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DESCRIPCION
Nuevo antibidtico que contiene un anticuerpo de simulacién, método de preparacion y aplicacion del mismo
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de la biologia y la medicina, y especialmente se refiere a un antibidtico
novedoso que comprende un mimético de anticuerpo, a sus métodos de preparacion y a usos del mismo.

Técnica relacionada

Desde que empezaron a usarse la penicilina y otros antibiéticos en 1944, Diplococcus meningitides, y otras bacterias
patégenas potencialmente mortales tales como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Neisseria meningitidis han adquirido resistencia farmacoldgica. Segun informes relativos publicados
por el Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos en los ultimos afios, seria probable que
estos antibidticos perdieran su eficacia completamente en 10 6 20 afios.

Los presentes antibiéticos destruyen bacterias patégenas restringiendo la sintesis de pared celular, restringiendo o
interfiriendo con la ruta de sintesis y metabolismo de proteinas y acido nucleico de la bacteria. Sin embargo, estos
métodos de antibiosis es mas probable que conduzcan a resistencia farmacoldgica que resulta de la mutacion
bacteriana. Por tanto, los cientificos se han dedicado a desarrollar antibiéticos novedosos. Una de las direcciones
comparativamente prometedoras es imitar el mecanismo de interdestruccion entre cepas heterélogas homogéneas
para desarrollar antibiéticos novedosos. En la naturaleza, varias toxinas bacterianas pueden formar directamente
canales idnicos en la citomembrana bacteriana para destruir bacterias. La muestra tipica es una clase de toxina
bacteriana secretada por E. coli, colicina. Una de las ellas es colicina la, descubierta en 1952 por Jacob. Tras
esfuerzos de generaciones, en 1996 se dio a conocer la estructura espacial transmembrana de la colicina la cuando
se abren canales i6nicos asi como cuando se cierran en la pelicula bimolecular lipidica artificial (Qiu et al, Major
transmembrane movement associated with Colicin la channel gating. J. Gen. Physiology, 107: 313-328 (1996)). Esta
teoria establecida puso la base para disefiar y preparar antibiéticos novedosos a nivel molecular.

Tal como se menciond anteriormente, la colicina es una clase ideal de modelo de antibidtico de canal i6énico, pero la
colicina silvestre sélo puede actuar sobre cepas heterélogas homogéneas. Debe cambiarse el direccionamiento de
la colicina para que pueda actuar sobre otras bacterias patégenas. La porina, una clase de proteina de poro que
existe en la membrana externa de las bacterias, las mitocondrias o los cloroplastos, permite que pasen a su través
moléculas mas grandes. La porina también tiene una inmunogenicidad superior, y puede inducir expresion a alto
nivel de anticuerpo monoclonal en células huésped. Debe ser una direccidon de desarrollo ideal para la investigacion
de anticuerpos, si puede disefiarse un mimético de anticuerpo con una mejor capacidad de reconocimiento para
cambiar el direccionamiento de la colicina, usando el anticuerpo especifico para porinas en la membrana externa de
bacterias como el tipo previo del mimético de anticuerpo.

Muthukkaruppan et al., Immunol. Lett. 33 (1992), pags. 201-6 dan a conocer anticuerpos monoclonales contra
porinas de Salmonella y estudian sus posibles efectos protectores contra la infeccién por Salmonella.

El documento WO 2007/083175 da a conocer un polipéptido que comprende un anticuerpo o mimético de anticuerpo
y una porina, en el que el anticuerpo es especifico para la glicoproteina de la envuelta gp350/220 del virus de
Epstein-Barr, y su uso en cancer asociado a virus. El documento WO 2007/083175 es aparentemente del mismo
inventor que la presente solicitud.

Sumario de la invencion

Para superar los defectos técnicos anteriores y compensar una deficiencia en la técnica, la presente invencion
proporciona un anticuerpo novedoso. Su capacidad antibacteriana es mil veces mas potente que antibiticos
regulares. Debido a su mecanismo de accién unico, las bacterias patdgenas apenas pueden adquirir resistencia
farmacoldgica como resultado de mutacion. Y el antibidtico no dafiara células humanas normales cuando destruye
bacterias patégenas.

Realizaciones de la invenciéon son

1. Un antibiético que comprende un mimético de anticuerpo y una colicina, o que comprende un mimético de
anticuerpo y un dominio formador de canal de una colicina, estando el mimético de anticuerpo unido covalentemente
al extremo carboxilo del polipéptido de la colicina o el dominio formador de canal de la colicina, en el que la colicina
se selecciona del grupo que consiste en colicina E1, la, Ib, A, B, N; en el que dicho mimético de anticuerpo se
produce fusionando dos regiones determinantes de complementariedad (CDR), VWCDR y V.CDR3 a través de una
region de entramado relacionada (VuFR2) de una inmunoglobulina; en el que la inmunoglobulina reconoce
especificamente porinas bacterianas.

2. El antibidtico segun la realizacion 1, en el que la bacteria es Neisseria meningitides, la porina es PorA en la
membrana externa de células de Neisseria meningitidis.
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3. El antibiotico segun la realizacién 2, en el que la inmunoglobulina consiste en un polipéptido de SEQ ID NO: 21y
un polipéptido de SEQ ID NO: 22 unidos covalentemente.

4. El antibiético segun la realizacién 1 o la realizacion 2 o la realizacién 3, en el que la colicina es la.

5. Una molécula peptidica que comprende un mimético de anticuerpo y una colicina, 0 que comprende un mimético
de anticuerpo y un dominio formador de canal de una colicina, estando el mimético de anticuerpo unido
covalentemente al extremo carboxilo del polipéptido de la colicina o el dominio formador de canal de la colicina, en el
que la colicina se selecciona del grupo que consiste en colicina E1, la, Ib, A, B, N; en el que dicho mimético de
anticuerpo se produce fusionando dos regiones determinantes de complementariedad (CDR), V4CDR1 y V.CDR3 a
través de una region de entramado relacionada (VuFR2) de una inmunoglobulina; en el que la inmunoglobulina
reconoce especificamente porinas bacterianas.

6. Una de las moléculas peptidicas de fusion segun la realizacién 5, exponiéndose su secuencia de aminoacidos en
SEQ ID NO. 6.

7. Una molécula de acido nucleico que codifica para una molécula peptidica de fusion presentada en la realizacion 5
o la realizacion 6.

8. La molécula de acido nucleico segun la realizacién 7, exponiéndose su secuencia de nucledtidos en SEQ ID NO.
5.

9. Un plasmido recombinante que contiene una molécula de acido nucleico segun las realizaciones 7 u 8.

10. Un método de preparaciéon de uno cualquiera de los antibidticos presentados en las realizaciones 1-4,
transfectandose uno de los plasmidos recombinantes de la realizacion 9 en un sistema de expresion, y
preparandose y purificandose el antibiético del polipéptido expresado.

11. El antibidtico segun una cualquiera de las realizaciones 1-4 para su uso en la preparacién de un medicamento
antibacteriano.

12. El antibidtico para su uso segun la realizacion 11, en el que el medicamento antibacteriano se usa para destruir
Neisseria meningitidis, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina o Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos.

Un antibiético novedoso que comprende un mimético de anticuerpo y una colicina, o0 que comprende un mimético de
anticuerpo y un dominio formador de canal de una colicina, estando el mimético de anticuerpo unido covalentemente
al extremo carboxilo del polipéptido de la colicina o el dominio formador de canal de la colicina, en el que la colicina
se selecciona de un grupo que consiste en colicina E1, la, Ib, A, B, N; en el que dicho mimético de anticuerpo se
produce fusionando dos regiones determinantes de complementariedad (CDR), VHCDR y V.CDR3 a través de una
region de entramado relacionada (VyFR2) de una inmunoglobulina; en el que la inmunoglobulina reconoce
especificamente porinas bacterianas.

En el que la bacteria es Neisseria meningitides, |la porina es PorA en la membrana externa de células de Neisseria
meningitidis.

En el que la inmunoglobulina consiste en dos polipéptidos unidos covalentemente con ndimero de registro de
PUBMED 2MPA_H (SEQ ID NO: 21) y numero de registro de PUBMED 2MPA_L (SEQ ID NO: 22).

En el que la colicina es la.

Una molécula peptidica, que comprende un mimético de anticuerpo y una colicina, o que comprende un mimético de
anticuerpo y un dominio formador de canal de una colicina, estando el mimético de anticuerpo unido covalentemente
al extremo carboxilo del polipéptido de la colicina o el dominio formador de canal de la colicina, en el que la colicina
se selecciona de un grupo que consiste en colicina E1, la, Ib, A, B, N; en el que dicho mimético de anticuerpo se
produce fusionando dos regiones determinantes de complementariedad (CDR), VWCDR y V.CDR3 a través de una
region de entramado relacionada (VuFR2) de una inmunoglobulina; en el que la inmunoglobulina reconoce
especificamente porinas bacterianas.

Una de las moléculas peptidicas mencionadas anteriormente, exponiéndose su secuencia de aminoacidos en SEQ
ID NO. 6.

Una molécula de acido nucleico que codifica para una cualquiera de las moléculas peptidicas mencionadas
anteriormente.

La molécula de acido nucleico puede tener la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO. 5.

