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DESCRIPCION
Bacteriocinas modificadas y métodos para su uso
Campo de la divulgacion

Esta divulgacion se refiere a formas modificadas de bacteriocinas de origen natural de elevado peso molecular
(epm), tales como las piocinas de tipo R de Pseudomonas aeruginosa. Las bacteriocinas se modifican en los
extremos de sus fibras caudales en una region responsable de la especificidad y afinidad de unién a sus ligandos o
receptores afines, tales como aquellos de las superficies de las bacterias. También se describen métodos para el
uso de las bacteriocinas modificadas, tal y como para que se unan a receptores, incluyendo factores de virulencia o
aptitud, sobre las superficies de bacterias.

Antecedentes de la divulgacion

Actualmente la atencion global se centra mas en amenazas de patdgenos virales que en enfermedades bacterianas.
Sin embargo, las bacterias resistentes a antibidticos omnipresentes continlian causando estragos en el cuidado de
pacientes y en el sostenimiento del gasto en hospitales y otras instalaciones de cuidados médicos. Al mismo tiempo,
hay una disminucién en el desarrollo de antibiéticos en favor de farmacos para enfermedades crénicas y mejoras en
el estilo de vida. En los ultimos veinte afios solo se han introducido en el mercado de los Estados Unidos dos nuevas
clases de antibioticos (oxazolidinonas y lipopéptidos) (Wenzel, 2004).

Solo en los Estados Unidos, hay mas de 2 millones de casos de infecciones bacterianas hospitalarias cada afio. De
estas, mueren aproximadamente 90.000 personas. La estadistica mas alarmante es que mas del 70% de estos
agentes bacterianos son resistentes a al menos un farmaco antibacteriano (Bad Bugs, No Drugs, 2004). Esta cifra
continda aumentando a una velocidad alarmante. El coste anual para la economia de los Estados Unidos de estas
infecciones nosocomiales resistentes a antibidticos supera los 5 mil millones de ddlares. La realidad de esta
situacion global amenazante forzara a una nueva estrategia para el desarrollo y uso de agentes antibacterianos
(Talbot et al., 2006). En los casos donde se ha producido un uso extensivo (y un abuso) de los antibiéticos en
medicina humana y animal, también se ha producido la aparicion de patégenos bacterianos resistentes a los
antibioticos hasta el punto de que muchos antibidticos que antes fueron "farmacos milagrosos" actualmente son
clinicamente ineficaces (Microbial Threats to Health, 2003).

A modo de ejemplo, Pseudomonas aeruginosa es un patégeno ubicuo para plantas y animales que esta mostrando
una rapidamente creciente incidencia de resistencia a multiples farmacos antibiéticos (Microbial Threats to Health,
2003; Bad Bugs, No Drugs, 2004). P. aeruginosa es un bacilo bastén aerobio, mévil, gram-negativo. P. aeruginosa
normalmente habita el suelo, el agua y la vegetacién. Aunque rara vez causa enfermedad en personas sanas, es un
patégeno oportunista que provoca aproximadamente el 10% de todas las infecciones nosocomiales (National
Nosocomial Infection Survey report- Resumen de datos entre octubre de 1986-abril de 1996). P. aeruginosa es el
patégeno mas comun que afecta a pacientes con fibrosis quistica (FQ) con un 61% de cultivo de especimenes
positivos (Govan, J. R. W. y V. Deretic, 1996, Microbiol. Reviews, 60(3):530-574) asi como uno de los dos patégenos
mas comunes observados en las unidades de cuidados intensivos (Jarvis, W. R. et al., 1992, J. Antimicrob.
Chemother., 29(a supp.):19-24).

La mortalidad a causa de algunas infecciones por P. aeruginosa puede llegar a alcanzar el 50%. Actualmente, la
infeccion por P. aeruginosa puede aun controlarse de manera eficaz con antibiéticos, particularmente usando una
combinacién de farmacos. Sin embargo, ha mostrado resistencia a varios de los antibiéticos comunes y es
particularmente problematica en las unidades de cuidados intensivos (Archibald, L. et al., 1997, Clin. Infectious Dis.,
24(2):211-215; Fish, D. N, et al., 1995, Pharmacotherapy, 15(3):279-291). Ademas, P. aeruginosa ya ha demostrado
mecanismos para adquirir plasmidos que contienen genes de resistencia multiple a antibidticos (Jakoby, G. A.
(1986), The bacteria, Vol. X, The biology of Pseudomonas, pp. 265-294, J. R. Sokach (ed.) Academic Press, London)
y actualmente no hay vacunas aprobadas para la infeccién por Pseudomonas.

Al igual que otras muchas especies bacterianas, la variabilidad de cepas de P. aeruginosa es bastante significativa.
Se ha demostrado que la variabilidad sucede mediante una serie de mecanismos diferentes, estos incluyen, pero sin
limitacion, la integracion de profagos en un genoma bacteriano (Zierdt, C. H. y P. J. Schmidt, 1964, J. Bacteriol.
87:1003-1010), la adicidon del gen de citotoxina de bacteriéfagos (Hayashi, T., et al., 1994, FEMS Microbiol. Lett.
122:239-244) y a través de transposones (Sinclair, M. I. and B. W. Holloway, 1982, J. Bacteriol. 151:569-579).
Mediante este tipo de diversidad, se han incorporado nuevos mecanismos patogénicos en P. aeruginosa. Estas y
otras transiciones, tales como la conversion al fenotipo mucoide, observado cominmente en FQ, ilustran claramente
la necesidad de una vigilancia continua.

Estas preocupaciones apuntan a la necesidad de herramientas diagnosticas y agentes terapéuticos dirigidos a una
identificacion adecuada de cepas resistentes a farmacos y a la erradicacion de la virulencia.

Muchas bacterias producen bacteriocinas, que son sustancias bactericidas, durante el crecimiento. Las bacteriocinas
estan compuestas de polipéptidos y varian en cuanto a su peso molecular. Aunque se han usado bacteriocinas
debido a sus propiedades antibacterianas, algunas tienen un espectro bactericida mas limitado que muchos
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antibioticos usados clinicamente. Por ejemplo, se ha descrito que las bacteriocinas reconocen y por lo tanto actian
solamente en, miembros de una especie igual o estrechamente relacionada uniéndose a receptores en organismos
sensibles, o susceptibles.

A modo de clasificacion amplia, las bacteriocinas se han dividido en tres tipos. Las primeras son moléculas
pequefias que son estables térmicamente. Los ejemplos de este primer tipo incluyen colicina V (siendo las colicinas
especificas para bacterias coliformes). El segundo tipo, las piocinas de tipo S producidas por P. aeruginosa, son
moléculas proteicas de mayor peso molecular. El tercer tipo incluye bacterocinas que se asemejan genéticamente y
morfolégicamente a las porciones de cola de los bacteriofagos. Los ejemplos de este ultimo tipo incluyen las
piocinas de tipo F y de tipo R de P. aeruginosa asi como enterocoliticina de Yersinia. Se ha descrito que estas
piocinas se derivan de un bacteriéfago ancestral y tienen similitudes con la familia del fago lambda y con la familia
del fago P2, respectivamente.

Las piocinas de tipo R son similares a las porciones de cola no flexibles y contractiles de bacteriéfagos de la familia
myoviridae y estan codificadas en un solo conjunto de genes en el genoma de Pseudomonas (Shinomiya et al.,
1983). Véase la Figura 1. Después de unirse especificamente a una bacteria diana, estas piocinas forman un poro
en la célula bacteriana, comprometiendo la integridad de su membrana citoplasmatica y provocando la
despolarizacion de la membrana. Las piocinas de tipo F también son similares a una cola de bacteriéfago pero
tienen una estructura de tipo varilla flexible y no contractil. Las piocinas se producen en la mayoria de cepas de P.
aeruginosa y algunas cepas sintetizan mas de una piocina.

Las piocinas de tipo R son bacteriocinas complejas de elevado peso molecular producidas por algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa y tienen actividad bactericida contra otras cepas determinadas de P. aeruginosa (para
una revision véase Michel-Briand y Baysse, 2002). Hasta la fecha se han identificado cinco piocinas de tipo R y
basandose en su espectro diana (véase mas adelante), se denominan de R1 a R5. La cepa PAO1 produce piocina
R2, que esta codificada por un conjunto de genes que consiste en 16 fases abiertas de lectura (ORF), 12 de las
cuales muestran una similitud de secuencia significativa con las ORF de los bacteriéfagos P2, PS17, ®CTX y otros
fagos similares a P2 (Nakayama et al., 2000). La produccién de piocina se induce por dafio en el ADN (Matsui et al.,
1993) y esta regulada por RecA, que degrada PrtR, el represor de PrtN, un regulador positivo de la transcripcion del
conjunto. La induccién de los genes de piocinas da como resultado la sintesis de aproximadamente 200 particulas
de piocina por célula bacteriana seguida de la lisis de la célula mediante mecanismos similares a aquellos de la lisis
por bacteriéfagos. Las piocinas eliminan rapida y especificamente células diana uniéndose en primer lugar al
lipopolisacarido (LPS) a través de sus fibras caudales, seguido de la contraccion de la vaina y la penetracion al
nucleo a través de la membrana externa bacteriana, la pared celular y la membrana citoplasmica. Esta penetracion
compromete la integridad de la membrana citoplasmica y el potencial de despolarizacién de la membrana (Uratani y
Hoshino, 1984). En muchos aspectos, las piocinas pueden verse como profagos defectuosos adaptados por el
hospedador para producir particulas antibacterianas no infecciosas, resistentes a proteasas y acidos que consisten
Unicamente en el aparato de cola adaptado, es decir, sin capsidas o ADN. La replicacion de los genes de piocina
requiere de la replicacion del genoma bacteriano en el que estan incluidos.

Las cinco especificidades de receptor de la piocina estan relacionadas linealmente entre si con dos ramas. (Ito et al,
1970; Meadow y Wells, 1978; Kageyama, 1975). La piocina R5 tiene el espectro mas amplio e incluye las
especificidades de las otras cuatro. Los receptores para los otros cuatro tipos R forman dos ramas o familias de
especificidades, que divergen de R5. Una rama incluye los receptores para R3, R4 y R2, en ese orden, donde la
especificidad de receptor para la piocina R3 es la mas distal de la superficie celular. La segunda rama contiene al
receptor de R1, que parece tener una especificidad no relacionada determinante con aquellas para R2, R3 y R4. Las
dos ramas parecen estar unidas al receptor para R5 ya que todas las cepas de P. aeruginosa que son sensibles a
cualquier piocina R1-R4 son también sensibles a R5, mientras que algunas cepas son sensibles Unicamente a
piocina RS5. Algunas cepas de P. aeruginosa son resistentes a las 5 piocinas de tipo R de origen natural.

Las piocinas de P. aeruginosa eliminan de manera especifica cepas, principalmente de P. aeruginosa, pero también
se ha demostrado que eliminan algunas cepas de especies de Hemophilius, Neisseria y Campylobacter (Filiatrault et
al., 2001; Morse et al, 1976; Morse et al, 1980; Blackwell et al., 1981, 1982).

La especificidad de las piocinas de tipo R se confiere por la fibra caudal codificada por prf15. PRF15 esta muy
estrechamente relacionado con las fibras caudales de fagos de la familia Myoviridae, particularmente fagos similares
a P2 (Nakayama et al., 2000). Estas fibras caudales son homotrimeros dispuestos simétricamente sobre una
estructura de placa base con seis copias por particula, tal como se muestra en la Figura 1. La region N-terminal de la
fibra caudal se une a la placa base y la parte C-terminal, probablemente cerca del extremo, se une al receptor
bacteriano y de este modo confiere especificidad de eliminacion. Una chaperona afin, codificada por prf16 (en el
caso de piocinas de tipo R) se localiza inmediatamente cadena abajo de prf15 y es necesaria para el plegamiento
adecuado de la fibra caudal y/o el ensamblaje de las fibras caudales a la estructura de la piocina. Las particulas de
piocinas de tipo R se han descrito como similares inmunoquimicamente y genéticamente a las colas de
determinados bacteriéfagos de P. aeruginosa (Kageyama 1975, Kageyama et al. 1979, Shinomiya et al. 1989 y
Shinomiya et al. 1983b). Se ha propuesto que las piocinas de tipo R y los bacteriéfagos de Pseudomonas, tales
como PS-17 y ®CTX, estan relacionados a través de un bacteriéfago lisogénico ancestral comun a partir del cual se
perdieron los genes que codifican las proteinas de cabeza y las funciones de replicacion y los genes residuales del
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fago se adaptaron para su funcién como componentes de las piocinas de tipo R defensivas (Shinomiya et al. 1989).

Se han descrito bacteriocinas de tipo R similares de elevado peso molecular en otras bacterias, incluyendo Yersinia
enterocolitica (Strauch et al., 2001), Listeria monocytogenes (Zink et al, 1995), Staphylococcus aureus (Birmingham
y Pattee, 1981) y Erwinia amylovora (Jabrane et al., 2002). La clasificacidon y nomenclatura de las bacteriocinas ha
sufrido cambios a lo largo del tiempo, particularmente debido al aumento de pruebas de su origen, quimica y
actividades. Tipicamente, la denominacién de las bacteriocinas se basa en la especie productora. Por ejemplo, E.
coli produce bacteriocinas denominadas colicinas; Pseudomonas aeruginosa produce piocinas; Listeria
monocytogenes produce monocinas; Yersinia enterociliticus produce enterocoliticinas; y asi sucesivamente.
Histéricamente, la clasificacion comenzé con la identificaciéon de aproximadamente 20 colicinas que se clasificaron
como A-V. En la mayoria de los casos, cada bacteriocina parece ser especifica en su accion para especies de
organismos iguales o taxondmicamente relacionadas. Las cepas productoras de piocina son tipicamente resistentes
a su propia piocina. Se describe un ensayo general para la concentracion de bacteriocina en la Patente de Estados
Unidos 4.142.939.

La cita de los anteriores documentos no pretende ser una admisién de que cualquiera de los anteriores sea técnica
anterior pertinente. Todas las afirmaciones en cuanto a la fecha o representacién en cuanto a los contenidos de
estos documentos estan basadas en la informacion disponible al solicitante y no constituye ninguna admision
relacionada con la correccion de las fechas o contenidos de estos documentos.

Sumario de la divulgacion

La presente divulgacion se refiere a formas disefiadas por ingenieria genética de la clase de bacteriocinas que se
asemejan pero que son distintas de las colas de bacteriéfagos. Estas bacteriocinas incluyen piocinas de tipo R.

La presente invencion proporciona una proteina bacteriocina de fibra caudal de elevado peso molecular (epm) que
comprende una region de anclaje a placa base (BPAR) y un dominio de unién a receptor heterélogo (RBD), en la
que RBD procede de una fibra caudal de un bacteriéfago o protofago o de una fibra caudal de otra bacteriocina que
muestre caracteristicas de union diferentes de aquellas de la bacteriocina del BPAR y en la que BPAR comprende
los aminoacidos 1-164 6 1-240 de una piocina de tipo R.

Las bacteriocinas de EPM naturales son tipicamente termolabiles, resistentes a tripsina y pueden inducirse mediante
agentes que activan el sistema SOS. Por ejemplo, también se han identificado en muchas enterobacterias, especies
de Pseudomonas, Rhizobium lupin, especies de Bacillus, especies de Yersinia y especies de Flavobacterium.

Una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética estd compuesta de muiltiples copias de una serie de
diferentes subunidades de polipéptido y posee una o mas fibras caudales compuesta de proteinas de fibra caudal.
Cada fibra caudal contiene un dominio de unién a receptor (RBD) que se une a, o interactda con, un receptor para
formar un par de union. El RBD es la porcidon de una fibra caudal que comprende la propiedad de unién a bacteria
que la convierte en el primer miembro del par de unién. Un RBD tal como se divulga en el presente documento
comprende la modificacion de una proteina en la fibra caudal para formar una fibra caudal modificada. La fibra
caudal modificada con las otras subunidades polipeptidicas forma una bacteriocina de epm disefiada (o modificada)
por ingenieria genética. El receptor al que se une el RBD es el segundo miembro del par de unién y puede ser el
mismo que, o diferente al, receptor para una bacteriocina sin la fibra caudal modificada. En algunas realizaciones de
la divulgacion, el segundo miembro de un par de unidn es un factor de virulencia o aptitud de una bacteria patégena.
En otras realizaciones, el segundo miembro es un componente de la capa mas externa (o capas) de una célula
bacteriana, tal como una membrana celular o en el caso de bacterias gram-positivas, un componente de la pared
celular.

