proteina de cierre de feromonas Trepanema pm ClvtelrleliirlIALR .iIrR{pjQjC 3 a 46 27
05208 Proteina de dedo de cinc Hormo Sapless clilels| 1] [«|alr|c|slr|s|n|C] 83s60 |°F
QOEPKH4| Proteina PS1D (fragmento) Homo Baplens Clkikjclaloc|K|G]H|flajk|.|DjC| 1332 148 a3
QsoKeD Proteina Gag (fragmento VIHA Clwlxlc]olx|x|efu|alm]|k].}o]c 37a 50 avo
QBRH2S | Proteina beta amiloide isoforma APP751 Cania {; Clk].l.]-].|K|G|R K Qjc 80 a 105 ke
._q-nspu Proteina Gag (fragmento) Lentivirus de rumiante pequefio |l n)lhfjc|alk{R|GjH|m|q|K] .jO|C 198a 211 o
asrave Proteina Gag Retrovirus endégeno porcino Clelyleln|elK|aln|w|alr].jD|cC 493 a 508 J\IS
QsTEss Proteina Gag HIV-1 clwix[c|xlx|x|o]n]a[m|k].[0]c| araaaze >4
aeTivo Proteina Gag (fragmento) HIv-1 clelrle].T.Tria]ult]ofr] . Inlc] t02ans jzy”
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Numero Descripcién Hospedador SECUENCIA Localizacién SEC ID
de referencia N°
QTG8YD | Precursor de proteina de tipo beta amiloide B Xenopus lasvis clul.{.].].1rlGclx}l.{.Txl.lalc] wsanz |2¥
Q708YZY| Precursor de proteina de fipo beta amiloide A Renapus laovls elwf.l.].] . Ixlo]lxl.].]x|.lale] sa112 | 297
QramLe Exonucleasa Leptospis inlerrogens clajwlylel . fx|o]k}.|.[®lmle|c] sr8.s8s |24F
[ P24/p225/pi (fragmento) _ VIH-1 Clwin|y|gik|X|ajH|ag]|m|k].|D|C 58 a. 68 >4§
QTMEES ADP-glucosa pirofosforilasa Vibrio vudnileus Claglsf.{.]-JK]jG|Rjv]d|Kkj.|D]C 2410 253 | 250
Q7PCNO AgCR2881 Ancphates gamblas ¢ PEST | cln|m]el 1] elxfafu] 1] afr].[n]c] 2052218 |25!
QTPCNS AGCPID178 Anophalesgerdizs c. PEST |G h|n[ela| x| k[alrlmiwlk].{olc] z1a24 |22
qrPoe AgCP1IETT Anopheles gembiss C.PEST |G| h|nlc|t|eixloln]s|alr].|[N|lc] zeazms |53
QTRIRD | Dedo de cinc potencial en N-recognina Plasmodim yoell yoe(l Clojylo].].IK]JA]|K]e]|.|K].|N|C] 20242 2034 9“"
QTRIZD | Retacionada con proteina KIAA1035 de Homo sapiens P ftum youtD yoafl clalr].].l.Iulalu]ls]s]x}yin]|c 848 2§56 “S’
QIRIHD Proteina de desarrollo DG1124 Plasmadium yoalll yoalll Clhlmljojo]k|K]G]H]s]I|K].]|N]C 34 5 327 Iy
Py Proteina fosfatasa 2C Plazmodium youll yoall cla L. xlalr]|. k| 1{olc] amazr |as7
QTRMKO Proteina hipotética Plasmodium yoelt yoold clsly d Hla|k]|s|alx]n]nlc] 1583 1568 | 258
c 1ada con Capn7 Plasmodium yostl yoald clviklelnl Ixfalul T .1l . [nlc] s2aen {299
QIVFeY Proteina hipotética Halicobacler hapatians Clagl.].|.} . Ixle]x]1].]|x ajc| 0. 2 (JbD
Qrrus Proteina hipotética Tiypanosema bruzel clejtininjtfrjalr].|.|K Elc] 2332244 |2G1
arzHs Proteina Gag ViR cle]nlclafxlrixiultjalr].Inlc] o7ad0 |22
Q30343 Poliproteina estructural Virus Kyzylagach Clejefl.}j.].|5}Aa]R|.].]|R E|C] 716a 724 [2p>
QBgB4S Fuliprx;l;;aeslrumural Virus Babanid Clajc].{-J.|]K|]AJR|.].|R]|.]E]C TIBa 724 |20™
Q80847 Poliproteina estructural Virus Highlands J cli]e . Ix]alr].T.]el.[olc] 7278 |265
QBO54Y Poliproteina estructural Virus Fort Morgan clilef.|.1.[rlalr A=|.lolcl mant |2%¥