Plasmidos recombinantes que contienen una cualquiera de las moléculas de acido nucleico mencionadas
anteriormente.
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Un método de preparacion de uno cualquiera de los antibidticos novedosos mencionados anteriormente,
transfectandose uno de los plasmidos recombinantes mencionados anteriormente en un sistema de expresion, y
preparandose y purificandose el antibidtico novedoso del polipéptido expresado.

Uno cualquiera de los antibidticos novedosos mencionados anteriormente puede usarse para preparar un
medicamento antibacteriano.

El medicamento antibacteriano puede usarse para destruir Neisseria meningitidis, Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina o Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples
farmacos.

Los antibidticos novedosos de esta invencion se basan en el fundamento de la caracteristica de la colicina de formar
canales iénicos en la membrana del patdgeno diana, lo que provoca que el patégeno pierda su contenido y muera.
La estructura de direccionamiento es un mimético de anticuerpo con algunos dominios de una inmunoglobulina que
reconoce especificamente proteina porina en el patdégeno diana. El mimético de anticuerpo comprende dos regiones
determinantes de complementariedad (CDR), VHCDR1 y V. CDRg3, y una region de entramado relacionada (VHFR?) de
una inmunoglobulina; las tres regiones forman covalentemente una molécula peptidica lineal como VHCDR-VHFR2-
VI CDR3 desde el extremo amino hasta el extremo carboxilo. Se sabe bien que las regiones activas de una
inmunoglobulina para la reaccién de reconocimiento se denominan regiéon determinante de complementariedad que
sélo tiene aproximadamente de varios a una docena de aminoacidos. El mimético de anticuerpo en el antibiético
novedoso, en comparacion con una molécula de anticuerpo natural o cualquier anticuerpo reconstruido artificial
presente tal como seFv y Fab, tiene un peso molecular menor, una mejor penetracion en el tejido y una estructura
mas sencilla sin la mayoria de las partes de la estructura de entramado y fragmento Fc de un anticuerpo natural. De
este modo puede reducir la reaccidon inmunitaria en pacientes y guia facilmente a la colicina contenida en el
antibiético novedoso a tejidos infectados e identifica las bacterias patdgenas. En aplicacion clinica, el antibiético
novedoso se dirige a la membrana de las bacterias patégenas diana mediante el mimético de anticuerpo contenido,
y la colicina contenida forma canales idnicos en la citomembrana bacteriana de las bacterias diana y destruye las
bacterias diana conduciendo a la pérdida de su citoplasma. La capacidad antibacteriana del antibiético novedoso
también se aplica a cepas bacterianas con resistencia farmacoldgica. Los sitios de reconocimiento son propiedades
antigénicas Unicas en la superficie bacteriana, y no se ubican en la citomembrana humana, de modo que el
antibiético novedoso es seguro para seres humanos. En comparacion con otros antibiéticos que provocan facilmente
resistencia farmacolégica, el antibidtico en esta invenciéon destruye las bacterias patégenas no mediante la porina
sino mediante la colicina que actua sobre la biomembrana de las bacterias patégenas y que forma canales idnicos
haciendo que la célula pierda el citoplasma hasta morir. El mimético de anticuerpo para el direccionamiento tan sélo
necesita guiar a la colicina hasta las bacterias patégenas. La resistencia farmacoldgica de las bacterias se adquiere
normalmente cambiando la estructura de la porina y creando una barrera para la entrada del antibiético. El
antibidtico en esta invencidn soélo requiere sitios de reconocimiento de anticuerpo de la porina con el fin de destruir
las bacterias patdgenas. Los anticuerpos novedosos identifican los sitios de la porina en la membrana de bacterias,
pero la colicina del antibidtico novedoso se une a otros sitios y forma canales idnicos haciendo que las bacterias
pierdan su contenido hasta morir. Los sitios de acciéon no son la porina. De este modo no es probable que las
bacterias patégenas adquieran resistencia farmacoldgica al antibidtico novedoso por mutacion, evolucion,
desprendimiento o cambio de la estructura de la porina que es necesaria para la supervivencia. Segun este
concepto inventivo, el antibiético novedoso tiene muchas variantes debido a la diversidad de la porina en la
superficie bacteriana y la diversidad de la inmunoglobulina que reconoce las porinas.

Puesto que la meningitis provocada por Neisseria meningitidis amenaza gravemente la salud de lactantes y nifos, la
resistencia farmacolégica de Neisseria meningitidis a la medicina comun es muy grave. La dosificaciéon es cada vez
mas alta con el fin de inhibir las bacterias eficazmente, lo cual pone en grave peligro la salud de los pacientes. Por
tanto, basandose en el concepto inventivo mencionado anteriormente de esta invencion, el inventor reconstruyé y
obtuvo un mimético de anticuerpo de un anticuerpo que era especifico para la porina A de Neisseria meningitidis. El
péptido de cadena pesada del anticuerpo tenia un numero de registro: 2MPA_H en PubMed Home. El péptido de
cadena ligera tenia un numero de registro: 2MPA_L en PubMed Home. El mimético de anticuerpo, cuya secuencia
de aminoacidos se expone en SEQ ID No. 2, se conectd al extremo C-terminal del péptido de colicina la para
constituir un antibiético novedoso PMC-AM1 con una secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID No. 6. Como la
curva de supervivencia de ratones mostrada en la figura 7, la tasa de supervivencia de los ratones a los que se les
inyectd una dosis letal de Neisseria meningitides en el grupo de PMC-AM1 fue del 90% en 8 dias. Mostrd que la
actividad antibacteriana y el efecto protector in vivo de los antibiéticos novedosos son superiores a los antibidticos
normales actuales tales como penicilina y gentamicina. Mientras tanto, se establecié una prueba comparativa sobre
el efecto bactericida para comparar la concentracién minima inhibitoria (valor de CMI) de PMC-AM1, ceftazidima y
ampicilina para Neisseria meningitidis. Tal como se muestra en la figura 6A, el valor de CMI de PMC-AM1 fue de
0,11 nMol, de ceftazidima fue de 3,02 nMol y de ampicilina fue de 1,35 nMol. Este resultado indicé que la capacidad
bactericida de PMC-AM1 es significativamente mas potente que los antibiéticos usados actualmente para inhibir
Neisseria meningitidis.

En la presente invencion, se establecieron algunos experimentos para someter a prueba el efecto bactericida del
antibiético novedoso PMC-AM1 sobre otros patdégenos con resistencia farmacoldgica grave. El resultado mostré que
el PMC-AM1 tenia una capacidad antibacteriana extremadamente mas fuerte sobre Pseudomonas aeruginosa
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resistente a multiples farmacos, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, tal como se muestra en la figura 5, su actividad antibacteriana sobre Pseudomonas aeruginosa resistente
a multiples farmacos fue de 127 a 3800 veces mas fuerte que la de ceftazidima, levofloxacino, gentamicina, etc. Y tal
como se muestra en la figura 6B y la figura 6C, PMC-AM1 tiene un efecto de inhibicidon obvio sobre Enterococcus
faecalis resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

El antibiético novedoso de esta invencidon puede usarse para preparar farmacos antibacterianos, especialmente para
Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina o Staphylococcus
aureus resistente a meticilina.

Las secuencias de nucledtidos que codifican para los péptidos de los anticuerpos novedosos pueden clonarse en el
vector de expresion para construir plasmidos recombinantes, que expresan la proteina de fusion en la célula
huésped. La proteina de antibiético novedoso se aisla de la proteina de fusién expresada.

Segun la degeneracion de los codones de nucledtidos, los nucledtidos que codifican para el antibidtico de la
invencion pueden ajustarse. Un experto en la técnica podra ajustar la secuencia de nucleétidos segun la preferencia
de las células del huésped por el codén de nucledtidos. Siempre que el polipéptido codificado no cambie, las
secuencias de nucledtidos estan todavia dentro del alcance del concepto inventivo de esta invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la estructura de un plasmido recombinante que comprende el gen del mimético de anticuerpo y
el gen de colicina la, denominado en el presente documento pBHC-PorA1.

El péptido del mimético de anticuerpo se une al extremo C-terminal de colicina la, y la secuencia de aminoacidos del
mimético de anticuerpo se expone en SEQ ID No. 2.

La figura 2 muestra la estructura del plasmido recombinante que comprende el gen del mimético de anticuerpo y el
gen de colicina la, denominado en el presente documento pBHC-PorA2.

El péptido del mimético de anticuerpo se une al extremo C-terminal del péptido de la, y la secuencia de aminoacidos
del mimético de anticuerpo se expone en SEQ ID No. 4. En el mimético de anticuerpo, una VHCDR+ y una V_.CDR3
invertida estan conectadas a través de una regiéon de entramado de entramado relacionada (VHFR).

La figura 3 ilustra la construccion del antibiético novedoso.

En la que T y R son dominios de reconocimiento de sefial en el extremo N terminal de una colicina la. El formador de
canal, un dominio estructural que puede formar canales i6nicos, esta situado en el extremo C-terminal de la colicina
la. El AM es un mimético de anticuerpo.

La figura 4 muestra el resultado del experimento para determinar la capacidad de inhibicidon del antibiético novedoso
PMC-AM1 frente a Diplococcus intracellularis.

En la curva, de izquierda a derecha se muestra el control, ampicilina 5 pg/ml, PMC-AM2 5 png/ml, PMC-AM1 5 pg/ml,
PMC-AM1 10 pg/ml.