En comparaciéon con una bacteriocina de epm que carece de la fibra caudal modificada, una bacteriocina de epm
disefiada por ingenieria genética puede diferir en el nimero, forma y fuerza de union de sus interacciones con un
receptor. Por lo tanto, una bacteriocina de epm puede tener propiedades de union diferentes o adicionales (por
ejemplo, especificidades, afinidades o avidez de unién) en comparacion con una bacteriocina sin la modificacion.
Una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética no es una molécula de origen natural pero puede ser una
version modificada de una molécula de origen natural. Como alternativa, una bacteriocina de epm disefiada por
ingenieria genética puede ser una version modificada de otra bacteriocina de origen no natural. En la mayoria de
realizaciones, una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética sigue siendo un agente letal para células
bacterianas que expresan un receptor al que se une la bacteriocina.

En algunas realizaciones, la fibra caudal comprende una secuencia heterdloga, o no-bacteriocina, en uno o mas de
los mondémeros de la proteina de cola que conforman una sola fibra caudal trimérica. Y mientras que las fibras
caudales en una bacteriocina nativa, o de origen natural pueden ser homotriméricas para formar un RBD, la fibra
caudal de una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética es bien heterotrimérica, donde uno o dos de los
mondémeros de proteina es o son diferentes de los demas, u homotriméricas, donde los tres mondmeros de
proteinas son igualmente no nativos (de origen no natural). La presencia de secuencia heteréloga (o no nativa) en
uno o mas monémeros de proteina permite que el trimero forme una fibra caudal con un RBD modificado.

Por lo tanto, la secuencia heterdloga es una parte del monémero (o los monémeros) de tal forma que al menos el
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RBD de la fibra caudal esta alterado en un trimero ensamblado. El RBD alterado cambia las caracteristicas y
propiedades de union de la fibra caudal y por tanto de la actividad de unién de una bacteriocina de epm que contiene
la fibra caudal. EI RBD heterdélogo se deriva de otra bacteriocina o de otra proteina de cola procedente de un
bacteriéfago o profago. En muchos casos, el RBD heterélogo es un polipéptido que incluye al menos parte de la
porciéon C-terminal de una proteina de fibra caudal de una bacteriocina, de una proteina de fibra caudal de
bacteridfago, o de una supuesta proteina de fibra caudal, cuya secuencia se ha derivado de un bacteriéfago
lisogénico viable o incluso defectuoso que se encuentra en el genoma de una bacteria. El RBD heterélogo se fusiona
a un polipéptido que contiene una region de unién a placa base (BPAR) de una proteina de fibra caudal de
bacteriocina. El polipéptido que contiene BPAR puede contener la totalidad o parte de la porcién N-terminal de una
fibra caudal de bacteriocina de epm, donde la porcién N-terminal puede consistir en cualquier parte de la fibra caudal
a excepcion del extremo C-terminal en si.

En otras realizaciones, el RBD heterdlogo se deriva del determinante principal de tripsina (Mtd) de bacteriéfago de
Bordetella. Los ejemplos no limitantes incluyen un RBD heterdlogo que comprende un Mtd modificado o
diversificado, opcionalmente con la totalidad o parte del RBD de una fibra caudal de un bacteriéfago. En algunas
realizaciones, la fibra caudal de bacteri6fago es la bacteriéfago similar a miovirus de Vibrio harveyi myovirus (VHML)
o sus derivados diversificados o aquellos de otro profago o bacteri6fago que comprende una estructura de
retroelemento generador de diversidad (DGR).

También se describe una porcién de una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética donde la porcién
mantiene la actividad de la bacteriocina para unirse a un receptor sobre la superficie celular bacteriana y después
promover la penetracion de la membrana celular. Por lo tanto, la porcién puede ser cualquiera que mantenga las
actividades de union (reconocimiento) y penetracion de membrana de una bacteriocina de epm disefiada por
ingenieria genética. En algunas realizaciones, la porcion comprende uno o mas polipéptidos de bacteriocina que
estan truncados.

La divulgacion incluye fibras caudales modificadas que pueden ser parte de una bacteriocina de epm de la
divulgacion. La fibra caudal trimérica puede comprender una o mas proteinas de fibra caudal con un RBD modificado
o un RBD heterologo.

La divulgacion también incluye secuencias de acido nucleico que codifican una proteina de fibra caudal modificada,
asi como vectores y/o células (hospedadoras) que contienen las secuencias codificantes. Los vectores y/o células
hospedadoras pueden usarse para expresar las secuencias codificantes para producir proteinas de fibras caudales
modificadas que forman fibras caudales y se incorporan a una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética
de la divulgacion. También puede introducirse una secuencia que codifica una proteina de fibra caudal modificada
en una célula bacteriana que produce, o es capaz de producir una bacteriocina de epm en presencia de la proteina
de fibra caudal modificada. La expresion de la proteina de fibra caudal modificada da como resultado la produccién
de una bacteriocina de epm modificada por parte de la célula. Si se inactivan y eliminan secuencias naturales de
proteina de fibra caudal de bacteriocinas, solo se produciran bacteriocinas de epm modificadas. Si se mantienen
secuencias de proteina de fibra caudal naturales de bacteriocina, se produciran bacteriocinas epm modificadas junto
con las fibras caudales naturales de bacteriocinas y las piocinas generadas pueden ser mezclas tanto de piocinas
modificadas como de piocinas naturales. Ademas, las piocinas generadas a partir de dichas bacterias hospedadoras
productoras pueden contener piocinas bivalentes (multivalentes), esto es, contienen particulas de piocina
individuales con una mezcla de dos tipos de fibra caudal, cada una con sus propiedades de unién especificas.
Dichas piocinas multivalentes tienen multiples, es decir, dos o mas, especificidades de unién y eliminacion en la
misma particula o molécula de piocina. Las bacterias transfectadas pueden propagarse para producir bacteriocinas
epm que previenen o inhiben el crecimiento de otras bacterias que expresan un receptor unido por la bacteriocina de
epm modificada o por una de las bacteriocinas epm de la mezcla de bacteriocinas naturales mas epm modificadas.

En algunas realizaciones, el receptor es un factor de virulencia o aptitud de una cepa bacteriana virulenta o
patégena de tal forma que la exposicion a la bacteriocina de epm modificada previene o inhibe el crecimiento de la
cepa virulenta o patégena. Los ejemplos no limitantes de factores de virulencia usados como diana por una
bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética incluyen aquellos codificados por las secuencias divulgadas
en la Patente de Estados Unidos 6.355.411 y la solicitud publicada de patente WO 99/27129 (Ausubel et al.).

La exposicion es opcionalmente a través de contacto, o cultivo conjunto, con bacterias transfectadas que expresan
la bacteriocina de epm. La divulgacion incluye permitir la propagacion de las bacterias transfectadas in vivo, sobre o
en un sujeto animal o vegetal. La aplicacion in vivo de la bacteria transfectada proporciona un estado de proteccion
contra bacterias que expresan un receptor de superficie usado como diana por la bacteriocina de epm disefiada por
ingenieria genética. El estado de proteccion es analogo a un estado de inmunidad, donde las bacterias transfectadas
aumentan o complementan esencialmente el sistema inmunitario u otro sistema defensivo del animal o de la planta.

En otras realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica un RBD de una proteina de fibra caudal
monomérica es parte de un sistema genético que permite la identificacion, aislamiento fisico y/o seleccion de la
secuencia codificante. Como ejemplos no limitantes, el sistema codificante puede comprender la secuencia
codificante en un fago, fago lisogénico, particula transductora, césmido o genoma de fago que permita su
identificacion, aislamiento y/o seleccion. En algunas realizaciones, la secuencia se fusiona con una porcién de un
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gen de fibra y se expresa para producir un trimero de fibra caudal que provocara la unién de la bacteriocina de epm
modificada a la superficie de de un organismo hospedador que porta el fago lisogénico a partir del cual se identifico
o aislo la secuencia codificante de RBD vy la eliminaciéon de dicho organismo. La deteccion de un fenotipo en el
trimero de fibra caudal modificado permite que se seleccione y/o examine, identifique y aisle la secuencia. En
algunas realizaciones, el fenotipo puede ser una propiedad de union a receptor deseada y posiblemente rara.

La divulgacion incluye una biblioteca de fagos, particulas transductoras, cosmidos o genomas de fagos que
contienen una diversidad de secuencias de ADN y/o ARN, cada una codificando una proteina de fibra caudal
modificada. Este acoplamiento de fenotipo de unién del RBD permite la expresiéon de una diversidad de RBD
modificados de tal forma que las secuencias que los codifican estén representadas en la biblioteca. En algunos
ejemplos, los miembros de una biblioteca contienen cada uno una secuencia que codifica una proteina de fibra
caudal modificada de tal forma que se expresan y estan disponibles fibras caudales homotriméricas para su
exploracién o seleccion para determinar el fenotipo de unién respectivo de un miembro de la biblioteca. En otros
ejemplos, los miembros de una biblioteca incluyen aquellos con mas de una secuencia que codifica una proteina de
fibra caudal modificada, de tal forma que las fibras caudales heterotriméricas divulgadas en el presente documento
pueden expresarse y explorarse o seleccionarse en funcién de sus fenotipos de union. El fenotipo de union de un
miembro de la biblioteca se empareja por lo tanto a las secuencias codificantes respectivas. Una vez que se ha
identificado de este modo el genotipo que codifica el RBD deseado o ventajoso, puede usarse para crear la fibra
caudal para una bacteriocina de epm modificada. Al desplegar la funcién de chaperona afin de una fibra caudal, tal
como VHML, que de manera natural diversifica su RBD, se puede asegurar el plegado adecuado de una fibra caudal
que contiene un RBD diversificado derivado de VHML.

Los vectores, células hospedadoras, fagos, particulas transductoras, césmidos, genomas de fago y bibliotecas tal
como se divulgan en el presente documento pueden considerarse composiciones que comprenden una molécula de
acido nucleico que codifica una proteina de fibra caudal.

Las composiciones adicionales de la divulgacion comprenden una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria
genética o una porcidon antibacteriana de la misma. Las composiciones son antibacterianas por virtud de la
bacteriocina de epm y pueden comprender un vehiculo o excipiente. Por supuesto, el vehiculo o excipiente es uno
que es adecuado para su uso en combinacidon con una proteina compleja de multiples subunidades, tal como una
bacteriocina de epm. En algunas realizaciones, el vehiculo o excipiente es farmacéuticamente aceptable, de tal
forma que la composicion puede usarse clinicamente o agronémicamente. En otras realizaciones, el vehiculo o
excipiente es adecuado para administracion tépica, pulmonar, gastrointestinal o sistémica, tal como a un ser humano
0 a un animal no humano. En realizaciones adicionales, el vehiculo o excipiente es adecuado para su administraciéon
a un organismo no animal, tal como una planta o producto fresco de una planta, a modo de ejemplos no limitantes.

Una composicion tal como se divulga en el presente documento puede comprender mas de una bacteriocina de epm
disefiada por ingenieria genética y comprender uno o mas agentes adicionales, incluyendo, pero sin limitacion, una
bacteriocina natural de epm deseada para su uso junto con la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética.
Los ejemplos no limitantes de un agente adicional incluyen una enzima, un antibiético, un agente antifingico, un
bactericida, un analgésico y un agente antiinflamatorio.

En un aspecto adicional, la divulgacion proporciona métodos para usar un producto relacionado con una bacteriocina
de epm descrito en el presente documento. Las realizaciones de la invencion incluyen métodos para inhibir el
crecimiento celular bacteriano o para inducir la muerte celular bacteriana. Dichos métodos comprenden poner en
contacto una célula o células bacterianas susceptibles con una cantidad eficaz de una bacteriocina de epm disefiada
por ingenieria genética, o con una porcion antibacteriana de la misma. Como alternativa, puede usarse una
composicion que contiene la bacteriocina de epm, o una porcion bactericida de la misma. En algunos casos, una
cantidad eficaz puede ser equivalente a tan pocas como, de media, una bacteriocina de epm por célula bacteriana.
Por supuesto, también pueden usarse cantidades mayores.

En otras realizaciones, se proporciona un método para comprometer la integridad de la membrana citoplasmatica de
una bacteria. EI compromiso puede dar como resultado la pérdida del potencial de membrana y/o la pérdida de parte
del contenido celular. Dichos métodos comprenden poner en contacto la membrana con una bacteriocina de epm
disefiada por ingenieria genética, o una porcion antibacteriana de la misma. En muchos casos, la membrana sera
aquella de bacterias virulentas o patégenas.

En algunas realizaciones, los métodos de la divulgacion pueden comprender la aplicacion (o administracion) in vivo
de una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética, o una porcioén antibacteriana de la misma, en un
sujeto. Como alternativa, los métodos pueden comprender el contacto in vitro o ex vivo.

En un aspecto adicional mas, la divulgaciéon proporciona un método para formar bacterias no virulentas a partir de
bacterias virulentas progenitoras. EI método comprende poner en contacto bacterias virulentas con una bacteriocina
de epm disefiada por ingenieria genética, o una porcién antibacteriana de la misma, que se une a un factor de
virulencia o aptitud de la bacteria virulenta. La puesta en contacto puede ser en condiciones en las que no todas las
bacterias se eliminan, o se inhibe completamente su crecimiento celular, mediante la cantidad de bacteriocina de
epm, o porcién antibacteriana de la misma, que se usa. La puesta en contacto proporciona presion selectiva que



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 392 T3

permite a la bacteria diana sobrevivir a la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética o porcion
antibacteriana de la misma y propagarse solo si se ha convertido en un mutante no virulento o progenie bacteriana
modificada que no es susceptible (y por lo tanto resistente) a la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria
genética o porcion antibacteriana de la misma. En algunas realizaciones, la resistencia se debe a la ausencia de
expresion del factor de virulencia o aptitud o receptor para la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética,
o porcién antibacteriana de la misma, evitando de este modo el ataque por la bacteriocina de epm disefiada por
ingenieria genética. En otra realizacion, la resistencia puede deberse a una alteracion en el factor de virulencia o
aptitud de tal forma que deja de servir como receptor eficaz para el RBD de la piocina modificada y en la forma
alterada también compromete su funcion de virulencia o aptitud. La adquisicion de resistencia por la progenie
superviviente y el cambio en la virulencia o aptitud resultante de una bacteria que previamente era virulenta, puede
determinarse in vivo o in vitro para demostrar su patogenicidad comprometida.

En un aspecto relacionado, la divulgacion proporciona un método para mantener una poblacion de bacterias no
virulentas mediante contacto con una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética, o una porcion
antibacteriana de la misma, que se une a, y media su efecto bactericida a través de, un factor de virulencia o aptitud
de la bacteria virulenta. La presencia de la bacteriocina de epm evita el crecimiento (o la generacion o programacion)
de bacterias virulentas y de este modo mantiene la poblacién como no virulenta. En algunas realizaciones, la puesta
en contacto puede ser mediante el uso de una célula bacteriana, tal como se describe en el presente documento,
que expresa la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética o porcion antibacteriana de la misma.

Los detalles de una o mas realizaciones de la divulgacion se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcion a
continuacién. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la divulgacion seran evidentes a partir de los dibujos y la
descripcion detallada y a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona una micrografia electronica de una particula de piocina de tipo R que revela 4 de las 6 fibras
caudales en el Panel A y un esquema de los componentes principales de una particula de piocina de tipo R en el
Panel B.

La Figura 2 proporciona ensayos de dilucion en serie de puntos (5X) de piocinas de tipo silvestre (R2), particulas de
piocina producidas a partir de la cepa de eliminacion de la fibra caudal (PAO1 APrf15) y piocinas complementadas
con la fusion de fibra caudal R2-P2. Las bacterias diana son P. aeruginosa 13s 'y E. coli C. Las particulas de piocina
R2 de tipo silvestre pueden eliminar Pseudomonas pero no E. coli. La cepa de eliminacién de la fibra caudal no
produce particulas de piocina activas, pero cuando se complementan in trans con la fusién de fibra caudal R2-P2,
pueden eliminar a E. coli C.

La Figura 3 complementa la estructura de piocina R2 con una fusidn de fibra caudal R2-P2. La porcion C-terminal
(RBD) del gen de fibra caudal P2 se fusioné a la porcion N-terminal (BPAR) de la fibra caudal de R2, tal como se
muestra en la parte A.

La parte B de la Figura 3 muestra un esquema de la piocina R2 de tipo silvestre (izquierda). La piocina R2 esta
complementada con la construccion de fusion de R2 (BPAR)-P2 (RBD) para producir (a la derecha) particulas que
tienen las fibras caudales quiméricas incorporadas en la estructura. Las particulas R2-P2 tienen un espectro de
eliminacion alterado y ahora se dirigen a determinadas cepas de E. coli.

La Figura 4 proporciona multiples fusiones de R2-P2 y sus actividades bactericidas. El extremo N-terminal, de 1-164
aminoacidos, de R2 (regiéon de union a placa base, "BPAR") se fusion6 a varias porciones C-terminales de P2
(RBD). Los numeros representan los nimeros de restos de aminoacidos de las proteinas respectivas. La actividad
bactericida de las piocinas modificadas (contra E. coli C) que contienen cada una de las fibras caudales construidas
estan indicadas como presentes (+) o ausentes (-).