Qepss1 Poliproteina estructural Virus Buggy Creak Clille].].|.IR|JA|R R|.jojc)] 7T9a 717 ak?
QBEUVE Proteina de tipo Musclebind-EXP40s Ser humano citidfsfi1].)kialR|lecls|R]|e]N]C 53, 68 ths
Qesuve Proteina de tipo Musclebind EXP40s Ser humano Cli]di{sji].|KX]a|R|c|s|{rRla]N]C 53 a 68 Lasd
QBEVUS Catecol-O-metiltransferasa Ser humano Clefjelw].].|R]G|R .IRlejajc A8 a 48 2'}0
Qsews2 Proteina LOC285498 Ser humano cla|alclijolx]lalk].|.lklnlElC g2a74 |27
QBEWYT Sindrome de Williams Beuren Ser humano Clrly|{minjp|R{A|R .|k} -{N]C 85a 78 P')ﬁ-
QaexXoa Proteina Eu-l-MTasa1 Ser humano Cleld]{h|.l.|IRIG|RIm]vIkKInialc 6752 847 )73
Q87100 Proteina de la envoltura sV clefd|s]d]ly QlH].}.IK}.IN]C 17 a 28 an
QBTPTe Proteina hipotética VP1415 Vibrlo parshaemolylicus clnfklulifolklalnl.l.|x].le]c| soaasia |275
GaADT! Proteina Gag VIR clilnlclalvlxlaln] i TelrR] . Inlc] 1272140 |22¢
QBAD4D Proteina Gag VIH-1 cltinlylalulklalu]ifalnl.In]c] 36a3ms |377
= Proteina hipotetica Laptonphio Inisrrogans clofwlviel - Ixlolx].|  [elm|elc] 222263 |278
QEYBEO Proteasa Brucells mefitansls clafns]r klalnji1].Ix]elnlc] waaie2 |277
QIOEN0 Poliproteina Gag VIH-1 Clwlklic|g KiIGlH{q|m|K ole 408 2 421 ago
QsovFe Proteina Gag VIH-1 clelnfelofr|x|afufrfoin].Inlc] 3872 400 |25
QLOOF8 Proteina Gag VIH-1 clw|{k{elalk|xlc|n|alm]|x]|.]|p]c 4317 ko
QBORES Glicoproteina de envoltura VIH-1 el pfpld|alxk]G|K|m Ri.IN]c 182a 174 D:’
) Env sV clrfellelv]rialnl. ] . Ix] . Jolel 371 pr4
QB5X00 Proteina de poli-dedos de cinc 2 Try, enal cly]v]olafal«folu]ifalr].btolc] sr1a1sa |24
QBERE) Proteina musclebind de 36 kDa Ser humano clijdalsfr1]l.IKjialRlc|s|rRlieinic 53a 88 )E‘
Q7533 P2UNCOT VIH-1 clelnlofafwlxtalulilala].]n]lc] e1as |>47
Moasnz Proteina Gag VIHA clt{nlxlalvixlaln|i]alr].|N]c| wass |ob3
andi2e - Proteina Gag ViK1 cllnloloinix]alula[ain] . Infcl 3.6 251
Qsse28 Proteina Gag VIH-1 | clefnfefolxfx]alnfifalx].In]c] amas [2%0
Gasins Protaina Gag VIR-T cli]nlcloln|x|o|n] 1 |a|lx]-In]c] maza |=%i
iy Proteina Gag VIH-1 clrlnlclalwlx]aln] 1 [alr] . Inlc] w.2r 24>
Qsaer Proteina Gag ViH-1 clrlnlclolnlxlolnlilaln] Inlcl sas [213
asuss? Proteina hipotética Trypanasoma brucs! ¢ tjtjhinjrirjofR}{.{.{k|.JE|C 1Ma 148 Jiq
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} 10 20 30 40 50 0

+ —t SEC ID N°
MIMLWLSWWCMRTLMMIMWESMQ Err
MRSLL IL VL CFLPLAALGKVFGRCELARAMKRHGLINYRGYSLGNWVCAARKFESNFNTUA 2fé
61 70 80 90 100 1 10 120

i
mmsmslmlusmvmmlmmmwm
THRNT-DGSTDYGILOQINSRULCHIGRTPGSRHLCNIPCSALL SSDITASVHNCAKKIVSD
121 130 1.40 148

[ . .
mszmémwanm Identidad: 63%

1 10 20 30 40 50 60 _ .
I
HVSALRGRPLIRVHSSPVSSPSVSGPRRLVSU.SSOSSRLSESGGGSTSAAGIEARSRRL 342

61 70 80 90 100 ' 110 120
i
nmnszmmvmssmmmmmvmv

MKALIVLGLVLLSVTVRGKVFERCELARTLKRLGMDGYRGISLANWMCLAK

121 130 140 150 160 170 lﬂtl)
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181 190 200 210 21?
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