El eje de abscisas muestra el tiempo de crecimiento de las bacterias, la unidad son horas; el eje de ordenadas
muestra la densidad 6ptica del medio bacteriano a 600 nm, que indica la cantidad de crecimiento bacteriano.

La figura 5 muestra el valor de concentracién minima inhibitoria (CMI) del antibiético novedoso sometido a prueba
mediante el método de dilucién en agar.

Las placas muestran la CMI de los farmacos frente a Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos: Con
era el control de blanco, (A) la CMI de ceftazidima era de 16 pg / ml, (B) la CMI de levofloxacino era de 8 pug / ml, (C)
la CMI de gentamicina era mayor de 512 pug / ml, (D) la CMI de PMC-AM1 era de 8 pg / ml.

La figura 6 muestra el experimento de comparacion de la concentracién minima inhibitoria del antibiético novedoso
de esta invencién con los antibiéticos comunmente usados frente a Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(ATCC BAA-42), Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (ATCC 700802), Pseudomonas aeruginosa
resistente a multiples farmacos (aislada por el West China Hospital, n.° 13578) y Neisseria meningitidis (n.° 29332
del Centro de Conservacién de Bacterias en China).

En el que el eje de ordenadas muestra la concentracién minima inhibitoria (nMol);

A muestra el resultado de Neisseria meningitidis: (1) PMC-AM1, CMI = 0,11 nMol, (2) ceftazidima, CMI = 3,02 nMol,
(3) ampicilina, CMI = 1,35 nMol;

B muestra el resultado de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (1) PMC-AM1, CMI = 0,23 nMol, (2)
vancomicina, CMI = 21,54 nMol, (3) ampicilina, CMI = 10,78 nMol;
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C muestra el resultado para Staphylococcus aureus resistente a meticilina: (1) PMC-AM1, CMI = 0,06 nMol, (2)
ampicilina, CMI = 21,55 nMol, (3) oxacilina, CMI =14,1 nMol;

D muestra el resultado para Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos: (1) PMC-AM1,
CMI=0,91 nMol, (2) levofloxacino, CMI=43,2 nMol, (3) ceftazidima, CMI=29,3 nMol, (4) gentamicina,
CMI>889,4 nMol.

La figura 7 muestra la curva de supervivencia de la comparacion de la inhibicién eficaz del antibiético novedoso, la
colicina silvestre y el polipéptido anti-Staphylococcus aureus dado a conocer en la patente china ZL 01128836.1
sobre Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC BAA-42), Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina (ATCC 700802) y Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos (aislada por West China
Hospital, n.° 13578).

En el que el eje de ordenadas muestra la concentracién minima inhibitoria (nMol);

A muestra el resultado para Enterococcus faecalis resistente a vancomicina: (1) el polipéptido anti-Staphylococcus
aureus, CMI = 0,91 nMol, (2) la colicina la silvestre, CMI =0,91 nMol, (3) PMC-AM1, CMI = 0,23 nMol;

B muestra el resultado para Staphylococcus aureus resistente a meticilina: (1) el polipéptido anti-Staphylococcus
aureus, CMI = 0,06 nMol, (2) la colicina la silvestre, CMI = 0,23 nMol, (3) PMC-AM1, CMI = 0,06 nMol;

C muestra el resultado para Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos: (1) el polipéptido anti-
Staphylococcus aureus, CMI = 0,91 nMol, (2) la colicina la silvestre, CMI = 0,91 nMol, (3) PMC-AM1, CMI=0,23
nMol.

La figura 8 muestra curvas de supervivencia, que eran el resultado de un experimento in vivo de los anticuerpos
novedosos para proteger a animales infectados por Neisseria meningitidis.

En el que el eje de abscisas muestra el tiempo de supervivencia de ratones, dias; el eje de ordenadas muestra el
numero de supervivencia animal. 1) PMC-AM1; 2) Gen era gentamicina; 3) PEN era penicilina; 4) Con. era el control
de blanco. La concentracion de inyeccién de todos los farmacos de prueba es de 1,5 mg/kg (peso del farmaco/peso
del ratén).

Realizaciones
La invencion se ilustra adicionalmente mediante las siguientes realizaciones asi como los dibujos.

Realizacién 1: Construccién de plasmidos que expresan los anticuerpos novedosos y preparacion de los anticuerpos
novedosos

El plasmido original era el plasmido pSELECT™-1 (8,3 kb) con genes de colicina la y proteina de inmunidad.
Mediante la tecnologia de mutacion puntual de oligonucledtidos bicatenarios (kit QuickChange™, Strategene
Corporation), se inserté el gen que codifica para el mimético de anticuerpo expuesto en SEQ ID NO. 1 6 3 en la
posicion de aminoacido 626 del gen de colicina la. Se construyeron dos plasmidos recombinantes, denominados en
el presente documento pBHC-PorA1 y pBHC-PorA2 mostrados en la figura 1 y la figura 2, que se usaron para
preparar los anticuerpos novedosos. Se transfectaron respectivamente los plasmidos recombinantes en la bacteria
modificada por ingenieria genética E. coli BL-21 para expresar los anticuerpos novedosos.

El procedimiento de mutacién se realizdé segun el manual del kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick Change de
Strategene (n.° de catalogo 200518),

1. Se preparo el reactivo de mutacion puntual tal como sigue:

5 ul de tampon 10X

2 ul (10 ng) de plasmido original pPSELECT™-1 con genes de colicina la y proteina de inmunidad.

1,25 pl (125 ng) de cebador oligonucleotidico 5°-3’ artificial (véase cebador oligonucleotidico a continuacion)
1,25 pl (125 ng) de cebador oligonucleotidico 3’-5’ artificial (véase cebador oligonucleotidico a continuacion)
1 ul de dNTP

50 pl de agua desionizada

1 ul de Pfu

(Todos los farmacos anteriores eran reactivos en el kit médico, excepto el plasmido, el cebador y el agua
desionizada).
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2. Se realiz6 la amplificacion por PCR con las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizar a 95°C durante
35 segundos, hibridar a 53°C durante 70 segundos, extender a 68°C durante 17 minutos, en total 20 ciclos.

3. Se incorporé 1 pl de endonucleasa Dpn1 para digerir la cadena de ADN original (37°C, 1 h); se coloco 1 ul de
producto de digestiéon en hielo y se incub6é con 50 ul de células competentes XL1-Blue durante 30 minutos, se
sometieron a choque térmico a 42°C durante 45 segundos y entonces se pusieron en hielo durante 2 minutos;

4. Se anadieron 0,5 ml de medio de cultivo NZY, se agit6 la disolucion de bacterias (reactivo de la etapa 3, es decir
células transformadas a partir de células competentes) a 220 rpm y 37°C durante 1 hora; entonces se tomaron 50-
100 pl de reactivo para sembrar sobre una placa con medio (medio de cultivo LB con agar al 1% y ampicilina
50 pg/ml, a 37°C durante la noche);

5. Se recogieron las bacterias tras cultivar durante 18 horas, se extrajo el plasmido y se secuencio para determinar si
tenia una mutacion satisfactoria;

6. Se colocaron 100 ng de plasmido mutado en hielo y se incubaron con 40 pl de células competentes BL-21 durante
5 minutos, se sometieron a choque térmico a 42°C durante 30 segundos y entonces se colocaron en hielo durante
2 minutos. Se afiadieron 160 pul de medio de cultivo SOC; se agitaron las bacterias a 220 rpm, 37°C durante 1 hora y
se tomaron para sembrar sobre una placa con medio (medio de cultivo LB con agar al 1%, ampicilina 50 pg/ml, a
37°C cultivando una noche); se recogen colonias monoclonales para reproducir a gran escala;

7. Se reprodujeron las bacterias a gran escala en 8-10 | de medio de cultivo FB, a 250 rpm, 30°C durante 3-4 horas,
y se calentaron hasta 42°C a 250 rpm durante 0,5 horas y entonces se enfriaron hasta 37°C a 250 rpm durante
1,5 horas. Se centrifug6 el talo a 4°C, 6000 g durante 20 minutos, y entonces se suspendié en 80-100 ml de fluido de
tampon de acido borico 50 mM (pH 9,0, con EDTA 2 mM) a 4°C. Tras anadirse a 50 ung de PMSF se ultrasonicé el
talo a 4°C, 400 W durante 1 minuto y se repitid6 4-5 veces con un intervalo de 2-3 minutos para mantener la
temperatura de la disolucién de bacterias. Se centrifugd a alta velocidad el talo agrietado a 4°C, 75.000 g durante
90 minutos. Se afiadieron 5.000.000 de unidades de sulfato de estreptomicina al sobrenadante para depositar el
ADN (agitando a 4°C durante 1 hora). Tras centrifugar a 10000 g, 4°C durante 10 minutos, se cargd el sobrenadante
en filtro de bolsa con un peso molecular de 15.000 y se dializé frente a 10 | de fluido de tampdn de acido bérico
50 mM durante la noche a 4°C; entonces se centrifugé de nuevo a 10000 g, 4°C durante 10 minutos. Se cargé el
sobrenadante sobre una columna de intercambio i6nico CM. Entonces se lavo la columna de intercambio idnico CM
meticulosamente y se eluyo el antibidtico novedoso mediante NaCl 0,3 M+fluido de tampdn de acido bérico 50 mM.
Correspondientes a las dos clases anteriores de plasmido recombinante, los anticuerpos novedosos se denominaron
PMC-AM1 y PMC-AM2 cuyas secuencias de aminoacidos se exponen en SEQ ID No. 6 y SEQ ID No. 8
respectivamente.