La Figura 5 muestra varias porciones del extremo N-terminal de la fibra caudal R2 (BPAR) fusionada a la porcién C-
terminal 158-669 (RBD) de la fibra caudal P2. Los numeros representan los nimeros de restos de aminoacidos de
las proteinas respectivas. La actividad bactericida de las piocinas modificadas (contra E. coli C) que contienen cada
una de las fibras caudales construidas estan indicadas como presentes (+) o ausentes (-).

La Figura 6 muestra multiples fusiones de R2-P2 y sus actividades bactericidas. El extremo N-terminal, 1-240
aminoacidos, de R2 (BPAR) se fusiond a varias porciones C-terminales de P2 (RBD). Los nimeros representan los
numeros de restos de aminoacidos de las proteinas respectivas. La actividad bactericida de las piocinas modificadas
(contra E. coli C) que contienen cada una de las fibras caudales construidas estan indicadas como presentes (+) o
ausentes (-).

La Figura 7 proporciona varias porciones del extremo N-terminal de la fibra caudal de R2 (BPAR) fusionada a la
porcién C-terminal 322-669 (RBD) de la fibra caudal P2. Los nimeros representan los numeros de restos de
aminoacidos de las proteinas respectivas. La actividad bactericida de las piocinas modificadas (contra E. coli C) que
contienen cada una de las fibras caudales construidas estan indicadas como presentes (+) o ausentes (-).
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La Figura 8 muestra la complementacion en trans de la estructura de piocina PAO1 Aprf15 R2 con diversas fibras
caudales de piocina de tipo R, fusiones de fibra caudal y chaperonas. Las actividades de las piocinas R1 a R5
complementadas se evaluaron punteando sobre la cepa indicadora Pseudomonas aeruginosa 13s, que es sensible a
todos los tipos de piocinas. Las piocinas R2-P2 complementadas se ensayaron con respecto a su actividad usando
E. coli C como indicador y se ensayd la piocina R2-L-413c complementada en la cepa de Yersinia pestis KIM.

Las fibras caudales de R2, R3 y R4 Prf15 se pudieron complementar mediante el Prf16 enddgeno de la piocina
PAO1 Aprf15 R2. Las fibras caudales de R1 y R5 Prf15, que difieren en el extremo C-terminal en comparacion con
R2, requirieron, para su actividad maxima, su propio Prf16 afin (que a su vez difiere de su homdlogo de R2). Las
fusiones tanto R2-P2 como R2-L-413c, que contienen el extremo C-terminal (RBD) del fago P2 y fibras caudales de
L-413c, respectivamente, requieren sus chaperonas de ensamblaje de la fibra caudal afines codificadas por el gen G
del fago.

La Figura 9 muestra el vector de expresion de la fibra caudal de piocina y de la chaperona pUCP30T. Los genes,
prf5 y prf16, se expresan usando un vector lanzadera de Pseudomonas/E. coli (Schweitzer) con origenes de
replicacion (ori pRO1600, rep y oriT) para ambas especies. Los sitios de clonacion se muestran mediante los sitios
de escisidon de enzima de restriccion indicados. El plasmido confiere resistencia a gentamicina (Gm R) y se mantiene
afadiendo gentamicina al medio de cultivo. La transcripcion de ambos genes se dirige por el promotor fac que esta
regulado negativamente por /ac/Q. Cuando se transforma en la cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO 1Aprf15, los
genes, por ejemplo, prf15y prf16, incorporados en el plasmido se expresan in trans después de inducirse con IPTG
simultaneamente con la induccidon de mitomicina C de aquellos genes de piocina que permanecen en las bacterias
hospedadoras de produccién de PAO1 Aprf15.

La Figura 10 proporciona la construccion de la fibra caudal de piocina especifica de Yersinia pestis. De manera
similar a la estrategia que se uso para construir R2-P2, la porcion codificante C-terminal (RBD) del gen de fibra
caudal L-413c se fusiond a una porciéon N-terminal (BPAR) de la fibra caudal de R2. Cuando se expresa in frans para
complementar a la cepa de eliminaciéon de fibra caudal de R2 PAO1Aprf15, se producen particulas de piocina
modificadas que contienen las fibras caudales quiméricas de R2-L-413c que pueden eliminar de manera eficaz a Y.
pestis pero no a Pseudomonas.

La Figura 11 proporciona las secuencias de aminoacidos o las secuencias de acidos nucleicos para las SEC ID N°:
1-59, proporcionadas en las paginas 11A-11J.

DEFINICIONES

Tal como se usa en el presente documento, una bacteriocina de epm incluye una piocina de tipo R, bacteriocina
similar a cola, bacteriocina de tipo R, piocinas de tipo F y de tipo R, monocinas, meningocinas u otras bacteriocinas
de elevado peso molecular (epm). Una bacteriocina de epm incluye versiones modificadas de las piocinas de tipo R
y de tipo F, enterocoliticinas, monocinas y meningocinas (véase Kingsbury "Bacteriocin production by strains of
Neisseria meningitidis." J. Bacteriol. 91 (5):1696-9, 1966). Una bacteriocina de epm modificada o disefiada por
ingenieria genética puede ser una piocina de tipo R modificada seleccionada entre piocina R1, R2, R3, R4, o R5 de
P. aeruginosa. Una bacteriocina de la divulgacion puede ser termolabil, resistente a acidos débiles, resistente a
tripsina, sedimentable mediante centrifugacion a aproximadamente 65.000 x g y resoluble mediante microscopia
electrénica (véase Jabrane et al. Appl. Environ. Microbiol. 68:5704-5710, 2002; Daw et al. Micron 27:467-479, 1996;
Bradley Bacteriol. Revs. 31:230-314, 1967; y Kageyama et al. Life Sciences 9:471-476, 1962. En muchos casos, una
bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética divulgada en el presente documento tiene una o mas, en
cualquier combinacion, de estas propiedades. Una propiedad adicional comun a las bacteriocinas y bacteriocinas
epm disefiadas por ingenieria genética divulgadas en el presente documento es que no contienen acido nucleico y
por lo tanto son deficientes en replicaciéon, de tal forma que no pueden reproducirse por si mismas después o
durante la eliminacién de la bacteria diana, como si pueden hacer muchos bacteriéfagos.

Las piocinas y otras bacteriocinas epm divulgadas en el presente documento son moléculas complejas que
comprenden multiples subunidades de proteina, o polipéptido, y se asemejan a las estructuras de la cola de los
bacteriéfagos de la familia myoviridae. En las piocinas de origen natural, las estructuras de subunidad estan
codificadas por el genoma bacteriano, tal como aquel de P. aeruginosa y forman piocinas para que sirvan como
defensas naturales contra otras bacterias (Kageyama, 1975). Una bacteria diana sensible puede eliminarse por una
sola molécula de piocina (Kageyama, 1964; Shinomiya y Shiga, 1979; Morse et al., 1980; Strauch et al., 2001).

Una "bacteria diana" o "bacterias diana" se refieren a una bacteria o bacterias que estan unidas mediante una
bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética de la divulgacion y/o cuyo crecimiento, supervivencia o
replicacién se inhibe de este modo. La expresién "inhibicién del crecimiento" o variaciones de la misma se refiere al
freno o detencién de la velocidad de divisidon celular bacteriana o al cese de la division celular bacteriana, o a la
muerte de las bacterias.

Tal como se usa en el presente documento, un "acido nucleico" se refiere tipicamente a polimeros de
desoxirribonucledtido o de ribonucleétido (puros o mixtos) en forma mono o bicatenaria. El término puede abarcar
acidos nucleicos que contienen andlogos de nucleétidos o restos o enlaces estructurales modificados, que son
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sintéticos, de origen natural y de origen no natural, que tienen propiedades de unién, estructurales o funcionales
similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de un modo similar a los nucledtidos de
referencia. Los ejemplos no limitantes de dichos analogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos,
metil fosfonatos, metil fosfonatos quirales, 2-0-metil ribonucleétidos y acidos peptidonucleicos (APN). La expresion
acido nucleico, en algunos contextos, puede usarse de manera intercambiable con gen, ADNc, ARNm,
oligonucleétido y polinucledtido.

Una secuencia de acido nucleico particular también abarca variantes de la misma modificadas de manera
conservativa (tal como sustituciones de codones degradados) y secuencias complementarias, asi como secuencias
indicadas de manera explicita. Especificamente, las sustituciones de codones degradados pueden lograrse
generando secuencias en las que la tercera posicion ("oscilacién") de uno o mas (o todos) los codones
seleccionados se sustituyen con restos de base mixta y/o desoxiinosina. Por lo tanto, una secuencia de acido
nucleico que codifica una secuencia de proteina divulgada en el presente documento también abarca variantes
modificadas de la misma, tal como se describe en el presente documento.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina" se usan tipicamente de manera intercambiable en el presente
documento para referirse a un polimero de restos de aminoacidos. Los aminoacidos pueden citarse en el presente
documento bien mediante sus simbolos de tres letras conocidos de manera comun o mediante los simbolos de una
letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica de la IUPAC-IUB.

Los factores de virulencia son aquellas moléculas que contribuyen a la patogenicidad de un organismo pero no a su
viabilidad general. Tras la pérdida de un factor de virulencia, el organismo es menos patogénico pero no
necesariamente menos viable. Los factores de virulencia pueden tener una cualquiera de diversas funciones, por
ejemplo, regulacion de la expresion génica, provision de adhesién o movilidad, expulsiéon de agentes antibiéticos, o
formacion de recubrimientos protectores, incluyendo peliculas bioldgicas.

Los factores de aptitud son aquellas moléculas que contribuyen a la viabilidad general del organismo, velocidad de
crecimiento o competitividad en su ambiente. Tras la pérdida de un factor de aptitud, el organismo es menos viable o
competitivo y debido a este compromiso, es de manera indirecta menos patogénico. Los factores de aptitud también
pueden poseer una cualquiera de numerosas funciones, por ejemplo, adquisicion de nutrientes, iones o agua,
formacién de componentes o protectores de las membranas celulares o paredes celulares, replicacién, reparacion o
mutacion de acidos nucleicos, provision de defensa o ataque hacia agresiones ambientales o competitivas.

Algunos factores de virulencia y aptitud estan presentes en la superficie de la bacteria y por lo tanto estan accesibles
a una bacteriocina de epm divulgada en el presente documento. Al unirse a algunos factores de virulencia o aptitud
superficiales, una bacteriocina de epm puede mediar la eliminacién o perforacion de las membranas celulares,
comprometer la integridad de la membrana citoplasmica y/o disipar el potencial de membrana de la célula. Aquellas
moléculas de superficie accesibles que soportan mas probablemente la unién de y la eliminacion por bacteriocina de
epm, son proteinas, polisacaridos y lipopolisacaridos de la membrana externa. Por consiguiente, las dianas
potenciales para bacteriocinas epm disefiadas por ingenieria genética son factores de virulencia y factores de aptitud
que son proteinas, polisacaridos y lipopolisacaridos de la membrana externa. Algunos ejemplos no limitantes de
dianas de factor de virulencia para piocinas disefiadas por ingenieria genética incluyen metaloproteasas de proteasa
de escision intramembrana (iCLIP); lectinas IL y IIL de unién a galactosa y fucosa; componentes de la superficie
microbiana que reconocen proteinas de molécula de matriz adherentes (MSCRAMM); y adhesinas, tales como ACE.

El éxito final del direccionamiento de un factor de virulencia especifico depende de su topografia sobre la superficie
bacteriana, de su densidad en la superficie, quiza de su movilidad bidimensional en la membrana externa y de su
prevalencia en aislados clinicos o de campo del patégeno. Por ejemplo, OprM es una proteina de membrana externa
similar a porina implicadas en multiples bombas de salida, por ejemplo, el sistema MexAB y son prevalentes en
muchas bacterias gram-negativas (Wong y Hancock, 2000). TolC, similar a OprM, es una proteina accesoria
necesaria para muchas bombas de salida de patdgenos gram-negativos (Koronakis et al., 2004; Piddock, 2006).
Ademas, varios miembros de la familia YcrC de secretina son proteinas de la membrana externa necesarias para la
translocacion de proteinas efectoras patdégenas mediante el sistema de secrecion de tipo tres ("T3SS"), del que
muchos patdégenos gram negativos, tales como P. aeruginosa y Yersinia pestis dependen para intoxicar a su
hospedador mamifero (Galan y Collmer. 1999; Koster et al., 1997; Cornelis, 2006). Ademas, los miembros de la
familia YscW son lipoproteinas ancladas también en la membrana externa para asistir en la insercién de las
secretinas en la membrana (Burghout et al., 2004).

Los ejemplos no limitantes adicionales de factores de virulencia y aptitud incluyen una acuaporina, tal como la
proteina canal de agua acuaporina-Z de E. coli (véase Calamita, 2000); RetS (véase Goodman et al., 2004; y
Zolfaghar et al., 2005); miembros de la familia de 7TMR-DISM (véase Anantharaman et al., 2003); OprM (véase
Wong et al., 2000; y SEC ID N°: 11); proteinas bacterianas, tales como OprJ (SEC ID N°: 12), OprN (SEC ID N°: 13),
AprF (SEC ID N°: 14), OpmM (SEC ID N°:15), OpmA (SEC ID N°: 16), OpmD (SEC ID N°: 17), OpmE (SEC ID N°:
18), OpmQ (SEC ID N°: 35), OpmB (SEC ID N°: 36), OpmJ (SEC ID N°: 37), OpmG (SEC ID N°: 38), Opml (SEC ID
N°: 39), OpmH (SEC ID N°: 40), OpmK (SEC ID N° 41), OpmN (SEC ID N°: 42), OpmF (SEC ID N°: 43) u OpmL
(SEC ID N°: 44); familia OprD de porinas (véase Tamber et al., 2006); ACE, o el gen ACE codificado por OGIRF de
E .faecalis (véase Sreedhar et al., 2000; y Rich, et al., 1999); lectinas PA-IL y PA-IIL de union a galactosa y fucosa
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(véase Mitchell et al., 2002); genes de virulencia animal y vegetal descritos por He et al., 2004; restos de pirofosfato
extracelulares (véase Bonev et al., 2004); metaloproteasas (véase Rudner et al., 1999); y moléculas de superficie
codificadas por transposon (véase Jacobs et al., 2003).

Otros ejemplos no limitantes de factores de virulencia usados como diana por una bacteriocina de epm disefiada por
ingenieria genética divulgada incluyen aquellos codificados por las fases abiertas de lectura (ORF) divulgadas en la
Patente de Estados Unidos 6.355.411 y el documento WO 99/27129. En algunas realizaciones, un factor usado
como diana por una bacteriocina divulgada en el presente documento es uno codificado por las siguientes ORF de la
Patente de Estados Unidos:

Numero de ORF | Codifica

5 Desconocido

9 Desconocido

21 Posiblemente un receptor

23 Posiblemente un transportador ABC

33 Desconocido

41 Posiblemente similar a mucina

43 Desconocido

51 Desconocido

53 Posiblemente similar a mucina

85 Desconocido

89 Posiblemente receptor de lipoproteina

91 Desconocido

95 Posiblemente proteofosfoglucano, superficie celular

107 Posiblemente ABC

110 Posiblemente glucosiltransferasa de membrana

113 Posiblemente la proteina de resistencia multifarmaco MexA
132 Posiblemente muc d

134 Posiblemente 6-UDP manosa deshidrogenasa

149 Posiblemente diana potencial de transportador MDR

150 Posiblemente la proteina de resistencia multifarmaco MexA
203 Posiblemente componente de ATPasa de transportador ABC
204 Posiblemente componente de ATPasa de transportador ABC
205 Posiblemente componente de ATPasa de transportador ABC
206 Posiblemente componente de ATPasa de transportador ABC
207 Posiblemente componente de ATPasa de transportador ABC
208 Posiblemente componente de ATPasa de transportador ABC
209 Posiblemente ABC; Posiblemente Na+/H+ y K+/H+ de tipo NhaP
213 antiportadores

215 Desconocido

227 Posiblemente un receptor

239 Posiblemente desoxicitidina trifosfato desaminasa

241 Posiblemente UTPasa

249 Desconocido

255 Desconocido

10
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Numero de ORF | Codifica

261 Posiblemente 6-fosfogluconato deshidrogenasa
263 Posiblemente un transportador ABC

273 Desconocido

277 Posiblemente miembro de la familia PE-PGRS
289 Posiblemente 6-fosfogluconato deshidrogenasa
291 Posiblemente glucosil transferasa

297 Posiblemente igA

301 Posiblemente glucosil transferasa

309 Posiblemente bomba de salida de cationes/multifarmaco
323 Desconocido

327 Desconocido

331 Posiblemente sensor con supuesta PilR cinasa
333 Posiblemente transporte de proteina Tonb

341 Posiblemente Pil R

349 Posiblemente Pil Ao R

363 Posiblemente orfz

365 Posiblemente un transportador ABC

375 Posiblemente mucina

377 Posiblemente fimT pilus

381 Posiblemente antigeno de inmovilizacion H1
383 Posiblemente fimU

387 Posiblemente PilV pilus

393 Posiblemente pilW et

401 Posiblemente pil X

403 Posiblemente antigeno cd3

411 Desconocido

413 Desconocido

419 Posiblemente pil E

421 Posiblemente pyl y2

427 Posiblemente antigeno de membrana externa PE-PGRS
437 Posiblemente ligA de ABC

Descripcion detallada de modos para poner en practica la divulgacion
General

Las bacteriocinas epm tienen la capacidad de eliminar rapidamente a las bacterias. Unos cuantos de los primeros
informes de estudios in vivo han demostrado que pueden ser eficaces en ratones para esta aplicacion (Haas et al.,
1974; Merrikin y Terry, 1972). Los inventores han determinado recientemente que la piocina R2 de tipo silvestre
puede rescatar a los ratones de una peritonitis aguda causada por Pseudomonas aeruginosa resistente a
antibioticos cuando se administra bien intraperitonealmente o bien por via intravenosa y que las piocinas R2 pueden
actuar a dosis muy bajas, tales como 10° piocinas o menos de 1 ug de proteina total en una sola dosis (datos no
mostrados).