El AM1 era una cadena peptidica que comprendia lo péptidos del primer dominio determinante de
complementariedad en la regién variable de la cadena pesada, el péptido de la segunda regién de marco de la
cadena pesada y el péptido del tercer dominio determinante de complementariedad en la regién variable de la
cadena ligera. Su secuencia de aminoacidos se expuso en SEQ ID No. 2. El AM2 era una cadena peptidica que
comprendia el péptido del primer dominio determinante de complementariedad en la regién variable de la cadena
pesada, el péptido de la segunda region de marco de la cadena pesada y el péptido del tercer dominio determinante
de complementariedad invertido en la regidn variable de la cadena ligera. Su secuencia de aminoacidos se expone
en SEQ ID No. 4.

Se construy6é el PMC-AM2 como control del PMC-AM1 para someter a prueba la actividad de los anticuerpos
novedosos de la presente invencion cuando los dominios que componen el mimético de anticuerpo se conectaron en
un orden diferente.

Las secuencias de oligonucledtidos artificiales para preparar los dos plasmidos de mutacion anteriores son
respectivamente las siguientes:

5-3' (SEQ ID NO. 9)

gcg aat aag ttc tgg ggt att TCT TAT TGG CTG CAT TGG ATT AAA CAG taa ata aaa tat aag aca ggc
3-5' (SEQ ID NO. 10)

gcc tgt ctt ata ttt tat tta CTG TTT AAT CCA ATG CAG CCA ATA AGA aat acc cca gaa ctt att cgc

5-3' (SEQ ID NO. 11)

tgg ctg cat tgg att aaa cag AGA CCT GGT CAG GGA CTG TGG ATC GGA taa ata aaa tat aag aca ggc
3-5' (SEQ ID NO. 12)

gcc tgt ctt ata ttt tat tta TCC GAT CCA CAG TCC CTG ACC AGG TCT ctg ttt aat cca atg cag cca
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5-3’' (SEQ ID NO. 13)

ggt cag gga ctg tgg atc gga TCT CAG TCC ACG CAT GTG CCG AGA ACC taa ata aaa tat aag aca ggc
3'-5' (SEQ ID NO. 14)

gcc tgt ctt ata ttt tat tta GGT TCT CGG CAC ATG CGT GGA CTG AGA tcc gat cca cag tcc ctg acc
pBHC-PorA 2

5-3’' (SEQ ID NO. 15)

gcg aat aag ttc tgg ggt att TCT TAT TGG CTG CAT TGG ATT AAA CAG taa ata aaa tat aag aca ggc
3-5' (SEQ ID NO. 16)

gcc tgt ctt ata ttt tat tta CTG TTT AAT CCA ATG CAG CCA ATA AGA aat acc cca gaa ctt att cgc

5-3’' (SEQ ID NO. 17)

tgg ctg cat tgg att aaa cag AGA CCT GGT CAG GGA CTG TGG ATC GGA taa ata aaa tat aag aca ggc
3'-5' (SEQ ID NO. 18)

gcc tgt ctt ata ttt tat tta TCC GAT CCA CAG TCC CTG ACC AGG TCT ctg ttt aat cca atg cag cca

5-3' (SEQ ID NO. 19)

ggt cag gga ctg tgg atc gga ACC AGA CCG GTG CAT ACG TCC CAG TCT taa ata aaa tat aag aca ggc
3'-5' (SEQ ID NO. 20)

gcc tgt ctt ata ttt tat tta AGA CTG GGA CGT ATG CAC CGG TCT GGT tcc gat cca cag tcc ctg acc.
Realizacién 2: Efecto de inhibicion del antibidtico novedoso sobre Neisseria meningitidis.

Las bacterias eran la cepa n.° 29332 de Neisseria meningitidis del Centro de Conservacion de Bacterias en China),
se afadieron dos microlitros (ul) de disolucion de bacterias (105 UFC/ml) a 10 ml de medio de sangre de conejo-
chocolate (que contenia 50 mg de extracto de ternera, 100 mg de triptona, 50 mg de NaCl, 30 mg de KoHPO, y 0,5-
0,8 ml de sangre de conejo desfibrinada). Se prepararon cinco grupos. Al primer grupo como control se le afiadieron
NaCl 0,3 M + fluido de tampdn de acido bérico 50 mM (es decir fluido conservante de blanco para el antibidtico
novedoso, en el mismo volumen que la disolucién de antibiético novedoso en los grupos experimentales). Se afiadio
penicilina sédica en el segundo grupo en 5 pug/ml. Se afadié el antibidtico novedoso PMC-AM1 al tercer grupo en
5 pg/ml. Se afadio el antibidtico novedoso PMC-AM2 en el cuarto grupo en 5 pg/ml. Se afiadid el antibidtico
novedoso PMC-AM1 en el quinto grupo en 10 pg/ml.

Se puso respectivamente el liquido reactivo de los cinco grupos anteriores en un matraz cénico de 100 ml, y se
cultivé a 37°C a 200 rpm. Se tomaron muestras de 100 pl de la disolucion de cultivo cada hora y se afiadieron sobre
una placa de ELISA de 96 poros para medir la turbidez bacteriana mediante comparacion de color en
espectrofotometro (A595 nm). Se preparé la curva de crecimiento bacteriano para comparar la eficacia
bacteriostatica de la antibiosis novedosa. El resultado, mostrado en la figura 4, mostré que Neisseria meningitidis
sé6lo podia restringirse por PMC-AM1.

Realizacién 3. Experimento de contraste de la concentracion minima inhibitoria del antibiético novedoso y
antibidticos normales sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos.

Pruebas de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del antibiético novedoso mediante el método de dilucién en
agar. Se inocularon las bacterias sobre la superficie de la placa de agar que contenia diferentes concentraciones de
farmacos mediante un instrumento de inoculacion en multiples puntos (Deneley A400). La concentracion de
bacterias sobre cada punto era de 10° UFC/ml. Tras incubar a 37°C durante 18-24 horas, puede observarse el
resultado. La menor concentracion de farmacos en el medio de siembra en placa sin crecimiento bacteriano era la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del farmaco frente a dichas bacterias.

La cepa experimental fue Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos que era una cepa clinica aislada
(aislada por West China Hospital, n. ° 13578) usando medio MH (cada 100 ml contenian 500 mg de extracto de
ternera, 1,75 g de hidrolizado &cido de caseina, 150 mg de almidén soluble y 1,7 g de agar).

Como resultado mostrado en la figura 5, la CMI del antibiético novedoso (D) PMC-AM1 sobre Pseudomonas
aeruginosa resistente a multiples farmacos fue de 8 pg/ml, la de ceftazidima (A) fue de 16 pg/ml, la de levofloxacino
(B) fue de 8 pug/ml y la de gentamicina (C) fue mayor de 512 pg/ml. En cuanto al patron de peso molecular, la CMI de

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2538840 T3

PMC-AM1 sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos fue de 0,23 nMol, la de ceftazidima (A)
fue de 29,3 nMol, la de levofloxacino fue de 43,2 nMol y la de gentamicina (C) fue mayor de 890 nMol, es decir el
efecto antibacteriano de PMC-AM1 sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a mudltiples farmacos fue 127-
3800 veces mas fuerte que el de ceftazidima, levofloxacino y gentamicina.

Realizacién 4. Experimento de contraste de la actividad antibacteriana in vitro entre el antibidtico novedoso de esta
invencion y antibidticos normales.

Pruebas de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del antibiético novedoso mediante el método de dilucién en
agar. Se inocularon las bacterias sobre la superficie de la placa de agar que contenia diferentes concentraciones de
farmacos mediante un instrumento de inoculacion en multiples puntos (Deneley A400). La concentracion de
bacterias por punto era de 10° UFC/m. Tras incubar a 37°C durante 18-24 horas, puede observarse el resultado. La
menor concentracion de farmacos en el medio de siembra en placa sin crecimiento bacteriano era la concentracion
minima inhibitoria (CMI) del farmaco frente a dichas bacterias.

Las cepas experimentales fueron Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos que es una cepa clinica
aislada (aislada por West China Hospital, n.° 13578) usando medio MH (cada 100 ml contenian 500 mg de extracto
de ternera y 1,75 g de hidrolizado acido de caseina, 150 mg de almidén soluble, 1,7 g de gelosa), Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (ATCC BAA-42) usando medio BM (cada 100 ml contenian 1 g de triptona, 0,5 g de
polvo de levadura, 0,1 g de glucosa, 100 mg de KH,PO4, 1 g de NaCl y 1 g de agar), Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina (ATCC 700802) usando el medio MH; Neisseria meningitidis (n.° 29332 del Centro de
Conservacion de Bacterias en China) usando el mismo medio usado en la realizacion 2 (al que se le afiadieron
ademas 3,9 g de base de agar sangre Columbia).

El resultado se muestra en la figura 6, A mostré el resultado de Neisseria meningitidis: (1) PMC-AM1, CMI =
0,11 nmol, (2) ceftazidima, CMI = 3,02 nMol, (3) ampicilina, CMI = 1,35 nMol. B mostré el resultado de Enterococcus
faecalis resistente a vancomicina: (1) PMC-AM1, CMI = 0,23 nMol, (2) vancomicina, CMI = 21,54 nMol, (3)
ampicilina, CMI = 10,78 nMol. C mostré el resultado para Staphylococcus aureus resistente a meticilina: (1) PMC-
AM1, CMI = 0,06 nMol, (2) ampicilina CMI = 21,55 nMol, (3) oxacilina, CMI = 14,1 nMol. D mostré el resultado para
Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos: (1) PMC-AM1, CMI = 0,91 nMol, (2) levofloxacino, CMI =
43,2 nMol, (3) ceftazidima, CMI = 29,3 nMol, (4) gentamicina, CMI>889,4 nMol.

Realizacién 5. Experimentos de contraste de la actividad antibacteriana in vitro entre el antibidtico novedoso de esta
invencion, el polipéptido anti-Staphylococcus aureus y colicina la silvestre.

Pruebas de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del antibiético novedoso mediante el método de dilucién en
agar. La menor concentracion de farmacos en el medio de siembra en placa sin crecimiento bacteriano era la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del farmaco frente a dichas bacterias.

Las cepas experimentales fueron Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos (aislada por West China
Hospital, n.° 13578), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (ATCC BAA-42), Enterococcus faecalis resistente
a vancomicina (ATCC 700802), usando medio MH; Neisseria meningitidis (n.° 29332 del Centro de Conservacion de
Bacterias en China).

Los resultados se muestran en la figura 7, A mostréd el resultado para Enterococcus faecalis resistente
vancomicina: (1) el polipéptido anti-Staphylococcus aureus, CMI = 0,91 nmol, (2) la colicina la silvestre, CMI
0,91 nMol, (3) PMC-AM1, CMI = 0,23 nMol. B mostré el resultado para Staphylococcus aureus resistente
meticilina: (1) el polipéptido anti-Staphylococcus aureus, CMI = 0,06 nMol, (2) la colicina la silvestre, CMI
0,23 nMol, (3) PMC-AM1, CMI = 0,06 nMol. C mostré el resultado para Pseudomonas aeruginosa resistente
multiples farmacos:(1) el polipéptido anti-Staphylococcus aureus, CMI = 0,91 nmol, (2) la colicina la silvestre, CMI
0,91 nMol, (3) PMC-AM1, CMI = 0,23 nMol.

o Il o Il ©

Realizacién 6. Experimentos de proteccion in vivo de los anticuerpos novedosos para animales infectados por
Neisseria meningitidis.

Materiales experimentales
Farmacos: PMC-AM1, gentamicina, ampicilina.
Bacterias experimentales

Neisseria meningitides (n. °© 29332 del Centro de Conservacion de Bacterias en China, es decir el Centro de
Dispositivos Médicos del Instituto Nacional para el Control de Productos Farmacéuticos y Bioldgicos, SDA).

Métodos experimentales

Tal como se muestra en la figura 7, se dividieron 40 ratones en cuatro grupos experimentales, 10 ratones en cada
grupo. Se les administré a los ratones una inyeccion intraperitoneal de disolucion en glucosa de hierro a 20 mg/kg, y
1 hora después una inyeccion intraperitoneal de 0,5 ml de cultivo bacteriano que contenia 1 parte de disolucién de
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cultivo de Neisseria meningitidis (su UFC era de 2,36 x 109/ml) y 1,5 partes de disolucién de levaduras secas al 5%.
Una hora tras haber administrado la inyeccion intraperitoneal de dosis letal del cultivo bacteriano, se les administré a
los ratones en el grupo experimental una inyeccion intravenosa de los farmacos y se les administré a los ratones en
el grupo control una inyeccién intravenosa de solucion salina normal, se inyectaron todos los farmacos a 1,5 mg/kg,
observacion cada 2 horas durante 8 dias, la muerte de los ratones como resultados positivos.

En la figura 7, 1. PMC-AM1 significa el antibidtico novedoso obtenido en esta invencion; 2. Gen significa
gentamicina; 3. PEN significa penicilina; 4. Con. significa control.

Resultados.

Como curva de supervivencia mostrada en la figura 7, tras haberse administrado una inyeccién intraperitoneal de
dosis letal de disoluciéon de Neisseria meningitides, 1) todos los ratones en el grupo control murieron en dos dias, 2)
todos los ratones en el grupo de penicilina murieron en dos dias, 3) los ratones en el grupo de gentamicina tuvieron
una tasa de supervivencia del 50% en 8 dias, 4) los ratones en el grupo de PMC-AM1 tuvieron una tasa de
supervivencia del 90% en 8 dias.

El resultado indica que el antibidtico novedoso PMC-AM1 de la presente invencién proporciond una actividad de
proteccidon mayor in vivo sobre ratones infectados por una dosis letal de Neisseria meningitidis que antibidticos
comunes.
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10



10

15

20

25

30

35

ES 2538840 T3

Ser Tyr Trp Leu His Trp Ile Lys Gln.Arg Pro Gly Gln Gly Leu Trp

1 5 10 15
Ile Gly Ser Gln Ser Thr His Val Pro Arg Thr
20 25
<210> 3
<211> 81
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> La secuencia de aminoacidos del mimético de anticuerpo AM2.

<400> 3

tecttattgge tgcattggat taaacagaga cetggtecagg gactgtggat cggaaccaga
ceggtgcata cgtcccagtce t ’

<210>4

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> La secuencia de aminoacidos del mimético de anticuerpo AM2.

<400> 4

Ser Tyr Trp Leu His Trp Ile Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Trp

1 5 10 15
Ile Gly Thr Arg Pro Val His Thr Ser Gln Ser
20 25
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<211> 1959
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> La secuencia de nucleotidos del anticuerpo PMC-AM1

<400> 5
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atgtctgace
ggccatgaaa
ggtaccccge
gttgatgatt
aaaaacacgc
cgcctetetg
gccggaaacg
ctgagagaat
gagagccgga
tegttaatcg
gctgatgtgc
ctggaaaaaa
gggcagcaga
acggaatcgc
cagaaaaaca
tcaacaaatc

acaaccageg

ctgtacgtat
ttatggcegt
ctgecatggag
ccccaacceg
tcagegegea
cggcgattge
cagatgcecge
acggat£ccg
tgctgtttge
aacaggctga
ttgctgaata
atggcgggge
cacggaatga
ttaacacggce
cgcctgacgg
attctattgt

cagt catcga
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tacaaatccc
tgatatttat
ttcctteggg
aagtgatatc
gcagaaagag
tgcaagggaa
tgatattaca
tactgaaatc
tgatgctgat
aaaacggcag
cgagcgcaga
aécccttgcc
cagggccatt
ccgtaatgeca
caaaacgata
tgtgageggt

taaccgtgea

ggtgcagaat

gtaaacccte
aacaaaacca
gaaaaaaggg
aatgagaata
aaagatgaaa
égacaggagt
gccggatatg
tctettegta
aaggatgecge
aaaggtattc
éttcttgatg
tcagaggcce
ttaaccagag
gtttccecctyg
gatccgagat

aacctgaatt

12

cgctggggta
cacgtgtcega
tctggggegg
acaaggaaat
agcgtactga
acacactgaa
tcagactcecct
acgccctecg
tatcteecceceg
agaacgcaga
tggacacccg
cacaacaggc
ggaataaact
ctgaacaaca
aaaaattccc
ttgeecggtac

atcttctgag

tgattcagat
tgtctttcat
aaacgagﬁgg
cacagcgtac
agccggaaaa
aacactcegt
gcaggcagag
gctgcataca
ggaggccagg
caagaaggcc
gttgtcagag
cegtetgete
cagttcagtg
gctgacgcaa
ggggcgttca
gataaaaatc

ccatteeggt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
9200
960
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ctggactata
ggtgacaaga
cttgatgcca
ctcagtgcca
gaaaaagaga
agaaaacagg
aaatcagttt
caggctaaag
cgggectgaca
_gagtctgtga
tatgcaggaa
acagagaact
acggctcttg
tatggtttac
aataagttct

ctgtggateg

<210>6
<211> 652
<212> PRT

aacgcaatat
aaﬁtttataa
gaaataaaat
gaacaaatga
atatacgtaa
atgaactgaa
cagaaaaata
ggaagaaaat
ttaacaaaaa
agctgtctga
aatttacaag
ggcgtectcet
tggeactggt
tgatggectgt
gggétatttc

gatctcagte

<213> Secuencia artificial

<220>
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tctgaatgac
tgctgaagtt
cacctctgct
gcaaaagcat
ccagectttee
ggcaacgaaa
tggtgcaaaa
acgtaatgtt
aattaatgca
tatatcgtet

tcttgetgac

ttttgttaaa

cttcagtatt

caccggtgeg

ttattggetg

cacgeatgtyg

cggaatcegg
gctgaatggg
gaatctgcgg
gcaaatgacg
ggcatcaatc
gacgcaatta
gctgageagt
gaagaggcat
aaagatcgtg
aatctgaaca
tggatcactg
acagaaacca
cttaccggaa
ctgattgatg
cattggatta

ccgagaace

<223> La secuencia de aminoacidos del anticuerpo PMC-AM1

<400> 6

13

tggtgacaga
ataagttacg
taaattcgge
ctcttaatge
agaagatagc
atttcacaac
tageccagaga
taaaaacgta
cagcgattge
gattcagteg
agtttggtaa
tcatagcagg
gcgetttagg
aatcgecttgt

aacagagacc

ggatgtggaa
gcaaagattg
gagaaataac
cctgttgaag
ggaagagaaa
agagttcctg
gatggccggg
tgaaaagtac
cgcagcectt
gggactggga
ggctgtcegg
caatgceogea
cattatcggg
ggaaaaagcg

tggtcaggga

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
i620
1680
1740
1800
1860
1920