Para que las bacteriocinas epm sean clinicamente Utiles como agentes antibacterianos, sin embargo, hay que
abordar el problema de su estrecho espectro bactericida. Aunque esto puede verse como una ventaja en tanto que
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es posible dirigirse especificamente a una especie o cepa particular sin afectar a la flora normal, los tipos de
especies/cepas que son sensibles a bacteriocinas conocidas son limitados. Por ejemplo, actualmente se sabe que
las piocinas se producen por algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa y que tienen actividad frente a un estrecho
intervalo de otras cepas de Pseudomonas y otras pocas especies gram-negativas. Se han descrito bacteriocinas de
tipo R de otras especies (tales como Erwinia, véase Jabrane 2002 y Yersinia enterocolitica, véase Strauch) pero su
aparicion parece ser limitada. Los fagos de Myoviridae, por otra parte, estan bastante extendidos y son comunes y
se encuentran por toda la clase bacteriana.

Esta divulgacion demuestra que es posible cambiar el espectro de una piocina de tipo R. Un determinante de
espectro principal tanto entre piocinas como entre sus fagos relacionados se encuentra en que la fibra caudal, que
se une a la superficie bacteriana especificamente, interactia a través de su porcion C-terminal (RBD) con un
componente del LPS u otra estructura de la superficie celular. EI LPS puede ser elevadamente variable entre
especies y cepas de bacterias diferentes y las fibras caudales de bacteriéfagos son en si elevadamente variables,
particularmente en esta region C-terminal que interacttia con la superficie celular (Tetart, Desplats,). Esta variabilidad
aparentemente refleja las adaptaciones constantes de los fagos para cambiar las superficies del hospedador. Se ha
observado que diferentes tipos de fagos que infectan al mismo hospedador (fagos P2, Mu y P1 de E. coli) tienen
similitud de secuencia en la porcién C-terminal de la fibra caudal (Haggard-Ljungquist E, Halling C, Calendar R.), lo
que indica que la transferencia horizontal en estas regiones genéticas juega probablemente un papel en la
especificidad de hospedador. Por ejemplo, la piocina R2 tiene un elevado grado de similitud de secuencia con el
fago phiCTX de Pseudomonas, un fago que también esta muy estrechamente relacionado con el fago P2 de E. coli.
Al comparar las secuencias de fibra caudal de la piocina R2 y P2, se observa mas similitud de secuencia en el
extremo N-terminal (BPAR) que en el extremo C-terminal (RBD), lo que sugiere que el extremo C-terminal juega un
papel en la especificidad de hospedador.

Tal como se divulga en el presente documento, es posible alterar el espectro diana de una piocina de tipo R
modificando por ingenieria genética la porcion C-terminal del gen de la fibra caudal. Es destacable que este cambio
de espectro puede suceder a través de barreras de especie, lo que demuestra que las piocinas de tipo R naturales y
otras bacteriocinas epm naturales pueden modificarse tal como se divulga en el presente documento y desarrollarse
como antimicrobianos con un espectro mas amplio.

Bacteriocinas epm modificadas

La divulgacion proporciona bacteriocinas epm disefiadas por ingenieria genética, en particular, piocina de tipo R con
especificidades y/o afinidades de unién alteradas. En algunas realizaciones, una bacteriocina de epm de la
divulgacion se une especificamente a moléculas superficiales expuestas que actuan como factores de virulencia o
de aptitud de bacterias patdégenas. La expresion "se une especificamente (o selectivamente)" se refiere a una
reaccion de union que es determinante de la presencia del ligando unido, a menudo en una poblacién heterogénea
de proteinas y otra materia biolégica. Como resultado, la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética una
vez unida especificamente puede, de manera genérica, eliminar a la bacteria patégena. Ademas, para que se hagan
resistentes a la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética, las bacterias diana patégenas tienen que
perder su sitio de unién o reconocimiento para la bacteriocina de epm. Dicho de otro modo, si la bacteriocina de epm
modificada usa especificamente y exclusivamente el factor de virulencia o aptitud como receptor, la bacteria se veria
forzada a perder su virulencia o aptitud para escapar de la eliminaciéon mediante la bacteriocina de epm disefiada por
ingenieria genética.

Una bacteriocina de epm modificada de la divulgacion se asemeja a una cola de bacteriéfago pero comprende una
capacidad de unién, o dominio de unién a receptor (RBD), que se ha cambiado con relaciéon a una bacteriocina no
modificada, de origen natural o nativa. El RBD puede cambiarse en su secuencia de aminoacidos mediante el uso
de técnicas de ADN recombinante tal como se describen en el presente documento. El término "recombinante”,
usado tipicamente en referencia a una célula, o acido nucleico, proteina, o vector, indica que la célula, acido
nucleico, proteina o vector se ha modificado mediante la introduccién de un acido nucleico o proteina heterélogo o
por la alteracién de un acido nucleico o proteina nativa, o que la célula se deriva de una célula modificada de este
modo. Por lo tanto, una célula recombinante expresa genes que no se encuentran en la forma nativa (no
recombinante) de la célula o expresa genes nativos que estan expresados de manera anormal, subexpresados o no
expresados.

En muchas realizaciones, el RBD puede modificarse para que sea el de una fibra caudal de otra bacteriocina o de un
bacteriéfago. Como ejemplo no limitante divulgado en el presente documento, el RBD de la piocina R2 se modifica
fusionando la porcion C-terminal de la proteina de fibra caudal (RBD) de un fago (que infecta a un hospedador
diferente) a la porcion N-terminal (BPAR) de la proteina de fibra caudal R2. Al fusionar el extremo C-terminal de la
fibra caudal de P2 a PRF15 de R2 y expresar conjuntamente la chaperona afin de P2, se cambia el espectro de
bacterias diana de R2 para que elimine a E. coli C. Véase la Figura 2.

En realizaciones adicionales, las bacteriocinas epm se modifican de otro modo. La divulgacion incluye una
bacteriocina de epm disefiada o seleccionada para que reconozca, o se dirija, a una molécula de superficie de una
bacteria (tal como una bacteria patdgena). La molécula de superficie puede considerarse un receptor en una
bacteria reconocida, o unida, por la bacteriocina de epm.
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La divulgacion se basa en las propiedades de una fibra caudal de bacteriocina de epm para que se una a, o
interactie con, un receptor para formar un par de unién. La unién o interaccion sucede mediante el RBD de la fibra
caudal, que es el primer miembro del par de unién, siendo el receptor el segundo miembro del par. En muchas
realizaciones, el receptor es una molécula de la superficie de una célula bacteriana o una porcién de la misma. En
otras realizaciones, el receptor es una molécula con propiedades de un factor de virulencia o aptitud de una bacteria
patégena.

Una bacteriocina de epm modificada o disefiada por ingenieria genética divulgada en el presente documento
comprende una fibra caudal que tiene tanto una regién de unién a una placa base (BPAR) y un RBD modificado o
heterdélogo. Tal como se describe en el presente documento, la fibra caudal es una estructura trimérica de tres
subunidades de proteina de fibra caudal, cada una de las cuales comprende también un primer dominio
correspondiente a, y que forma, el BPAR en una fibra caudal y un segundo dominio que corresponde a, y forma, un
RBD modificado o heterélogo en una fibra caudal.

Tipicamente, "heterélogo" cuando se usa en referencia a porciones de una proteina o de una secuencia de acido
nucleico indica que la secuencia comprende dos o0 mas subsecuencias que no se encuentran normalmente en la
misma relacion entre si en la naturaleza. Por ejemplo, una proteina heteréloga indica que la proteina comprende dos
0 mas subsecuencias que no se encuentran en la misma relacion entre si en la naturaleza. "Heterologo" también
significa que la secuencia de aminoacidos no se encuentra normalmente en conjuncién con las otras secuencias o
normalmente no esta contenido en el plasmido, vector u hospedador seleccionado. En otras palabras, no es nativo
para el sistema en el que ahora se utiliza. Por ejemplo, proteinas producidas por un organismo que no es la fuente
de tipo silvestre para esas proteinas.

La divulgacion incluye una proteina de fibra caudal de bacteriocina de epm que comprende un BPAR de la proteina
y un RBD modificado o heterdlogo. El BPAR esta en la region N-terminal de una proteina de fibra caudal, mientras
que el RBD esta en la region C-terminal. En vez del RBD modificado o heterdlogo, la proteina de fibra caudal puede
ser la de cualquier bacteriocina de epm de origen natural, siendo ejemplos no limitantes una piocina, monocina,
enterocoliticina o meningocina. En algunas realizaciones, la proteina de fibra caudal de piocina R1, piocina R2,
piocina R3, piocina R4 y piocina R5, tal como se representa por las SEC ID N° 1, 3, 5, 7, 9, respectivamente,
pueden usarse tal como se describe en el presente documento. En realizaciones adicionales, la proteina de fibra
caudal puede ser aquella o aquellas de SEC ID N°: 45 del fago ®CTX, o aquella del fago PS 17 de SEC ID N°: 19 o
aquella del bacteriéfago VHML de SEC ID N°: 21 y 22.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen combinaciones de un BPAR de una proteina de fibra caudal de
bacteriocina de epm y un RBD de una proteina de fibra caudal de bacteriéfago, tal como se muestra en la Figura 3.
En algunos casos, una combinacion puede incluir los aminoacidos N-terminales desde la posicion 1 hasta
aproximadamente la posicion 164 o la posicion 240 de una proteina de fibra caudal de bacteriocina. Este fragmento
polipeptidico puede fusionarse a una regiéon de una proteina de fibra caudal de bacteriéfago que incluye su porcion
C-terminal que contiene un RBD. La region puede ser un fragmento polipeptidico que carece de la region N-terminal
desde la posicion 1 hasta aproximadamente la posicién 150, aproximadamente la posicién 170, aproximadamente la
posicion 190, aproximadamente la posicion 290, aproximadamente la posicién 300, o aproximadamente la posicién
320.

Usando la piocina R2 y la proteina de fibra caudal del fago P2 como ejemplos no limitantes, el fragmento que
contiene BPAR puede incluir los aminoacidos N-terminales desde la posicion 1 hasta la posicién 164 o 240. Véanse
las Figuras 4-7. El fragmento que contiene RBD puede incluir el extremo C-terminal y desde aproximadamente 347
hasta aproximadamente 755 aminoacidos de longitud de proteinas de fibra caudal del fago P2 o relacionadas. La
fusion puede prepararse facilmente mediante técnicas de ADN recombinante con secuencias de acido nucleico que
codifican la proteina de fibra caudal de R2, tales como prf15y el gen H de fago P2 que codifica su proteina de fibra
caudal. La chaperona afin del RBD necesita expresarse conjuntamente con los genes de fibra caudal de fusién para
asegurar el ensamblaje de las fibras caudales modificadas en una estructura de piocina funcional. Véase la Figura 8.

RBD de bacteriéfagos

Otras fuentes de RBD incluyen, pero sin limitacion, fagos T-4 y otros fagos T-par o seudoT-par, fagos T-3 y T-7,
supergrupo de fagos T-7, fago Mu, fago P22, fago L-413c y fagos lamboides.

RED de diversificacion

En realizaciones adicionales, una proteina de fibra caudal comprende una sustituciéon con, o una insercién de, un
RBD derivado de un organismo que diversifica la estructura desplegando un retroelemento generador de diversidad
(DGR), tal como se ilustra en la Solicitud de Patente publicada US 2006-0121450, publicada el 8 de junio de 2006. El
determinante principal de tropismo (Mtd) de bacteridéfago de Bordetella BPP-1 es una de dichas estructuras. La
secuencia de Mtd esta representada por SEC ID N°: 24, tal como se divulga en el presente documento. En otras
realizaciones, la sustitucion es con parte de la secuencia Mtd, tal como, pero sin limitacion, la region desde el resto
49 al 381, del resto 171 al 381, o desde los restos 306 a 381, de SEC ID N°: 24. La insercion de la secuencia Mtd, o
cualquier fragmento de la misma (tal como aquellos listados anteriormente), al extremo de una proteina de fibra
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caudal, tal como después de la posicién 691 de SEC ID N° 3, se encuentra dentro de las realizaciones divulgadas
en el presente documento. La sustitucion de la secuencia Mtd, o cualquier fragmento de la misma (tales como
aquellos listados anteriormente), puede ser para cualquier regiéon no-BPAR de una proteina de fibra caudal. Los
ejemplos no limitantes incluyen la region de las SEC ID N°: 1, 3, 5, 7 o0 9 que comienzan aproximadamente en la
posicion 643, 625, 562, 448, 428, 231 y 163 hasta el extremo C-terminal de la secuencia (véanse las Figuras 4-7
para una ejemplificacion de estas sustituciones).

Tal como se describe en el presente documento, la secuencia Mtd en la fibra caudal puede diversificarse para
producir una diversidad de RBD modificados o heterélogos. La secuencia de acido nucleico que codifica Mtd
comprende una region variable (VR) que puede unirse operativamente, en cis o en trans, a una region molde (TR)
de tal forma que la TR sea una secuencia molde que dirija la mutagénesis de sitio especifico de la VR. La unién
operativa entre las regiones VR y TR también incluye un enlace operativo a secuencias que codifican una actividad
de transcriptasa inversa (RT), que puede estar presente en trans en relacion a la VR. Los sitios de variabilidad en la
VR de Mtd corresponden a restos de adenina en la regiéon molde generalmente homdloga, TR, que en si es
invariable y esencial para alteraciones de secuencia en la VR. Por lo tanto, aunque una molécula inicial pueda
contener una TR que sea idéntica a la VR, los restos de adenina presentes en la TR daran como resultado la
mutagénesis o diversificacion de las posiciones correspondientes en la secuencia VR. Por lo tanto, si la secuencia
de TR es una repeticion directa perfecta de la secuencia en la VR, la diversificacion en la VR da como resultado uno
0 mas restos de adenina en la VR, también encontrados en la TR, mutandose a otro nucleétido, que es citosina,
timina o guanina, sin cambios en la secuencia de TR. Este sistema puede usarse para alterar la region VR y por lo
tanto el RBD, de una proteina de fibra caudal tal como se describe en el presente documento.

Tras la diversificacion, la proteina de fibra caudal puede variarse de tal forma que el RBD resultante tenga al menos
un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, o al menos un 95% de homologia con el determinante principal de
tropismo (Mtd) del bacteriéfago BPP-1 de Bordetella, tal como se representa por la SEC ID N°: 24. Tal como se
describe en el presente documento, la combinacién de proteina de fibra caudal y Mtd puede ser una sustitucion o
una insercion de una secuencia Mtd o una porcién de la misma en la secuencia de proteina de fibra caudal. Por lo
tanto, puede verse que la proteina de fibra caudal comprende una sustitucién o insercién con un dominio de unién
con al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, o al menos un 95% de homologia, tal como se ha
indicado anteriormente.

Una molécula de acido nucleico que codifica una combinacién de fibra caudal y Mtd puede usarse para
diversificacion y variacion de secuencia. Por lo tanto, las combinaciones de acidos nucleicos que secuencias que
codifican la totalidad o parte de una proteina de fibra caudal y la totalidad o parte de un Mtd, se encuentran dentro
de las realizaciones divulgadas. Otras realizaciones incluyen moléculas de acido nucleico que codifican cualquier
proteina de fibra caudal con un RBD modificado o heterdlogo, tal como se divulga en el presente documento. En
algunas realizaciones, el RBD modificado o heterdlogo codificado comprende un cambio en la secuencia de
aminoacidos del RBD en relacién a un RBD de origen natural o en relacion al BPAR presente en la proteina de fibra
caudal tal como se ha descrito anteriormente.