1959



Ser

Asp

Pro

Gly

Asp

Ser

Arg

Asn

50

Arg

Thr

Gly

Pro
Asp
val

35

Lys

Ser

Leu

Lys

val

Gly

20

Asp

Thr

Asp

Ser

Arg

His

Val

Ile

Ile

Ala
85

Ile

Glu

-Phe

Trp

Glu
70

Gln

Ser

Thr

Ile

His

Gly

55

Lys

Gln

Ala

ES 2538840 T3

Asn
Met
Gly
40

Gly

Arg

Lys

Ala

Pro

Ala

25

Thr

Asn

Asp

Glu

Ile

Gly

10

Val

Pro

Glu

Lys

Asn

90

Ala

14

Ala

Asp

Pro

Trp

Glu

Glu

Ala

Glu

Ile

Ala

Val

€0

Ile

Asn

Arg

Ser

Tyr

Trp

45

Asp

Thr

Lys

Glu

val

30

Ser

Asp

Ala

Arg

Lys

Gly
15

Asn
Ser
Ser
Tyr
Thr

95

Asp

Tyr

Pro

Phe

Pro

Lys

80

Glu

Glu



Asn
Thr
Phe
145
Ser

Glu

Gln

Gly
225
Gln
Ser
Ala
Ile
Ile
305
Thr
His
vVal
\_Ial
Lys

385

Ser

Gln

Thr

Arg

130

Arg

Arg

Ala

Asn

Lys

210

Ala

Gln

Ser

Glu

val

290

Val

Ser

Ser

val

Ala

370

Ile

Ala

Leu

Lys

Leu
115
Gln
Thr
Met
Arg
Ala
195
Gly
Ala
Thr
vVal
Gln
275
S_ar
Val
Ala
Gly
Thr
355
Glu
Thr
Arg

Lys

Ile

100

Lys
Glu
Glu
Leu
Ser
180
Asp
Ile
Leu
Arg
Thr
260
Gln
Pro
Ser
Val
Leu
340
Glu
Trp
Ser
Thr
Glu

420

Ala

Thr
Phe
Ile
Phe
165

Leu

Lys

Ala
Asn
245
Glu
Leu
G_lu
Gly
Ile
325
Asp
Asp
Asp
Ala
Asn
405

Lys

Glu

Leu

Arg

Ala

150

Ala

Ile

Lys

Asp

Val

230

Asp

Ser

Thr

Lys

Asp

310

Asp

Tyr

Val

Lys

Glu

390

Glu

Glu

Glu

Arg
Leu
135
Gly
Asp
Glu
Ala
Thr
2 1; 5
Leu
Arg
Leu
Gln
Phe
295
Pro
Asn
Lys
Glu
Leu
375
Ser
Gln

Asn

Lys

ES 2538840 T3

Ala
120

Leu

Tyr

Ala

Gln
Ala
200
Arg
Asp
Ala
Asn
Gln
280
Pro
Arg
Arg
Arg
Gly
360
Arg
Ala
Lys

Ile

Arg

105

Gly

Gln

Asp

Asp

Ala

185

Asp

Ala

Ile

Thr

265

Lys

Gly

Phe

Ala

Asn

345

Asp

Gln

Val

His

Arg

425

Lys

Asn

Ala

Ala

Ser

170

Glu

Met

Ser

Gln

Ser

250

Ala

Asn

Arg

Ala

Asn

330

Ile

Lys

Arg

Asn

Ala

410

Asn

Gln

15

Ala

Glu

Leu

155

Leu

Lys

Leu

Glu

-Gln

235
Glu
Arg
Thr
Ser
Gly
315
Leu
Leu
Lys
Leu
Ser
395
Asn

Gln

Asp

Asp
Leu

140

Arg

Ala

Leu

220

Ala

Ala

Asn

Pro

Ser

300

Thr

Asn

Asn

Ile

Leu

380

Ala

Asp

Leu

Glu

Ala
125

Arg

Ile

Gln

Glu

205

Glu

Arg

Arg

Ala

Asp

285

Thr

Ile

Tyr

Asp

Tyr

365

Asp

Arg

Ala

Ser

Leu

110

Ala

Glu

His

Ser

Lys

190

Tyr

Lys

Asn
Leu
270
Gly
Asn
Lys
Leu
Arg
350
Asn
Ala
Asn
Leu
Gly

430

Lys

Asp

Tyr

Thr

Pro

175

Asp

Glu

Asn

Leu

Lys

255

Thr

Lys

His

Ile

Leu

335

Asn

Ala

Arg

Asn

Asn

415

Ile

Ala

Ile

Gly

Glu

160

Arg

Ala

Arg

Gly

Gly

240

Leu

Arg

Thr

Ser

Thr

320

Ser

Pro

Glu

Asn

Leu

400

Ala

Asn

Thr



10

435

Lys Asp Ala

450

Lys
465

Tyr Gly

Ala Lys Gly

Glu Lys Tyr

Ala Ala Ile

515
Asn Leu
530

Ser

Thr
545

Ser Leu

Glu Asn

Trp

Asn Ala Ala

Ala Leu

595

Ser

Ala Leu

610

Ile

Ile
625

Ser Tyr

Trp Ile Gly

<210>7

<211> 1959
<212> ADN
<213> Secuencia

<220>

Ile Asn Phe

Ala Ala

470

Lys

Lys Lys Ile

485
Arg Ala
500

Asp

Ala Ala Ala

Asn Arg Phe

Ala Asp Trp

550
Arg Pro
565

Leu

Thr
580

Ala Leu

Gly Ile Ile

Asp Glu Ser

Leu His

630

TIp

Gln
645

Ser Ser

artificial

ES 2

440

Thr Thr

455

Glu

Glu Gln Leu

Arg Asn Val

Ile Asn Lys

505

Glu
520

Leu Ser

Ser
535

Arg Gly

Ile Thr Glu

Phe Val Lys

Val Ala Leu

585
Gly Tyrxr
600

Gly

Leu Val Glu

615

Trp Ile Lys

Thr His Val

538840 T3

Phe Leu Lys

460
Ala

Arg Glu

475

Glu
490

Glu Ala

Lys Ile Asn

Val Lys Leu

Leu Gly Tyr

540
Phe Gly
555

Lys

Thr
570

Glu Thr

Val Phe Ser

Leu Leu Met

Lys Ala Asn

620
Gln

Arg Pro

635

Pro
650

<223> La secuencia de nucleétidos del antibiético PMC-SA2

<400>7
atgtctgacc
ggccatgaaa
ggtacececege
gttgatgatt
aaaaacacgc

cgecctetetg

ctgtacgtat
ttatggcegt
ctgcatggag
ccccaaceeqg
tcagegegea

cggcgattge

tacaaatccc
tgatatttat
tteetteggg
aagtgatatc
gcagaaagag

tgcaagggaa

ggtgcagaat
gtaaaccctc
aacaaaacca
gaaaaaaggqg
aatgagaata

aaagatgaaa

16

445

Ser Val Ser

Met Ala Gly

Thr
495

Leu Lys

Ala Lys

510

Asp

Ser Ile

525

Asp

Ala Gly Lys

Ala Val Arg

Ile Ile Ala

575
Ile Leu
590

Thr

Ala Thr

605

Val

Lys Phe Trp

Gly Gln Gly

Arg Thr

cgctggggta
cacgtgtcga
tctggggegg
acaaggaaat
agcegtactga

acacactgaa

Glu
Gln
480
Tyr
Arg
Ser

Phe

Thr
560

Gly
Gly
Gly
Gly

Leu
640

tgattcagat
tgtctttcat
aaacgaqtdq
cacagcgtac
agccggaaaa

aacactccgt

60
120
180
240
300

360



gccggaaacqg
ctgagagaat
gagagcegga
tcgttaatcg
gctgatatge
ctgga;aaaa
gggcagcaga
acggaatcge
cagaaaaaca
tcaacaaatc
acaaccagcg
ctggactata
ggtgacaaga
cttgatgcca
ctcagtgcea
gaaaaagaga
agaaaacagg
aaatcagttt
caggctaaag
cgggctgaca
gagtectgtga
tatgcaggaa
acagagaact
écggctcttg
‘tatggtttac
aataagttct
ctgtggatcg
<210> 8

<211> 652
<212> PRT

cagatgccge
acggattccg
tgctgtttge
aacaggctga
ttgctgaata
atggcggggc
cacggaatga
ttaacacggc
cgcctgacgg
cagtcatcga
aacgcaatat
aaatttataa
gaaataaaat
gaacaaatga
atatacgtaa
atgaactgaa
cagaaaaata
ggaagaaaat
ttaacaaaaa
agctgtcetga
aatttacaag
ggcgtectet
tggcactggt
tgatggctgt
ggggtatttc

gaaccagacc

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2538840 T3

tgatattaca
tactgaaatce
tgatgctgat
aaaacggcag
cgagcgcaga
agcecttgee
cagggccatt
ccgtaatgea
caaaacgata
tgtgageggt
taaccgtgca
tctgaatgac
tgctgaagtt
cacctectget
gcaaaagcat
ccagctttce
ggcaacgaaa
tggtgcaaaa
acgtaatgtt
aattaatgca
tatategtct
tecttgetgac
ttttgttaaa
cttcagtatt
caccggtgeg
ttattggctg

ggtqcatacg

cgacaggagt
gccggatatg
tctcttcgta
aaggatgcgc
aaaggtattc
gttcttgatg
tcagaggcce
ttaaccagag
gtttececetg
gatccgagat
aacctgaatt
cggaatceqgqg
gctgaatggg
gaatctgecgg
gcaaatgacg
ggcatcaatce
gacgcaatta
gctgageagt
gaagaggcat
aaagatcgtg
aatctgaaca
tggatcactg
acagaaacca
cttaccggaa
ctgattgatg
catfggatta

tcccagtet

17

tcagactcct
acgecctceg
tatctececeg
agaacgcaga
tggacacccg
cacaacaggc
ggaataaact
ctgaacaaca
aaaaattccc
ttgecggtac
atcttctgag
tggtgacaga
ataagttacg
taaatteggc
ctecttaatge
agaagatagc
atttcacaac
tagccagaga
taaaaacgta
cagcgattgce
gattcagteg
agtttggtaa
tecatagecagg
gcgctttagg
aatcgcttgt

aacagagacc

gcaggcagag
gctgcataca
ggaggccagg
caagaaggcc
gttgtcagag
cegtetgete
cagttcagtg
gctgacgcaa
ggggegttea
gataaaaatc
ccattccggt
ggatgtggaa
gcaaagattg
gagaaataac
cctgttgaag
ggaagagaaa
agagttcctg
gatggccggg
tgaaaagtac
cgcagecctt
gggactggga
ggctgtcegg
caatgccgea
cattatcggg
ggaaaaagcg

tggtcaggga

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200

1260

1320

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1959
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<223> La secuencia de nucleétidos del anticuerpo PMC-SA2

<400> 8

Ser
1
Asp
Pro
Gly
Thr
65
Ala
Asn
Thr
Phe
145
Ser

Glu

Gln

Gly
225
Gln
Ser
Ala

Ile

Ile
305

Asp
Ser
Arg
Asn
50

Arg
Thr
Gly
Thr
Arg
130
Arg
Arg
Ala
Asn
Lys
210
Ala
Gln
Ser
Glu
Val

290

Val

Pro
Asp
val
35

Lys
Ser
Leu
Lys
Leu
115
Gln
Thr
Met
Arg
Ala
195
Gly
Ala
Thr
val
Gln
275

Ser

val

val

Gly

20

Asp

Thr

Asp

Ser

Arg
100

Lys

Glu

Glu
Leu
Ser
180
Asp
Ile
Leu
Arg
Thr
260
Gln

Pro

Ser

Arg

His

val

Ile

Ile

Ala

85

Leu

Thr

Phe

Ile

Phe

165

Leu

Lys

Leu

Ala

Ile
Glu
Phe
Trp
Glu
70

Gln
Ser
Leu
Arg
Ala
150
Ala
Ile
Lys

Asp

Val

. 230

Asn
245
Glu
Leu

Glu

Gly

Asp
Ser
Thr
Lys

Asp
310

Thr
Ile
His
Gly
Lys
Gln
Ala
Arg
Leu
135
Gly
Asp
Glu
Ala
Thr
215
Leu
Arg
Leu
Gln
Phe

295

Pro

Asn
Met
Gly
40

Gly
Arg
Lys
Ala
Ala
120
Leu
Tyr
Ala
Gln
Ala
200
Arg
Asp
Ala
Asn
Gln
2 EI 0

Pro

Arg

Pro

Ala

25

Thr

Asn

Asp

Glu

Ile

105

Gly

Gln

Asp

Asp

Ala

185

Asp

Leu

Ala

Ile

Thr

265

Lys

Gly

Phe

Gly

val

Pro

Glu

Lys

Asn

90

Ala

Asn

Ala

Ala

Ser

170

Glu

Met

Ser

Gln

Ser

250

Ala

Asn

Arg

Ala

18

Ala

Asp

Pro

Trp

Glu

75

Glu

Ala

Ala

Glu

Leu

155

Leu

Lys

Glu
Gln
235

Glu

Arg

Ser

Gly
315

Glu

Ile

Ala

Val

60

Ile

Asn

Arg

Asp

Leu

140

Arg

Arg

Arg

Ala

Leu

220

Ala

Ala

Asn

Pro

Ser

300

Thr

Ser

Tyr

Trp

45

Asp

Thr

Lys

Glu

Ala

125

Arg

Leu

Ile

Gln

Glu

205

Glu

Arg

Arg

Ala

Asp

285

Thr

Ile

Leu
val
30

Ser

Asp

Ala

Lys
110
Ala
Glu
His
Ser
Lys
190
Tyr
Lys
Leu
Asn
Leu
270
Gly

Asn

Lys

Gly

Asn

Ser

Ser

Tyr

Thr

95

Asp

Asp

Thr
Pro
175
Asp

Glu

Asn

Lys
255
Thr
Lys

His

Ile

Tyr
Pro
Phe
Pro
Lys
80
Glu
Glu
Ile-
Gly
Glu
160
Arg
Ala
Arg
Gly
Gly
240
Leu
Arg
Thr

Ser

Thr
320



Thr

His

Val

vVal

Lys

385

Ser

Leu

Gln

Lys

Lys

465

Ala

Glu

Ser

Thr

545

Glu

Asn

Ser

Ala

Ile
625

Trp

Ser

Ser

vVal

Ala

370

Ile

Ala

Leu

Lys

Asp

450

Tyr

Lys

Lys

Ala

Asn

530

Ser

Asn

Ala

Ala

‘Leu

610

Ser

Ile

Ala
Gly
Thr
355
Glu
Thr
Arg
Lys
Ile
435
Ala
Gly
Gly
Tyr
Ile
515

Leu

Leu

Trp

‘Ala

Leu
595
Ile

Tyr

Gly

val
Leu
340

Glu

Trp

Ser

Thr

Glu

420

Ala

Ile

Ala

Lys

Arg

Ile
325

Asp

Asp

Asp

Asn
405
Lys
Glu
Asn
Lys
Lys
485

Ala

500

Ala

Asn

Ala

Arg

Thr

580

Gly

Asp

Trp

Thr

Ala

Arg

Asp

Pro

565

Ala

Ile

Glu

Leu

Arg
645

Asp

Tyr

Vval

Lys

Glu

390

Glu

Glu

Glu

Phe

Ala

470

Ile

Asp

Ala

Phe

550

Leu

Leu

Ile

Ser

His

630

Pro

Asn

Lys

Glu

Leu

375

Ser

Gln

Asn

Lys

Thr

455

Glu

Arg

Ile

Ser

535

Ile

Phe

val

Gly

Leu
615

Trp

Val

ES 2538840 T3

Arg

Arg

Gly

360

Arg

Ala

Lys

Ile

Arg

440

Thr

Gln

Asn

Asn

Glu

520

Arg

Thr

val

Ala

Tyxr

600

val

Ile

His

Ala

Asn

345

Asp

Gln

val

His

Arg

425

Lys

Glu

Leu

Val

Lys

505

Ser

Gly

Glu

Lys

Leu

585

Gly

Glu

Lys

Thr

Asn
330
Ile
Lys
Arg
Asn
Ala
410
Asn
Gln
Phe
Ala
Glu
490
Lys
val
Leu
Fhe
Thr
570
Val
Leu
Lys

Gln

Ser

19

Leu

Ser

395

Asn

Gln

Asp

Leu

Arg

475

Glu

Ile

Lys

Gly

Gly

555

Glu

Phe

Leu

Ala

Arg

635

Gln
650

Asn

Asn

Ile

Leu

380

Ala

Asp

Leu

Glu

Lys

460

Glu

Ala

Asn

Leu

Tyr

540

Lys

Thr

Ser

Met

Asn
620

Pro’

Ser

Tyr

Asp

Tyr

365

Asp

Arg

Ala

Ser

Leu

445

Ser

Met

Leu

Ala

Ser

525

Ala

Ala

Ile

Ile

Ala

605

Lys

Gly

Leu

Arg

350

Asn

Ala

Asn

Leu

Gly

430

Lys

Val

Ala

Lys

Lys

510

Asp

Gly

val

Ile

Leu

590

Val

Phe

Gln

Leu
335
Asn
Ala
Arg
Asn
Asn
415
Ile
Ala
Ser
Gly
Thr
495
Asp
Ile
Lys
Arg
Ala

575

Thr

Trp

Gly

Ser

Pro

Glu

Asn

Leu

400

Ala

Asn

Thr

Glu

Gln

480

Tyr

Arg

Ser

FPhe

Thr

560

Gly

Gly

Gly

Gly -

Leu
640
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<210>9

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA1, 5’-3’