En realizaciones adicionales, una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fibra caudal puede
hacerse disponible para diversificacion para formar una proteina de fibra caudal modificada divulgada en el presente
documento. La molécula de acido nucleico, bajo el control de un promotor adecuado, esta situada de manera
operativamente en 5' de una region atd-TR-brt. La secuencia TR puede citarse como TR' y prepararse basandose en
la secuencia VR tal como se ha discutido anteriormente. La construccion de acido nucleico resultante puede portar
una eliminacion de la estructura de terminador de la transcripcién cadena arriba del atd.

Una region de la molécula de acido nucleico que codifica el extremo C-terminal de la proteina de fibra caudal tal
como se ha descrito anteriormente, se selecciona para que sea la VR y después se une operativamente a una
secuencia TR' que contiene restos de adenina en posiciones que cuando se cambian, dirigen cambios de
aminoacidos en la secuencia codificada por la VR. Dichos restos de adenina pueden disefiarse deliberadamente
para que sean la primera o la segunda posicién de los codones en la VR. La secuencia TR' puede ser inicialmente
idéntica a la VR seleccionado seguido de mutagénesis de sitio dirigido o sintesis de acidos nucleicos de novo para
preparar una secuencia TR' que contenga restos de adenina en las posiciones correspondientes para dirigir la
mutagénesis y la diversificacion en la proteina de cola codificada.

Preparacion y uso de bacteriocinas epm

Las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento pueden usarse para expresar y preparar
proteinas de fibra caudal, incluyendo proteinas modificadas o disefiadas por ingenieria genética, por cualquier medio
conocido para el experto en la materia. En algunas realizaciones, la expresion es mediante el uso de un vector que
contiene la molécula de acido nucleico unida operativamente a un promotor que puede dirigir la expresion de la
proteina de cola codificada.

En muchas realizaciones, la expresion puede suceder con la expresion de un gen opcional, tal como una secuencia
codificante de una "chaperona" comunicada para varias bacteriocinas y bacteriéfagos. La presencia de una
chaperona facilita el montaje de una bacteriocina de epm de la divulgacion sin convertirse necesariamente en una
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parte de la bacteriocina. La chaperona puede ser la proteina afin o correspondiente para el RBD usado en una
bacteriocina de epm de la divulgacion, tal como se muestra en la Figura 8. Un ejemplo no limitante de una
chaperona se codifica por prf16 de R2 (SEC ID N°: 4) y corresponde a (o es la chaperona afin para) la proteina de
fibra caudal de piocina R2 codificada por prf15 (SEC ID N°: 3). Otros ejemplos incluyen el gen G en P2 (SEC ID N°:
26), el gen G en L-413c (SEC ID N°: 29), la chaperona afin, SEC ID N°: 20, para la fibra caudal de PS17 y el Orf 38
(SEC ID N°: 23) en bacteriofagos VHML que son chaperonas afines a los genes de fibra caudal en cada fago. Estos
genes son homologos a gp38 de fago T4 (SEC ID N°: 32), que se sabe que es responsable del plegado adecuado
de la fibra caudal de T4 (SEC ID N°: 31) en trimeros (Burda, Qu, Hash emolhosseni).

El uso de una chaperona afin es ventajoso debido a que una chaperona no afin puede ser insuficiente para plegar
adecuadamente una proteina de fibra caudal y/o ensamblarla en una bacteriocina de epm, tal como se muestra en la
Figura 8. Como ejemplo no limitante, se ha observado que el producto génico prf16 de R2 es insuficiente para
complementar el plegado de una fibra caudal modificada que compromete un BPAR de R2 a una porcién BRD de P2
de una fibra caudal. Sin quedar ligados a la teoria y ofrecida para mejorar la comprension de la presente divulgacion,
se cree que una chaperona puede actuar especificamente en la porciéon C-terminal de su proteina de fibra caudal
afin y que las fibras caudales y sus chaperonas han evolucionado de manera conjunta. Sin embargo, Qu et al.
aislaron un mutante de fibra caudal gp37 de T4 que suprime la necesidad de gp38, su chaperona afin. Este mutante
tenia una duplicacién en gp37 de un motivo de bucle superenrollado, que puede en si mismo jugar un papel en el
plegamiento. Por lo tanto, se cree que puede disefiarse una proteina de fibra caudal para que contenga dicho
cambio, de tal forma que se pliega de manera adecuada sin necesidad de expresar conjuntamente una chaperona
afin.

Por lo tanto, las realizaciones de la divulgacion incluyen una célula bacteriana transfectada con una molécula de
acido nucleico que codifica una proteina de fibra caudal modificada o disefiada por ingenieria genética, expresada
conjuntamente de manera opcional con una chaperona, tal como se describe en el presente documento. La
expresion de la molécula de acido nucleico, opcionalmente con una proteina accesoria (chaperona), da como
resultado la produccion de fibras caudales modificadas o disefiadas por ingenieria genética de la divulgacion. La
divulgacién también incluye la expresién de mas de una proteina de fibra caudal modificada o disefiada por
ingenieria genética mediante el uso de mas de una molécula de acido nucleico para dar como resultado fibras
caudales homotriméricas mixtas o incluso fibras caudales heterotriméricas. Ademas, las secuencias que codifican la
proteina de fibra caudal la chaperona pueden estar contenidas en una sola molécula de acido nucleico, tal como un
plasmido u otro vector, o en moléculas separadas. En los casos donde se usa una sola molécula de acido nucleico,
las secuencias pueden estar opcionalmente bajo el control de las mismas secuencias reguladoras. Como alternativa,
las secuencias codificantes pueden estar bajo un control regulador separado.

En algunas realizaciones, la célula bacteriana también es capaz de expresar las subunidades adicionales para
formar una bacteriocina de epm que comprende una fibra caudal modificada o disefiada por ingenieria genética. En
un grupo de realizaciones, la secuencia codificante de la proteina de fibra caudal de la célula bacteriana se inactiva
o elimina. Opcionalmente, las otras subunidades pueden estar codificadas por secuencias en una molécula de acido
nucleico, tal como un plasmido u otro vector, separado del que contiene una secuencia que codifica una proteina de
fibra caudal y/o una chaperona. Por lo tanto, la proteina de fibra caudal y/o chaperona puede proporcionarse en una
0 mas moléculas de acido nucleico in trans con relacion a las otras subunidades.

Los acidos nucleicos, vectores y células bacterianas pueden usarse en un método para producir una bacteriocina de
epm modificada o disefiada por ingenieria genética tal como se divulga en el presente documento. Dicho método
puede comprender cultivar células bacterianas que contienen moléculas de acido nucleico tal como se han descrito
anteriormente en condiciones que den como resultado la expresion y produccion de la fibra caudal y bacteriocina de
epm. En algunas realizaciones de la divulgacion las condiciones son in vivo en un animal.

En un grupo de realizaciones, un método para preparar una bacteriocina de epm comprende expresar subunidades
de bacteriocina, incluyendo la proteina de fibra caudal modificada o disefiada por ingenieria genética, en una
bacteria hospedadora y recoger la bacteriocina de epm del cultivo bacteriano. La bacteria hospedadora es una
bacteria de produccién hospedadora complementaria que codifica y expresa las otras subunidades necesarias para
la produccion de la bacteriocina. La expresion "bacteria hospedadora” o "bacterias hospedadoras” se refiere a una
bacteria o bacterias usadas para producir una bacteriocina de epm divulgada en el presente documento. La bacteria
o bacterias hospedadoras también pueden citase como "bacteria de producciéon hospedadora” o "bacterias de
produccion hospedadora". La "recogida de una bacteriocina de epm de un cultivo bacteriano" comprende
generalmente retirar a la bacteriocina del cultivo hospedador bacteriano.

En un grupo de realizaciones alternativo, se proporciona un método para preparar una bacteriocina de epm con una
fibra caudal modificada tal como se describe en el presente documento. El método puede comprender preparar una
molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fibra caudal modificada mediante cualquier medio divulgado
en el presente documento y expresar la molécula de acido nucleico en una célula en condiciones en las que se
produce una bacteriocina de epm.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen una bacteriocina de epm que comprende una proteina de fibra caudal tal
como se describe en el presente documento. En un grupo de realizaciones, la bacteriocina comprende una proteina

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 548 392 T3

de fibra caudal compuesta en parte de la secuencia de aminoacidos representada por las SEC ID N°: 1, 3, 5,7, 9. En
otras realizaciones, la bacteriocina es una piocina, monocina, enterocolicina o meningocina modificada o disefiada
por ingenieria genética que comprende una fibra caudal con un RBD modificado heterélogo. En muchas
realizaciones, el RBD modificado heterdlogo se une a un factor de virulencia o aptitud bacteriano.

En realizaciones adicionales, se divulgan bacteriocinas epm disefiadas por ingenieria genética con fibras caudales
multivalentes. Se ha descubierto mediante analisis cristalografico de rayos X que Mtd de bacteriéfago de Bordetella
bronchiseptica BPP-1 es un homotrimero piramidal elevadamente entrecruzado con los tres conjuntos de doce
restos de aminoacidos variables que forman tres sitios de union bastante planos en la base de la piramide y
localizados en un dominio de lectina de tipo C ("CTL") evolucionado de manera convergente. La comparacion de las
estructuras de cinco variantes de Mtd a una resolucion de 1,5 Amstrong demostré que la conformacion principal de
cadena de los restos variables es estructuralmente invariable, con inserciones en el CTL y conjunto trimérico, ambas
contribuyendo a la formaciéon de un andamio estatico para una presentacion combinatoria de restos variables, de
este modo minimizando la incidencia de mal plegamiento de la proteina (McMahon et al., 2005). Por lo tanto puede
generarse una Unica fibra caudal para que contenga tres mondmeros mixtos plegados adecuadamente ya que las
estructuras de las fibras de Mtd variantes son idénticas excepto en los doce restos de aminoacidos expuestos a
disolvente que no interactuan.

La estructura de la variante dominante Mtd-P1 unida a su receptor, el factor de virulencia pertactina de Bordetella,
también se ha resuelto mediante cristalografia y se ha caracterizado. Uno de los monémeros de Mtd se une a un
dominio estructural en pertactina; un segundo monémero idéntico del mismo Mid se une a un dominio estructural
diferente no simétrico de la misma molécula de pertactina (monomeérica); un tercer monémero de Mtd permanece no
unido.

Las estructuras variantes de Mtd y la interaccion de union entre Mtd y su diana, pertactina, pueden aplicarse al
disefio y seleccion de fibras caudales multivalentes. Por ejemplo, es evidente que un mondmero de Mtd puede
mostrar afinidades para dos dominios estructurales diferentes y aun en formato multimérico posee suficiente avidez
para efectuar la unién funcional e infeccién del fago. Ademas, no todos los monémeros de una fibra necesitan estar
unidos a un receptor para proporcionar la avidez adecuada por la unién e infeccion del fago. Estos datos y
conclusiones, junto con el conocimiento que para al menos los bacteriéfagos T4, también myoviridae, solo necesitan
unirse tres fibras caudales (homotriméricas) a receptores para activar la contraccion de la vaina de cola y la
penetracion al nucleo de las membranas bacterianas, indica varios medios para generar una bacteriocina de epm
multivalente. Dichas bacteriocinas epm multivalentes disefiadas por ingenieria genética tienen rangos de
hospedador mas amplios y son capaces de unirse a mas de un solo factor de virulencia o aptitud incluso en el
mismo organismo bacteriano, haciendo de este modo mas dificil que las bacterias usadas como diana desarrollen
resistencia mediante pérdida mutacional de la expresion de todos los receptores diana relevantes. Puede disefharse
por ingenieria genética una bacteriocina de tipo R para que contenga dos conjuntos independientes de tres fibras
caudales idénticas, comprendiendo las fibras de un conjunto los mismos tres mondémeros no idénticos y
comprendiendo las fibras del otro conjunto tres mondmeros diferentes no idénticos. Cada monémero puede poseer
afinidades de union para dos epitopos diferentes (por ejemplo, dos receptores diferentes), del mismo modo que hace
Mtd. De este modo, cualquier bacteria que expresa una cualquiera o mas de las 12 moléculas de receptor diferentes
usadas como diana (2 "epitopos"/monémero por 3 monoémeros/fibra caudal por 2 conjuntos de diferentes fibras
caudales/bacteriocina de tipo R es igual a 12 receptores usados como diana) podrian unirse a la bacteriocina de
epm multivalente disefiada por ingenieria genética y activar su penetracion de membrana. Dichas bacteriocinas epm
disefiadas por ingenieria genética tienen un intervalo de hospedador innaturalmente elevado, ademas, hacen
elevadamente improbable que una bacteria que expresa mas de un solo receptor usado como diana pueda hacerse
resistente a las bacteriocinas epm disefiadas por ingenieria genética.

En otros aspectos, se proporcionan métodos para el uso de una bacteriocina de epm de la divulgacién. En algunas
realizaciones, se divulga un método para comprometer la integridad de la membrana citoplasmatica de una bacteria.
El método puede comprender poner en contacto una bacteria diana con una bacteriocina de epm, o una porcién de
la misma, tal como se divulga en el presente documento. Como alternativa, el contacto puede ser con una
composicion que contiene la bacteriocina de epm divulgada en el presente documento.

En un grupo de realizaciones, el contacto sucede in vivo en un sujeto. Por lo tanto, se divulga un método para
comprometer la integridad de membrana de una bacteria en un sujeto. El método puede comprender administrar una
bacteriocina de epm o una porcién de la misma tal como se describe en el presente documento al sujeto. En otro
grupo de realizaciones, el contacto sucede in vitro.

En otras realizaciones adicionales mas, se proporciona un método para formar progenie de bacteria no virulenta o
no apta a partir de bacterias progenitoras virulentas. El método puede comprender poner en contacto bacterias
virulentas con una bacterocina epm que se une a un factor de virulencia o aptitud de dicha bacteria progenitora
virulenta tal como se divulga en el presente documento. El método puede entonces continuar permitiendo la
seleccion de progenie de bacterias no virulentas que ya no expresan el factor de virulencia o aptitud.

En una realizacion alternativa, se proporciona un método para mantener una poblacién de bacterias no virulenta. El
método puede comprender poner en contacto a la poblacién con una bacteriocina de epm que se une a un factor de
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virulencia o aptitud de bacterias virulentas. El método continla después y evita la propagacion de bacterias
virulentas. Sin quedar ligados a la teoria y ofrecida para mejorar la comprensién de la divulgacion, una emergencia
de resistencia bacteriana a una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética estara acompafada de una
virulencia o aptitud comprometidas de la bacteria patdgena.

Los métodos de la divulgacion también pueden aplicarse en un ambiente donde no se desea el crecimiento
bacteriano o se considera que es perjudicial. Los ejemplos no limitantes incluyen la esterilizacion de ambientes,
incluyendo zonas médicas e instalaciones para operaciones; asi como zonas de elaboracion de alimentos,
incluyendo zonas donde se manipulan carne o pescado crudos. Los métodos también pueden usarse para esterilizar
objetos sensibles al calor, dispositivos médicos e implantes de tejido, incluyendo érganos para trasplantes.

Los métodos pueden usarse como terapia Unica o como terapia adyuvante, tal como para el tratamiento de
poblaciones bacterianas. Se conocen numerosos agentes antimicrobianos (incluyendo antibidticos y agentes
quimioterapéuticos) que podrian ser Utiles en combinacion con estos métodos para tratar afecciones causadas por
bacterias.

Bacterias diana

Las bacteriocinas epm disefiadas por ingenieria genética de la divulgacion pueden modificarse para que se dirijan a
un receptor en una diversidad de cepas y especies bacterianas, incluyendo bacterias patégenas, tales como
bacterias nosocomiales o piogénicas, como ejemplos no limitantes. Ademas de usar como diana los factores de
virulencia de bacterias seleccionadas tal como se describe en el presente documento, las bacterias que ya son
susceptibles a los bacteri6fagos son un grupo no limitante de bacterias que pueden inhibirse mediante una
bacteriocina de epm, tal como una piocina modificada, de la divulgacion. Estas bacterias incluyen las bacterias
gram-negativas que son susceptibles, asi como no sensibles a piocinas de origen natural. Los ejemplos no limitantes
adicionales incluyen bacterias gram-negativas como grupo asi como bacterias gram positivas. Hay informes de
entidades similares a bacteriocinas en bacterias gram-positivas (Thompson y Pattee, 1981; Birmingham y Pattee,
1981; Zink et al., 1995). En algunas realizaciones, se identifica o diagnostica la bacteria diana. Los ejemplos no
limitantes de dichas bacterias incluyen aquellas de los géneros Escherichia, Staphylococcus, Clostridium,
Acinetobacter, Pseudomonas o Streptococcus.