<400>9
gcgaataagt tctggggtat ttecttattgg ctgecattgga ttaaacagta aataaaatat

aagacaggc

<210>10

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutaciéon pBHC-PorA1, 3’-5’

<400> 10

gcctgtetta tattttattt actgtttaat ccaatgcage caataagaaa taccccagaa

cttattecge

<210> 11

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA1, 5’-3’

<400> 11
tggetgecatt ggattaaaca gagacctggt cagggactgt ggatcggata aataaaatat

aagacaggc

<210> 12

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA1, 3'-5°

<400> 12

gcctgtectta tattttattt atcecgatcca cagtccectga ccaggtcetct gtttaatcca
atgcageca

<210>13

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

20

60
69

60

69

60
69

60

69
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<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA1, 3'-5°
<400> 13
ggtcagggac tgtggatcgg atctcagtcc acgcatgtge cgagaaccta aataaaatat
aagacaggc
<210> 14
<211>69
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutaciéon pBHC-PorA1, 3’-5’

<400> 14
gcctgtctta tattttattt aggttctcgg cacatgegtg gactgagatc cgatccacag

tcectgace

<210> 15

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA2, 5'-3’

<400> 15
gcgaataagt tetggggtat ttettattgg ctgecattgga ttaaacagta aataaaatat

aagacaggc

<210> 16

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA2, 3'-5°

<400> 16
gectgtetta tattttattt actgtttaat ccaatgcagc caataagaaa taccccagaa

cttattege

<210> 17

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA2, 5'-3’

<400> 17
tggctgcatt ggattaaaca gagacctggt cagggactgt ggatcggata aataaaatat

aagacaggc

21

60
69

60

69

60

69

60
69

60
69
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<210> 18

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA2, 3'-5°

<400> 18

gecectgtetta tattttattt atccgatcca cagtcectga ccaggtctet gtttaatcca

atgcagcca

<210> 19

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutacién pBHC-PorA2, 5'-3’

<400> 19
ggtcagggac tgtggatcgg aaccagaccg gtgcatacgt cccagtctta aataaaatat

aagacaggc

<210> 20

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia artificial de la construccion del plasmido de mutaciéon pBHC-PorA2, 3’-5’

<400> 20
gectgtetta tattttattt aagactggga cgtatgcace ggtcectggttc cgatccacag
tceetgace

<210> 21

<211> 225

<212> PRT

<213> Mus musculus

<300>

<308> N.° de registro de PUBMED 2MPA_H

<309> 09-06-1999

<400> 21

22

60

69

60

69

60

€9



Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Ser

Gln

Vval

Thr

145

Thr

val

Ser

Ala

Ile
225

val

val

Leu

Gly

Asp

Glu

Ile

Gly

Tyr

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser
210

Asn

Arg

His

35

Ile

Lys

Leu

Ile

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr

195

Ser

Leu

Met
20

Trp
Tyr
Ala
Ser
Tyr

100

Thr

Cys

Ser

Ser
180

Trp

Thr

Gln

Ser

Ile

Pro

Lys

Ser

85

FPhe

Val

Ala

Gly

165

Asp

Pro

Lys

Gln

Cys

Lys

Gly

‘Leu

70

Leu

Asp

Thr

Pro

Vval

150

Ser

Leu

Ser

vVal

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Tyr

Val

Val

135

Lys

Leun

Tyr

Gln

Asp
215
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Gly
Ala
Arg
40

Arg
Ala
Asn
Ala
Ser
120
Cys
Gly
Ser
Thr
Ser

200

Lys

Thr Val

10

Ser Gly

25

Pro

Gly

Asp Thr

Val

Glu

Asp

105

Ser

Gly

Tyr

Thr

Asp

90

Phe

Ala

Asp

Phe

Ser Gly

Leu
185

Ile

Lys

170

Ser

Thr

Ile

23

Leu

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Ser

Ile

Lys

Thr

Pro

155

val

Ser

Cys

Glu

Ala

Ser

Gly

Tyr

60

Ala

Ala

Met

Thr

The

140

Glu

Ser

Asn

Pro
220

Arg

Phe

Leu

45

Thr

Asn

val

Asp

Thr

125

Gly

Pro

Thr

Val

Vval

205

Arg

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Tyr

110

Ala

Ser

val

Phe

Thr

130

Ala

Gly

Gly

Ser

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Trp

Pro

Ser

Thr

Pro

175

vVal

His

Pro

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Val

Leu

160

Ala

Thr

Pro

Thx
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<210>
<211>

<212> PRT

22
219

<213> Mus musculus-

<300>
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<308> N.° de registro de PUBMED 2MPA_L
<309> 09-06-1999

<400>

22

Asp Ile Val Met Thr

1

Asp

Asn

Pro

Asp

Ser

Thr

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Pro

Lys

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
210

Ala

Asn

35

Leu

Phe

val

val

Asp

115

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn
195

val

Ser Ile
20

Thr Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Ala
85

Pro Arg
100

Ala Ala

Ser Gly

Asp Ile

Val Leu
165

Met Ser
180

Ser Tyr

Lys Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe Asn Arg Asn Glu Cys

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

215

Pro

Arg

Irp

40

vVal

Ser

Leu

Gly

val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu
200

Leu Ser
10

Ser Ser
25

Tyr Leu

Ser Asn

Gly Thr

Gly val
90

Gly Gly
105

Ser Ile

val val

Trp Lys

Thr Asp
170

Thr Leu
185

Ala Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
Phe
Thr
Phe
crs
Ile
155

Gln

Thr

His

24

Pro

Ala

Lys

Phe

60

Phe

Phe

Lys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Lyé

Val
Leu
Pro
45

Ser

Thr

Cys

Pro
125
Leu
Gly
Ser

Asp

Thr
205

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

Leu

15

His

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

‘Thr

Gly

Ser

Ser

Fro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Fhe

Arg

160

Ser

Glu

Ser
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REIVINDICACIONES

Antibiético que comprende un mimético de anticuerpo y una colicina, o que comprende un mimético de
anticuerpo y un dominio formador de canal de una colicina, estando el mimético de anticuerpo unido
covalentemente al extremo carboxilo del polipéptido de la colicina o el dominio formador de canal de la
colicina, en el que la colicina se selecciona del grupo que consiste en colicina E1, la, Ib, A, B, N; en el que
dicho mimético de anticuerpo se produce fusionando dos regiones determinantes de complementariedad
(CDR), VWCDRs y V.CDR3; a través de una region de entramado relacionada VWFR; de una
inmunoglobulina; en el que el mimético de anticuerpo reconoce especificamente porinas bacterianas.

Antibiotico segun la reivindicacion 1, en el que la bacteria es Neisseria meningitides, la porina es PorA en la
membrana externa de células de Neisseria meningitidis.

Antibidtico segun la reivindicacion 2, en el que la inmunoglobulina consiste en un polipéptido de SEQ ID
NO: 21 y un polipéptido de SEQ ID NO: 22 unidos covalentemente.

Antibidtico segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 o la reivindicacion 3, en el que la colicina es la.

Molécula peptidica que comprende un mimético de anticuerpo y una colicina, 0 que comprende un mimético
de anticuerpo y un dominio formador de canal de una colicina, estando el mimético de anticuerpo unido
covalentemente al extremo carboxilo del polipéptido de la colicina o el dominio formador de canal de la
colicina, en el que la colicina se selecciona del grupo que consiste en colicina E1, la, Ib, A, B, N; en el que
dicho mimético de anticuerpo se produce fusionando dos regiones determinantes de complementariedad
(CDR), VHCDR:{ y V.CDR; a ftravés de una region de entramado relacionada (VuFR2) de una
inmunoglobulina; en el que la inmunoglobulina reconoce especificamente porinas bacterianas.

Una de las moléculas peptidicas de fusion segun la reivindicacion 5, exponiéndose su secuencia de
aminoacidos en SEQ ID NO. 6.

Molécula de acido nucleico que codifica para una molécula peptidica de fusidon segun la reivindicaciéon 5 o la
reivindicacion 6.

Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 7, exponiéndose su secuencia de nucledtidos en SEQ ID
NO. 5.

Plasmido recombinante que contiene una molécula de acido nucleico segun las reivindicaciones 7 u 8.

Método de preparacién de uno cualquiera de los antibidticos reivindicados en las reivindicaciones 1-4,
transfectdndose uno de los plasmidos recombinantes segun la reivindicacion 9 en un sistema de expresion,
y separandose Yy purificandose el antibiético del polipéptido expresado.

Antibidtico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para uso en la preparacién de un medicamento
antibacteriano.

Antibiotico para su uso segun la reivindicacion 11, en el que el medicamento antibacteriano se usa para
destruir Neisseria meningitidis, Enterococcus faecalis resistente a vancomicina, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina o Pseudomonas aeruginosa resistente a multiples farmacos.
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Fig.1
Gen insertado que codifica para el péptido:
SYWLHWIKQRPGQGLWIGSQST
Genes de proteina HVPRT
inmunoglobulina
Fig.2

Gen insertado que codifica para el peptido:
SYWLHWIKQRPGQGLWIGTRPV
HTSQS

Genes de proteina
inmunoglobulina
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Fig.3
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Fig.5

Fig.6
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