Como ejemplo no limitante de usar como diana un factor de virulencia, la divulgacion incluye el uso de un RBD de
proteina de fibra caudal de fago como aquel de la proteina gp37 de un fago similar a T-par o RB-69 denominado AV
17 que infecta a E. coli O157:H7 pero que no infecta a una cepa mutante derivada de esta que haya perdido el
antigeno O157. (Véase Yoichi et al., 2005). La unién de este fago parece requerir la presencia del antigeno 0157,
un factor de virulencia, implicado en la adhesién al intestino del organismo patégeno E. coli O157:H7. Por lo tanto,
una bacteriocina de epm de la divulgacion puede contener una proteina de fibra caudal modificada que contiene el
RBD de la proteina gp37 (SEC ID N°: 33) del fago AV17 anteriormente descrito de tal modo que la bacteriocina de
epm modificada se dirige a un factor de virulencia, el antigeno 0157, de E. coli O157:H7. La chaperona afin para la
fibra caudal de AV17 tiene la SEC ID N°: 34.

Otras bacterias diana incluyen aquellas responsables de infecciones tdpicas o localizadas por P. aeruginosa en
seres humanos. Una "infeccion" se refiere al crecimiento de bacterias, tal como en un sujeto o tejido o célula no
bacteriana, en el que la bacteria de hecho o potencialmente puede causar enfermedad o un sintoma en el sujeto,
tejido o célula no bacteriana. El tratamiento de una infeccidon puede incluir tratamiento profilactico de sustancias o
materiales. Los ejemplos no limitantes incluyen érganos donados, tejidos y células; equipamiento médico, como una
magquina de respiracion artificial o de dialisis; o heridas, tales como aquellas durante o después de una cirugia. Otros
usos incluyen la eliminacion de bacterias diana que pueden causar problemas tras un crecimiento adicional. En
realizaciones adicionales, se usa una bacteriocina de epm para tratar plantas o partes de plantas recogidas con
infecciones o contaminaciones bacterianas, o para tratar apariciones ambientales de las bacterias diana, tal como en
una instalacién hospitalaria o comercial.

La divulgaciéon proporciona el tratamiento, mediante administracion o contacto con una bacteriocina de epm
divulgada en el presente documento para dirigirse a la bacteria, de dichas infecciones en tejidos y sujetos, del modo
siguiente. Las infecciones incluyen las infecciones comunes de la cérnea ("queratitis” y Ulceras corneales), al menos
dos tercios de estas estan causadas por P. aeruginosa. Se ha demostrado que aproximadamente un 30% de estos
patégenos son resistentes a multiples antibidticos (Mah-Sadorra et al., 2005). La infeccion bacteriana de la cérnea
se considera una afeccion relativamente infrecuente pero grave que requiere de atenciéon médica urgente debido al
potencial de vision reducida o incluso de pérdida de visidon en el ojo afectado. Otras infecciones comunes que
pueden tratarse y que estan causadas por P. aeruginosa resistente a antibioticos, incluyen infecciones éticas, por
ejemplo, "oido de nadador" (Roland y Stroman, 2002), aquellas secundarias a quemaduras y heridas graves (Holder,
1993) vy fibrosis quistica. La fibrosis quistica que se agravada de manera consistente por infecciones crénicas
resistentes a antibidticos causadas por P. aeruginosa y su familiar cercano, Burkholderia cepacia (Govan y Deretic,
1996) y estos patdgenos en la fibrosis quistica pueden tratarse mediante el uso de una bacteriocina de epm
disefiada por ingenieria genética. Debido a que las bacteriocinas, tales como las piocinas, toleraran la liofilizacion
(Higerd et al., 1969), la divulgacion incluye una formulacion liofilizada de una bacteriocina para su administracion
para mejorar la probabilidad de una administracion satisfactoria a la via aérea superior y/o inferior del tracto
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respiratorio.

Tal como se describe en el presente documento, el tratamiento de un sujeto es tipicamente el tratamiento de "un
sujeto que necesite tratamiento”. La determinacion, o diagnostico, de la necesidad de tratamiento puede efectuarse
por un experto en la materia, tal como un clinico, usando medios reconocidos en la técnica. En algunas
realizaciones, el sujeto es un animal o una planta con una infeccion bacteriana que tiene potencialmente riesgo de
muerte o que deteriora la salud o acorta la esperanza de vida del organismo.

En realizaciones adicionales, se proporciona un método para eliminar o inhibir el crecimiento de bacterias en una
pelicula bioldgica. Dicho método puede comprender poner en contacto una pelicula biolégica con una bacteriocina
de epm divulgada en el presente documento que usa las bacterias en la pelicula biolégica como diana.

Tal como se describe en el presente documento, una bacteriocina de epm antibacteriana se usa para inhibir el
crecimiento, supervivencia, o replicacion de una bacteria particular. La bacteria puede ser una cepa patégena o
ambientalmente perjudicial, o puede tratarse de manera profilactica. Un microorganismo patégeno causa
generalmente enfermedades, en ocasiones solo en circunstancias particulares.

Las bacterias pueden ser las de una infeccion nosocomial (hospitalaria), bacterias ambientales y bacterias
piogénicas (formadoras de pus). Los métodos y composiciones de la divulgacion pueden usarse para inhibir el
crecimiento de bacterias nosocomiales, incluyendo bacterias que pueblas un ambiente hospitalario tipico, o bacterias
que estan presentes en la piel humana o en el tracto gastrointestinal humano, o bacterias que infectan y forman pus
en heridas. Las infecciones nosocomiales son infecciones que se hacen evidentes durante un ingreso hospitalario o
estan relacionadas con un procedimiento llevado a cabo en un hospital. Estas infecciones relacionadas con el
procedimiento a menudo se hacen evidente después de que los pacientes hayan sido dados de alta del hospital. Las
infecciones bacterianas nosocomiales mas comunes son infecciones del tracto urinario, infecciones de la zona
quirdrgica, neumonia, diarrea asociada con C. difficile y colitis ssudomembranosa, e infecciones sistémicas graves
en las que las bacterias crecen en la sangre.

Los métodos y composiciones de la divulgacion pueden usarse para inhibir el crecimiento de bacterias gram
negativas o gram positivas. Los ejemplos no limitantes de bacterias gram positivas incluyen Staphylococcus
(piogénica), Enterococcus (oportunista), Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium,
Corynebacterium y Clostridium. Los ejemplos no limitantes de bacterias gram negativas incluyen Pseudomonas
(piogénica), E. coli (oportunista), Salmonella (oportunista), Campylobacter (oportunista), Proteus (piogénica),
Klebsiella (oportunista), Enterobacter (piogénica), Citrobacter (piogénica), bacilos gram negativos no fermentadores
(tales como Acinetobacter) y Shigella. Los cocos piogénicos son bacterias esféricas que causan diversas infecciones
supurantes (productoras de pus) en animales. Se incluyen los cocos gram positivos Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Streptococcus pneumoniae, y los cocos gram negativos, Neisseria gonorrhoeae y N.
meningitidis.

En realizaciones adicionales, los métodos y composiciones divulgados de la divulgacion se usan para inhibir el
crecimiento, particularmente de bacterias resistentes a antibidticos. Los ejemplos no limitantes incluyen numerosos
patégenos bacterianos que se han hecho resistentes a diversos farmacos (MDR).

Diseno de piocinas por ingenieria genética como ejemplo representativo no limitante

Francois Jacob descubri6 y describié por primera vez las piocinas como bacteriocinas de elevado peso molecular
(Jacob, 1954). Se han descrito entidades similares a bacteriocinas en otras muchas bacterias gram negativas
(Coetzee et al., 1968) asi como en Listeria moncytogenes (Zink et al. 1995) y Staphylococcus aureus (Thompson y
Pattee, 1981), los cuales son ambos organismos gram positivos. Aunque las piocinas se asemejan
morfolégicamente a las colas de bacteridfagos contractiles (myoviridae), estas no son simplemente fagos
defectuosos; hay diferencias significativas. Por ejemplo, existen diferencias en la estabilidad fisica y quimica entre
piocinas y colas de fago (Kageyama y Egami, 1962; Nakayama et al., 2000).

Aunque los abanicos de hospedador de las piocinas son relativamente estrechos y normalmente restringidos a
cepas de la misma especie, hay excepciones (Morse et al, 1976; Blackwell et al., 1982). Por otro lado, los
bacteriéfagos de myoviridae pueden mostrar amplios intervalos de hospedador y sus intervalos de hospedador, al
igual que los de las piocinas, estan determinados por las especificidades de uniéon de las puntas de sus fibras
caudales (Tetart et al., 2001).

Para numerosas fibras caudales de fago, el tercio distal (3'-terminal) del gen varia en mutantes o variantes con
intervalo de hospedador de fago alterado, o "tropismos" (Ackermann, 2003). Como ejemplo no limitante, el
determinante principal de tropismo (Mtd), la proteina de unién a receptor del bacteriéfago de Bordetella BPP-1, varia
en secuencia ampliamente (Liu et al., 2004; Doulatov et al. 2004). La variacion en Mtd depende de un retroelemento
codificado por fago (retroelemento generador de diversidad, o DGR) que pertenece a una familia de DGR implicada
en la generacion de variacion de secuencia en diversos genomas de fago y bacterianos. EIl DGR de Bordetella
puede producir mas de 10" variantes de secuencia diferentes de Mtd, que rivalizan con las 1010 posibles
secuencias de los anticuerpos. Las variantes de Mtd se producen por un proceso Unico de mutagénesis especifica
de adenina que implica una transcriptasa inversa codificada por el DGR (bRT) y una regién molde estable (TR). La
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variabilidad en el Mtd se centra en 12 aminoacidos codificados por adenina que estan dispersos a lo largo de su
region variable C-terminal (VR) (Doulatov et al. 2004). Las estructuras cristalinas tridimensionales de numerosas
variantes de Mtd de Bordetella Mtd se han resuelto y confirman, tal como se describe mas adelante, que la punta de
la estructura determina la especificidad de unién y por lo tanto el tropismo principal (intervalo de hospedador) del
fago (McMahon et al., 2005). Por lo tanto, tal como se describe adicionalmente a continuaciéon, Mtd y su sistema
DGR relacionado puede usarse en la practica de la divulgacion.

Muchas especies de Pseudomonas poseen los genes para las piocinas de tipo R (Takeya et al., 1969; Kageyama,
1975). El locus de piocina de tipo R consiste en aproximadamente 16 grupos de complementacion que incluyen
aproximadamente 10 genes estructurales ademas de genes reguladores y de chaperona (Shinomiya et al. 1983a;
Shinomiya et al., 1983b). Las piocinas de tipo R se asemejan morfologica y genéticamente a las colas de los
bacteriofagos de myoviridae pero no tienen estructura de cabeza y por lo tanto no tienen contenido de acido nucleico
(Kageyama, 1964; Ishii et al., 1965; Shimizu et al., 1982). Se cree que han evolucionado a partir de la estructura de
la cola de fago de un ancestro relacionado con P2, pero no son simplemente fagos defectuosos, habiendo adaptado
su papel adicionalmente como agentes bactericidas defensivos (Nakayama et al, 2000). De manera similar a los
bacteriofagos, sin embargo, las piocinas se unen a "receptores" moleculares especificos en bacterias diana y
penetran sus membranas con una estructura de "nucleo" o acicular (Uratani y Hoshino, 1984). Como consecuencia
inmediata de la penetracion del nicleo de las membranas, la bacteria se elimina comprometiendo la integridad de su
membrana citoplasmatica y disipando su potencial de membrana, un suceso bactericida que puede ser el resultado
del ataque por una sola piocina (lijima, 1978; Uratani y Hoshino, 1984; Strauch et al., 2001).

El RBD, o determinante de unién a receptor de la unién a piocina R, de una piocina de tipo R tipica se une a una
molécula de la superficie bacteriana. En el caso de un aislado de piocina R2, el RBD se encuentra en la parte
carboxilo terminal de su fibra caudal. La fibra caudal es un homotrimero del producto del gen prf15 (Nakayama et al.,
2000). La modificacion del RBD en el gen prf15 y la recombinaciéon del gen prf15 modificado en un sistema que
produce piocinas de tipo R permiten la produccién de una piocina modificada con especificidad de uniéon modificada.

El determinante principal de tropismo (Mtd) de bacteri6fago de Bordetella posee varias propiedades Unicas y Utiles
como dominio de unién. La forma funcional de Mtd en bacteriéfago de Bordetella es un homotrimero que se une a la
proteina de factor de virulencia, pertactina, en Bordetella. Por lo tanto, el gen mtd puede fusionarse al extremo distal
del gen prf15 para beneficiarse de las propiedades del Mtd. Por lo tanto, tal como se describe en el presente
documento, un aspecto de la divulgacion incluye la construccion de una proteina de fusién entre la proteina de fibra
caudal de piocina de tipo R de P. aeruginosa (Prf15) y el determinante principal de tropismo (Mtd) de fago de
Bordetella, BPP-1. Puede usarse una fusién Prf15-Mtd para complementar in frans a una eliminacion de prf15 de
piocina de P. aeruginosa PAQ1 para que se una a y elimine a Bordetella bronchiseptica que expresa pertactina o E.
coli que expresa pertactina.

Adicionalmente, el bacteriéfago P2 o P4 puede usarse como subrogado para que porte el gen de fusion de fibra
caudal prf15-mtd de tal forma que el genotipo se acopla al fenotipo de union de la fibra caudal. Esto permite una
transduccion, seleccion y aislamiento eficaz del gen de fibra caudal que codifica el RBD deseado.

Modos de administracion

Una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética de la divulgacion puede administrarse por cualquier
medio adecuado. Los ejemplos no limitantes incluyen administracion tépica o localizada asi como administracion
pulmonar (inhalacién), gastrointestinal, mediante catéter o tubo de goteo, o administracion sistémica a un sujeto. Los
ejemplos representativos y no limitantes de administracion sistémica incluyen la administracion intraperitoneal e
intravenosa. Los efectos protectores de las piocinas administradas por via intraperitoneal e intravenosa se han
demostrado en ratones infectados de manera sistémica con dosis letales de cepas de P. aeruginosa sensibles in
vitro a las piocinas administradas (Merrikin y Terry, 1972; Haas et al., 1974). En algunas realizaciones, el contacto
entre una bacteriocina de epm divulgada en el presente documento y una poblacién bacteriana diana da como
resultado una disminucion en la poblacién de al menos 10, al menos 100, al menos 1000, o al menos 10.000, o mas
veces con relaciéon a la ausencia de la bacteriocina. En otras realizaciones, el contacto puede dar como resultado
una disminucion en la detectabilidad de la bacteria en al menos 5, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos
40, o al menos 50, o mas veces con relacion a la ausencia de la bacteriocina.

Una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética de la divulgacion puede administrarse a cualquier sujeto
afectado con, diagnosticado como afectado con, o que se sospecha que esta afectado con, una infeccion o
contaminacion por bacterias susceptibles a la bacteriocina de epm. Los ejemplos no limitantes de dicho sujeto
incluyen especies de animales (mamiferos, reptiles, anfibios, aves y peces) asi como insectos, plantas y hongos.
Los ejemplos representativos y no limitantes de especies de mamiferos incluyen seres humanos; primates no
humanos; especies agrondmicamente importantes, tales como ganado, cerdos, cabras y ovejas; roedores, tales
como ratones y ratas; mamiferos de compaiiia, exposicion, o espectaculo, tales como perros, gatos, cobayas,
conejos y caballos; y mamiferos para trabajo, tales como perros y caballos. Los ejemplos representativos y no
limitantes de especies de aves incluyen pollos, patos, ocas y pajaros de compafiia o espectaculo, tales como loros y
periquitos. Un sujeto animal tratado con una bacteriocina disefiada por ingenieria genética de la divulgacion también
puede ser un cuadrupedo, un bipedo, un animal acuatico, un vertebrado, o un invertebrado, incluyendo insectos.
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En algunas realizaciones, el sujeto que va a tratarse es un nifio humano u otro animal joven que aun no ha
alcanzado la madurez. Por lo tanto, la divulgacion incluye el tratamiento de afecciones pediatricas que comprenden
la infeccion con bacterias u otros microorganismos susceptibles a una bacteriocina de epm de la divulgacion.

La divulgacion también proporciona el tratamiento o prevencién de una infeccion oportunista, tal como aquella
resultante del crecimiento no deseado de bacterias que estan presentes en la flora microbiana de un sujeto humano
o un animal no humano. Una infeccion oportunista puede ser el resultado de una afecciéon inmunosuprimida en un
sujeto o el resultado de un tratamiento antibidtico que altera la flora comensal del tracto genitourinario (GU) o
gastrointestinal (GI). Por lo tanto, la divulgacién también proporciona el tratamiento o profilaxis de sujetos
inmunosuprimidos y sujetos expuestos a otros agentes farmacéuticos. Una bacteriocina de epm con su actividad
antibacteriana puede usarse en combinacién con otro agente antibacteriano o antimicrobiano, tal como un agente
antibidtico o antifungico como ejemplos no limitantes. Un "agente antimicrobiano" es un agente o compuesto que
puede usarse para inhibir el crecimiento de, o para eliminar, organismos unicelulares. Los agentes antimicrobianos
incluyen antibioticos, agentes quimioterapéuticos, anticuerpos (con o sin complemento), inhibidores quimicos de la
sintesis o funciones de ADN, ARN, proteinas, lipidos o pared celular.

En algunas realizaciones, una bacteriocina de epm se formula con un excipiente o vehiculo "farmacéuticamente
aceptable". Dicho componente es uno que es adecuado para su uso con seres humanos, animales y/o plantas sin
efectos secundarios adversos indebidos. Los ejemplos no limitantes de efectos secundarios adversos incluyen
toxicidad, irritacion y/o respuesta alérgica. El excipiente o vehiculo es uno tipicamente que esta compensado con
una relacion beneficio/riesgo razonable. En muchas realizaciones, el vehiculo o excipiente es adecuado para
administracion tépica o sistémica. Los vehiculos no limitantes farmacéuticos incluyen soluciones, suspensiones y
emulsiones acuosas y no acuosas. Los ejemplos incluyen, pero sin limitacion, excipientes farmacéuticos
convencionales, tales como solucién de suero salino tamponado con fosfato, agua, emulsiones, tales como
emulsiones de aceite/agua y diversos tipos de agentes humectantes. Los ejemplos de disolventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables, tales
como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua, soluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o
suspensiones, incluyendo medios salinos y tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen disolucion de cloruro
sodico, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sddico, aceite de Ringer lactado o aceites fijos. Los vehiculos
intravenosos incluyen refuerzos de nutrientes y fluidos, refuerzos de electrolitos (tales como los basados en dextrosa
de Ringer) y similares.

Las formulaciones y composiciones farmacéuticas adicionales divulgadas en el presente documento comprenden
una bacteriocina de epm aislada especifica para un hospedador bacteriano; una mezcla de dos, tres, cinco, diez, o
veinte 0 mas bacteriocinas que se dirigen a los mismos hospedadores bacterianos; y una mezcla de dos, tres, cinco,
diez, o veinte o mas bacteriocinas que se dirigen a diferentes hospedadores bacterianos o a diferentes cepas del
mismo hospedador bacteriano.

Opcionalmente, también puede liofilizarse una composicion que comprende una bacteriocina de epm de la
divulgacion usando medios bien conocidos en la técnica. La reconstitucion y uso posterior puede ponerse en
practica tal como se conoce en la técnica.

También se proporcionan formulaciones que comprenden bacteriocinas epm microencapsuladas. En algunas
realizaciones, estas pueden proporcionar una cinética de liberacion sostenida o permitir la ingestion oral para que
pasen a través del estomago y al intestino delgado o grueso. En general, las composiciones farmacéuticas pueden
prepararse en diversas formas, tales como granulos, comprimidos, pildoras, supositorios, capsulas (por ejemplo,
adaptadas para administracién oral), microgranulos, microesferas, liposomas, suspensiones, salvas, pastas, lociones
y similares. Pueden usarse vehiculos y/o diluyentes organicos o inorganicos de grado farmacéutico para uso oral y
tépico para preparar composiciones que comprenden a los compuestos terapéuticamente activos. También pueden
incluirse agentes estabilizantes, agentes humectantes y emulsionantes, sales para variar la presién osmotica, o
tampones para asegurar un valor de pH adecuado.

Una bacteriocina de epm se usa tipicamente en una cantidad o concentracién que es "segura y eficaz", que se
refiere a una cantidad que es suficiente para producir una respuesta terapéutica deseada sin efectos secundarios
adversos indebidos, tales como aquellos descritos anteriormente. Una bacteriocina de epm también puede usarse
en una cantidad o concentracion que sea "terapéuticamente eficaz", que se refiere a una cantidad eficaz para
proporcionar una respuesta terapéutica deseada, tal como, pero sin limitacién, una cantidad eficaz para frenar la
velocidad de divisién celular bacteriana, o para provocar el cese de la division celular bacteriana, o para provocar la
muerte o disminuir la velocidad de crecimiento de poblaciéon de las bacterias. La cantidad segura y eficaz o la
cantidad terapéuticamente eficaz variaran con diversos factores, pero puede determinarse faciimente por el
practicante experto sin experimentacion indebida. Los ejemplos no limitantes de factores incluyen la afeccion
particular que se esté tratando, el estado fisico del paciente, el tipo de sujeto que se esté tratando, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (en caso de haberla) y las formulaciones especificas empleadas.

Ademas y anticipandose a la aparicion de resistencia bacteriana a una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria
genética, puede haber un compromiso de la virulencia o aptitud del organismo donde la bacteriocina se dirige al
factor de virulencia o aptitud de la bacteria usada como diana. Debido al mecanismo principal pero no limitante
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mediante el cual una bacteria puede hacerse resistente a una bacteriocina de epm es la pérdida de su receptor para
la bacteriocina, el uso de un factor de virulencia o aptitud tal como se divulga en el presente documento como diana
proporciona muchas ventajas frente a los antibioticos y bacteri6fagos tradicionales. La resistencia a los antibioticos y
bacteriofagos tradicionales puede ser el resultado de muchos mecanismos distintos de la pérdida del receptor o
molécula diana para el agente antibacteriano. Como ejemplos no limitantes, una bacteriocina de epm de la
divulgacion no seria objeto de una bomba de salida bacteriana para eliminar la bacteriocina del ambiente celular y
no seria objeto de un mecanismo de desactivacion de acido nucleico bacteriano.

Habiendo descrito de manera general la materia objeto de la invencion, esta se entendera mas facilmente por
referencia a los siguientes ejemplos que se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden ser limitantes de la
divulgacion, a menos que se especifique.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar, pero no para limitar la materia objeto reivindicada.
Ejemplo 1: Bacteriocinas epm modificadas que contienen una proteina de fusion

a) Sistema de complementacion

Para facilitar la preparacién de una bacteriocina de epm modificada tal como se describe en el presente documento,
se establecid la construccién de un sistema para complementar las fibras caudales in trans. Usando la piocina R2
como modelo representativo, se usé la creacién de una eliminacién de la secuencia codificante prf15 de R2 en el
genoma de P. aeruginosa PAO1 para crear una plataforma en la que se expres6 una proteina de fibra caudal
complementaria, tal como un producto génico de prf15 modificado, in trans.

Generalmente, la eliminacion se efectué mediante el método de Hoang et al. para crear la cepa Aprf15 de P.
aeruginosa PAO1. La region codificante de prf16, SEC ID N°: 4, para la chaperona de R2 se superpone al gen prf15
de R2 en 8 nucledtidos y el sitio de unién a ribosoma se encuentra dentro de la regién codificante de prf15, SEC ID
N°: 3. La proteina Prf16, que no se incorpora necesariamente en la estructura de la piocina, se comunicé como
necesaria para actividad maxima, para el ensamblaje de la fibra caudal trimérica (Figura 8 y Nakayama et al., 2000).
Por lo tanto, se dejaron intactos tanto el sitio de inicio de la transcripcion para prf16 como su sitio de unién a
ribosoma de tal forma que la chaperona se produciria tras la induccién de la construccién de piocina modificada que
codifica una piocina defectuosa "sin cola".

En resumen, se efectud una eliminacion de los codones 11-301 en fase de PRF15 en PAO1 del modo siguiente. Se
amplifico un fragmento de Kpnl-Agel de 1,1 kb cadena arriba de la eliminacion mediante PCR a partir de ADN
gendmico de PAO1 usando los cebadores AV085 (5'-GCTTCAATGTGCAGCGTTTGC) (SEC ID N°: 46) y AV088 (5'-
GCCACACCGGTAGCGGAAAGGCCACCGTATTTCGGAGTAT) (SEC ID N9 47) y se amplifico un fragmento de
Agel-EcoRl de 2,2 kb usando los cebadores AV087 (5-
ATACTCCGAAATACGGTGGCCTTTCCGCTACCGGTGTGGC) (SEC ID N 48) 'y AV086  (5-
TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAAGTTCTT) (SEC ID N°: 49). Los fragmentos de restriccion resultantes se
clonaron en los sitios de Kpn/ y EcoRI de pEX18Gm (Hoang et al) para producir pEXGm-Aprf15. La construccion
terminada se transformo en una cepa de PAO1 mediante electroporacion (Chuanchuen et al). Se seleccionaron los
integrantes con gentamicina 100 pg/ml y los segregados se seleccionaron posteriormente en medios que contenian
sacarosa 5 pg/ml y que carecian de NaCl y gentamicina. Los candidatos de eliminacion se confirmaron mediante
analisis PCR, induccién de piocinas y secuenciacion de un fragmento amplificado mediante PCR.

La cepa PAO1 Aprf15 crece de manera similar a la de su cepa parental, PAO1 y los genes codificantes de piocina
permanecen inducibles a través de la respuesta SOS, que da lugar a la lisis de la célula. Aunque parece haber algo
de produccion de los productos génicos de piocina, no parecié haber produccion de particulas de piocina "sin cola" a
partir de PAO1 Aprf15.

La piocina R2 Prf15 se expreso in trans clonando en primer lugar la secuencia codificante en el vector lanzadera de
Pseudomonasl/E. coli de amplio intervalo de hospedador, pUCP30T. Véase la Figura 9. En algunas construcciones
iniciales, la transcripcion se dirigié de manera constitutiva o bajo el control de /acl a partir del promotor tac. Pero en
otras construcciones, se modifico la transcripcion para que estuviese regulada con un promotor endégeno de prf15
de tal forma que la expresion estuviese regulada a través de la respuesta SOS. Esto permitid la expresion del gen
prf15 modificado para que se indujese de manera sincronizada con la expresiéon de los otros genes de piocina
residentes en el genoma de PAO1 Aprf15.

En resumen, se modificé el vector de amplio intervalo de hospedador pUCP30T (Schweizer, H.P et al) rellenando el
sitio Unico para BspHI para formar pUCP30TABsp. Se amplificé un promotor tac mediante PCR a partir de un vector
de expresion de Mid (un presente de Jeffery F. Miller, UCLA) usando los cebadores AV110 (5-
TTTATTAGCGGAAGAGCCGACTGCACGGTGCACCAATG) (SEC ID Ne°: 50) y AV114 (5-
CCCTCGAATTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGAAATTG) (SEC ID N° 51) y después se clon6 en pUCP30TABsp
para crear pUCP-tac.
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La region codificante de PRF15 de R2 se amplificé a partir de un subclon usando los cebadores AV118 (5'-
CTTCCTTTCATGACGACCAATACTCCGAA) (SEC ID Ne: 52) y AV 116 (5'-
ACCACGAATTCTTCATCGTCCAAATGCCTC) (SEC ID N°: 53), mientras que los prf15y prf16 de R2 se amplificaron
usando los cebadores AV118 y AV086 (5-TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAAGTTCTT) (SEC ID N° 49). Los
fragmentos amplificados de prf15 y prf15/16 se clonaron en pUCPtac digerido con BspHI y EcoRI para producir
pUCP-tac- prf15 y PUCP-tac- prf15/16.

Para la expresion usando el promotor enddgeno de prf15, se amplificaron prf15 'y prf16 junto con la secuencia de
1088 pb cadena arriba de prf15 a partr de un subclon usando los cebadores AV107 (5-
CACCATCTAGACAATACGAGAGCGACAAGTC) (SEC ID Ne°: 54) y AV091 (5'-
TCCTCAAGCTTACGTTGGTTACCGTAACGCCGTG) (SEC ID N°: 55) y se clonaron en pUCP30T digerido con Xbal
y Hindlll para crear pUCP-R2p- prf15/16.

Las bacterias en crecimiento en suspension en fase logaritmica y que contenian los plasmidos de expresion se
trataron con 3 pug de mitomicina C/ml para inducir la produccién de piocina. Se produjeron piocinas estables tras la
induccién con rendimientos similares a los de PAO1 de tipo silvestre. Las piocinas tenian el mismo espectro
bactericida y nivel de actividad que la piocina de R2 producida a partir de PAO1. Parece que la produccion de una
piocina estable compleja requiere la expresion de una proteina de fibra caudal ademas de la expresion de los otros
genes codificantes de piocina y es suficiente la expresion de los genes de fibra caudal in frans.

Cuando se expres6 prf15 de manera constitutiva a partir del promotor tac, el crecimiento celular fue destacadamente
mas lento que cuando se reguldé mediante /ac/ o el promotor enddgeno. Aunque parece que la produccion de PRF15
solo en la célula es perjudicial, los rendimientos de piocinas generadas a partir de ambos promotores son
comparables.

Se preparé una construccion de plasmido a partir de la cual se expresé conjuntamente prf16 de R2 con prf15 de R2
para asegurar la expresion temporal adecuada de prf16 para el plegamiento de PRF15 expresada in trans.

b) Bacteriocinas epm recombinantes

Tal como se describe en el presente documento, se han reconocido cinco piocinas de tipo R diferentes, basandose
en sus espectros y se han denominado R1-5. Debido a que las secuencias génicas que codifican las proteinas de
fibra caudal solo se conocian para R1 (SEC ID N° 1) y R2 (SEC ID N°: 3), se usé PCR para aislar y secuenciar
genes de fibra caudal de piocina de R3 (SEC ID N°: 5), R4 (SEC ID N° 7) y R5 (SEC ID N°: 9) junto con su
chaperona afin presente en sus cepas productoras, SEC ID N°: 6, 8 y 10, respectivamente. Los genes de chaperona
de las piocinas R1 y R2 también se clonaron y secuenciaron, SEC ID N°: 2 y 4, respectivamente. Para confirmar la
hipotesis de que la fibra caudal dicta el espectro, se obtuvieron y expresaron las proteinas de fibra caudal de piocina
R1, R3, R4 y R5 in trans en PAO1 Aprf15 de tal forma que se incorporarian en la estructura de piocina R2. Cada una
de las cepas recombinantes resultantes se indujeron para producir piocinas y se determiné el espectro de cada una
mediante ensayos de puntos, tal como se muestra en las Figuras 2 y 8.

c) Proteinas de fusion como proteinas de fibra caudal

Se cre6 una fusion del gen de fibra caudal de R2, prf15, y de secuencias de gen H de P2, se expresé y se uso para
producir bacteriocinas epm adicionales de la divulgacion. El bacteriéfago P2, que infecta a muchas cepas de E. col,
tiene un gen H codificante de fibra caudal, (SEC ID N°: 25) que tiene una similitud de secuencia significativa con
prf15 de R2 (SEC ID N°: 3), particularmente en la region codificante en el extremo N-terminal. La porcion del gen H
que codifica los 551 restos de aminoacidos C-terminales de la proteina de fibra caudal de P2, que es la region
supuesta que confiere especificidad de diana (RBD), se fusion6 a la porcion de prf15 que codifica la region de placa
base de union (BPAR) de 164 aminoacidos N-terminales de R2 PRF15 para codificar una proteina de fibra caudal
modificada (SEC ID N°: 27).

El bacteriéfago P2 también codifica una supuesta chaperona de fibra caudal, codificada por el gen G (SEC ID N°:
26), similar a la codificada por prf16 de piocina R2 (SEC ID N°: 4) y las chaperonas de muchos de los otros fagos de
myoviridae. Debido a que es probable que la chaperona codificada por el gen G sea importante para el plegamiento
de la porcion C-terminal de la proteina de fibra caudal de P2 en la fusion, se produjeron construcciones para
expresar conjuntamente el gen G de P2.

Se amplificé la porcion de aminoacidos 1-164 codificantes de prf15 de R-2 a partir de un subclon usando los
cebadores AV 118 y AV 127 (5'-TTCTTTAAGCTTTTCCTTCACCCAGTCCTG) (SEC ID N°: 56) y se digirid6 con
BspHI y Hindlll. La porcion del gen H de P2 que codifica los aminoacidos desde la posicion 158-669 se amplificé a
partr de wuna reserva de fago P2 (Richard Calendar) usando los cebadores AV124 (5'-
CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG) (SEC ID Ne: 57) y AV126 (5'-
TCCTTCGAATTCTTACACCTGCGCAACGT) (SEC ID N°: 58). El gen H de P2 158-669 mas el gen G se amplificaron
usando los cebadores AV124 y AV125 (5'-CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG) (SEC ID N°: 59). Cada uno
de los productos de PCR de P2 se digiri6 con Hindlll y EcoRI. Se cre6 pUCP-tac-R2-P2H clonando el fragmento de
prf15 que codifica el fragmento de 1-164 aminoacidos junto con el fragmento del gen H de P2 que codifica el
fragmento de 158-669 aminoacidos en pUCP-tac digerido con BspHI y EcoRI. pUCP-tac-R2-P2HG se generd

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 548 392 T3

clonando el fragmento de prf15 que codifica el fragmento de 1-164 aminoacidos junto con el fragmento de gen H de
P2 que codifica el fragmento de 158-669 aminoacidos mas el gen G en pUCP-tac digerido con BspHI y EcoRI.

En resumen, se transformé PAO1 Aprf15 con las construcciones de prf15-gen H de P2 y se indujo la produccion de
piocina con mitomicina C. Las particulas de piocina se purificaron y ensayaron respecto de su actividad mediante
pruebas puntuales y mediante el ensayo de supervivencia bacteriana (véase la Figura 2). Las particulas de piocina
purificadas que contenian la fibra caudal de fusién de R2-P2 tenian actividad bactericida frente a la cepa de E. coli
Cla pero fueron incapaces de eliminar a la cepa de P. aeruginosa 13s. Ademas, se necesito la expresion del gen G
de P2 para producir piocina activa. Esto apoya a la hipotesis de que la chaperona es necesaria para un plegamiento
adecuado de la porciéon C-terminal de la fibra caudal, tal como se muestra en la Figura 8.

Las capacidades de un rango de diferentes proteinas de fusion de fibra caudal de R2-P2 para formar piocinas que
eliminasen a E. coli C1a se exploraron mediante una serie de diferentes fusiones de R2-P2. Los ejemplos
representativos de estas fusiones se muestran en las Figuras 4-7, junto con la indicacion de sus actividades
bactericidas frente a E. coli C1a.

d) Fusiones adicionales

Se ha producido una bacteriocina de epm modificada adicional para que se dirija a Y. pestis. L-413c es un
yersiniéfago que infecta a la mayoria de cepas de Y. pestis (Richard Calendar, comunicacion personal). La mayoria
del genoma de L-413c es altamente similar a P2 con la excepcion destacable del gen de fibra caudal H, SEC ID N°:
28, que ha divergido considerablemente. Sin quedar ligados a la teoria y ofrecidos para mejorar la comprension de la
divulgacion, la variacion del gen de fibra caudal H y por lo tanto de la proteina codificada, es la caracteristica que
con mas probabilidad explica su gama de hospedador diferente.

El extremo N-terminal del gen H de L-413c (SEC ID N°: 28), sin embargo, comparte una similitud de secuencia
considerable con su homélogo de P2 (SEC ID N°: 25), probablemente debido a su funcién de unién a placa base. Se
construy6 una fusion para crear una proteina de fusion de fibra caudal con los aminoacidos 1-164 N-terminales de
PRF15 de R2 fusionados a la porcién C-terminal (posiciones 158-913) de la fibra caudal de L-413c para crear una
fibra caudal modificada, tal como se muestra en la Figura 10 (SEC ID N°: 30). La fusién se expresé en PAO1 Aprf15
junto con la chaperona afin de fibra caudal de L-413c, gen G (SEC ID N°: 29), tal como se describe anteriormente.
Después de la induccion, las particulas de piocina producidas eliminaron a Y. pestis KIM asi como a E. coli C y por
lo tanto tienen un espectro de eliminaciéon analogo a la gama de hospedador del yersiniéfago L-413c. Las piocinas
modificadas no eliminaron a ninguna de las cepas de Pseudomonas.

Se ha producido una particula de piocina epm adicional con una nueva fibra caudal de fusion creada entre el BPAR
de piocina de tipo R de P. aeruginosa (codificado por prf15) y el gen de fibra caudal orf34 y/o el RBD del gen de fibra
caudal orf35 de VHML (SEC ID N° 21 Y 22, respectivamente). Para crear las particulas de piocina, el gen de
chaperona afin de VHML (SEC ID N°: 23) se expresé de manera conjunta con los genes de fusion de fibra caudal
modificados. Se formaron y analizaron piocinas con las fibras caudales modificadas. La bacteriocina de epm
modificada resultante con el RBD derivado de VHML puede someterse a diversificaciéon mediante el DGR natural de
VHML.

El determinante principal de tropismo (Mtd) del bacteri6fago BPP-1 de Bordetella tiene un dominio de lectina de tipo
C (CTL), que sirve como determinante de unién para muchos tipos diferentes de moléculas y en muchos contextos
bioldgicos diferentes (Drickamer, 1999; McMahon et al., 2005). En BPP-1, Mtd se incorpora como un dominio
globular homotrimérico localizado en el extremo de la cola del fago, donde puede unirse a la proteina de superficie,
pertactina, un factor de virulencia expresado sobre la superficie externa de Bordetella bronchiseptica y Bordetella
pertussis (Liu et al., 2004). En este contexto, Mtd también es la diana de la mutagénesis de hospedador mediada por
fago, que puede dar como resultado que el bacteriéfago adquiera un nuevo determinante de unién para infectar a su
hospedador continuamente cambiante.

Estudios estructurales recientes del dominio Mtd y de varias de sus variantes diversificadas, han demostrado como
la punta de la fibra trimérica forma un andamio rigido que puede contener mas de 10 trillones de ligandos variantes
(McMahon et al. 2005). Al fusionar el dominio Mtd a la proteina de fibra caudal de la piocina y después diversificar el
dominio Mtd usando el sistema de DGR descrito por Miller y colaboradores (Liu et al., 2004; Doulatov et al., 2004),
se crea una gran biblioteca de variantes, a partir de la cual se seleccionan y obtienen los genes que codifican colas
de piocina con especificidad de unién alterada.

Ejemplo 2: Ensayos de proteinas de fusion
a) Purificacion de piocina y ensayos

Se cultivaron PAO1 y derivados agitando a 200 rpm a 37°C en medio G suplementado con gentamicina 50 ug/ml
cuando se necesité para mantener los plasmidos. Cuando los cultivos alcanzaron una DO600 de 0,250, se afhadié
mitomicina C a una concentracioén final de 3 pg/ml. Los cultivos se incubaron durante 2,5 horas adicionales hasta
que se produjo la lisis. Se afiadieron cinco pl de DNasa1 y se dejd incubar el cultivo durante 30 minutos adicionales.
Los restos se retiraron mediante centrifugacion a 12.000 rpm en un rotor Beckman JLA-16.250 durante 1 hora. Se
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afnadié lentamente sulfato de amonio saturado, a una velocidad de 1 ml/min, al sobrenadante agitado sobre hielo,
hasta un volumen final afadido de 65 ml por 100 ml de sobrenadante del lisado. Esto se almacené a 4 °C durante
toda la noche. El precipitado de sulfato de amonio se recogié mediante centrifugacion a 12.000 rpm durante 1 hora 'y
se resuspendio el precipitado en 10 ml de tampén TN50 (tris 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7,5). Las particulas de piocina
en la solucidon resuspendida se sedimentaron entonces a alta velocidad, 20.000 rpm (65.000 x g) en un rotor
Beckman JA-25.50 durante 1 hora y se resuspendieron en 3-5 ml de tampon TN50. Las preparaciones de piocina se
consideraron como >90% puras mediante electroforesis en gel de SDS poliacrilamida.

Se llevaron a cabo ensayos cuantitativos de piocina contando la supervivencia bacteriana en un método ligeramente
modificado, tal como se describe por Kagayama et al., 1964. Las muestras de piocina se incubaron con bacterias
diana (aproximadamente 1x10° UFC/ml) durante 40 minutos a 37°C. Después se diluyeron las muestras y se
emplacaron para contar a los supervivientes. El nUmero de particulas de piocina estan relacionados con la fraccion
de supervivientes bacterianos en una distribucién de Poisson, m = -InS, donde m = el nimero medio de sucesos
letales/célula 'y S es la fraccion de supervivientes. El numero total de particulas de piocina activa/ml = m x células/ml.
La cepa 13s fue la Pseudomonas aeruginosa usada en estos ensayos y es un aislado clinico resistente a muchos
antibidticos, pero sensible a todas las 5 piocinas de tipo R. La diana de E. coli fue C1a, amablemente proporcionada
por Richard Calendar.

Se llevaron a cabo también ensayos semicuantitativos mediante un método puntual donde las muestras de piocina
se diluyeron en serie en tampon TN50 y se puntearon sobre tiras de bacterias diana. Después de una incubacion
durante toda una noche a 37°C, se pudo observar la actividad de la piocina mediante una zona clara de eliminacién
en la tira. La Figura 2 muestra resultados representativos de este formato de ensayo.

Ejemplo 3: Bacteriéfago recombinante para explorar fibras caudales disefiadas por ingenieria genética

El bacteriéfago P4 se usa como subrogado para portar el gen de fusion de fibra caudal basado en Prf15 de tal forma
que el genotipo esta acoplado al fenotipo de union de la fibra caudal. Esto permite una seleccion y transduccion
eficaz del gen de fibra caudal deseado.

El bacteriéfago P2 es un colifago de temperatura que puede infectar a otras especies entéricas y puede replicarse
en, pero no infectar a, P. aeruginosa (Bertani y Six, 1988; Kahn et al., 1991). Las piocinas de tipo R estan
estrechamente relacionadas genéticamente y estructuralmente a P2 y la proteina de fibra caudal de P2, codificada
por el gen H, muestra homologia con prf15 en la porcién N-terminal, donde sucede la unién de la placa base
(Haggard-Ljungquist et al., 1992; Nakayama et al., 2000). Al desplegar el bacteri6fago P2 o P4 como fago
subrogado, en el que se incorporan fibras caudales codificadas por plasmido en lugar de las fibras codificadas por
fago P2, se permite la presentacion y seleccion de fibras de fusion en un contexto que se asemeja estrechamente a
su contexto funcional previsto en la piocina.

El genotipo de fibra caudal puede acoplarse fisicamente al fenotipo de unién en una particula de fago transductor
para seleccidon genética, similar a la tecnologia de presentacion en fagos. Cuando un fago P2 con una mutacion
ambar en su gen de proteina de fibra (H) infecta a una E. coli que porta un plasmido con un sitio de empaquetado
cos, que normalmente actia como una sefial para empaquetar el ADN gendmico del bacteriéfago (Ziermann y
Calendar, 1991; Kahn et al., 1991), ésta empaquetara al plasmido que contiene cos en las cabezas de fagos P2
nuevamente sintetizados. El plasmido codifica y expresa gen de fusion de cola basado en prf15 y confiere
resistencia a gentamicina. La fibra caudal de fusion expresada a partir del plasmido en la E. coli infectada por P2 se
incorpora en el bacteriéfago P2 en lugar del producto génico de H defectuoso (truncado ambar) (proteina de fibra
caudal de P2). Tras la lisis de la bacteria, las particulas transductoras basadas en P2 liberadas portan el plasmido
que contiene cos que contiene el gen de fusion de cola basado en prf15 en vez del genoma de P2 y posee fibras
caudales de fusion de Prf15 en vez de fibras caudales de P2.

La transduccion de particulas de fago con la capacidad para unirse a células y activar el mecanismo de inyeccion del
bacteriofago confiere entonces resistencia a gentamicina a las bacterias usadas con éxito como diana, a partir de las
cuales se aisla el gen de fusion de fibra seleccionado a partir del plasmido después de la replicacion de las bacterias
con seleccion de gentamicina. El gen de fibra caudal en los plasmidos se manipula ademas facilmente para crear
uniones de fusion y para diversificar el RBD para redisefiar y optimizar la funcion del RBD de fibra caudal.

Esta estrategia también supera muchas de las dificultades impuestas por la presentacion C-terminal de una proteina
trimérica cuando se usan sistemas de presentacion en fago convencionales (Held y Sidhu, 2004). El bacteriéfago P2
tiene fibras caudales que se asemejan genética y morfologicamente a las de las piocinas (Nakayama et al., 2000).
Las fibras caudales se unen a las placas base de P2 y piocinas a través de sus extremos N-terminales y hay una
similitud de secuencia significativa de los extremos N-terminales de las fibras caudales de P2 y piocina R2
(Nakayama et al, 2000; Haggard-Ljungquist et al., 1992). Ademas, el gen de la fibra caudal del fago relacionado con
P2, PS17, puede complementar al gen de fibra caudal de piocina R2, prf15 (Shinomiya, 1984; Shinomiya e Ina,
1989).

Como alternativa, el RBD se fusiona directamente al dominio N-terminal del gen H de la fibra caudal, o a los genes
de fibra caudal de fago VHML de Vibrio harveyii (que al igual que BPP-1 también contienen un DGR funcional) se
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fusiona al dominio N-terminal del gen H de P2.
Ejemplo 4: Métodos para recuperar el gen de fibra caudal deseado

Un bacteriéfago P2, P4 o ®CTX que porta un gen de fibra caudal modificado por ingenieria genética actua como
subrogado para acoplar el genotipo de fibra caudal de piocina al fenotipo de unién. Al seleccionar o explorar
fenotipos de unién especificos a partir de las bibliotecas diversificadas o mutadas de los genes de fibra caudal
portados en bacteriéfagos subrogados, se pueden aislar los genes de fibra caudal que codifican una especificidad de
union deseada. La seleccién puede llevarse a cabo mediante ciclos Unicos o multiples de enriquecimiento
adsorbiendo los bacteriéfagos subrogados o transduciendo particulas en moléculas diana en fase solida, bien
eliminado primero los de unién no deseados y después aislando, de entre los subrogados restantes, aquellos que se
unen a las moléculas diana previstas, o vice versa. Como alternativa, la seleccién puede suceder aplicando
cualquier etapa de unién individualmente. En ultimo lugar, el subrogado que muestra el fenotipo de unién deseado
puede someterse a extraccion y aislamiento de ADN del gen de fibra caudal portado clonando fragmentos de
enzimas de restriccion o mediante reacciones PCR usando cebadores oligonucleotidicos que se unen a secuencias
de ADN especificas periféricas a la porcion diversificada del gen de fibra caudal.

El bacteriéfago subrogado deseado puede purificarse en placa o en una tira de bacterias que expresan la diana
molecular de interés, por ejemplo, un factor de virulencia o aptitud mediante el cual los bacteriéfagos subrogados
infectan al hospedador. Las bacterias que expresan el factor pueden ser el patdégeno de interés, por ejemplo,
Pseudomonas aeruginosa, o un no patégeno, por ejemplo, E coli disefiada por ingenieria genética para que exprese
el factor diana de virulencia o aptitud. Las técnicas de emplacado en replicado o de emplacado en serie pueden
desplegarse para asegurar que el bacteriéfago subrogado no forma placas en cepas bacterianas estrechamente
relacionadas que no expresan el factor diana. Por ejemplo, pueden usarse mutantes de insercion de Pseudomonas
aeruginosa que han perdido la expresion de factores de virulencia especificos para explorar o para eliminar por
adsorcion bacteriéfagos subrogados antes o después de que formen placas sobre, o se paneen sobre, las bacterias
(isogénicas) homologas que expresan su factor de virulencia o aptitud.

Aunque los fagos subrogados o particulas de transduccion no formaran placas sobre las bacterias que expresan
diana, las bacterias infectadas o transducidas seguiran adquiriendo resistencia a antibioticos junto con el plasmido o
fagémido portado y por lo tanto pueden crecerse de manera selectiva y posteriormente extraerse para aislar el
plasmido multi-copia y su gen de fibra caudal deseado.

Estas técnicas permiten la identificacion y aislamiento de bacteriéfagos subrogados o particulas transductoras que
muestran los fenotipos de union especifica deseados a partir de los cuales se extraen los genes especificos, no
naturales deseados de fibra caudal de bacteriocina de epm. Ademas, la unién de subrogados a moléculas células o
tejidos de mamifero puede desplegarse para eliminar de las bibliotecas cualquier gen que codifique fibras caudales
que puedan causar efectos adversos si se incorporan a las bacteriocinas epm terapéuticas.

Hay disponible una biblioteca de cepas bacterianas insercionales mutantes de Pseudomonas aeruginosa que
difieren de Pseudomonas aeruginosa PA14 elevadamente patégena solo por la ausencia de expresion de una serie
de factores de virulencia especificos, uno ausente a partir de cada mutante isogénico no redundante (véase el sitio
web en ausubellab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pa14/home.cgi). Estas cepas mutantes isogénicas proporcionan
herramientas para asegurar la especificidad de los bacteri6fagos subrogados para los factores de virulencia usados
como diana y no para otras moléculas de superficie prevalentes. Por ejemplo, puede incubarse la poblacion de
bacteriéfagos P4 subrogados con un cultivo de alta densidad de un mutante de Pseudomonas aeruginosa que
carece de un factor de virulencia diana particular, para adsorber y eliminar de una poblacién de bacteriéfagos
subrogados aquellos que se unen a moléculas de superficie presentes tanto en el mutante isogénico como en la
cepa parental. La poblacion eliminada se enriquecera en subrogados que se unan al factor de virulencia deseado.
Una vez que los bacteriéfagos subrogados que se unen e infectan a las bacterias que expresan el factor de
virulencia o aptitud diana, pueden explorarse cada uno directamente respecto a su incapacidad para infectar la cepa
mutante isogénica que carece del factor usado como diana. El plasmido seleccionado puede volver a empaquetarse
en particulas transductoras subrogadas y reciclarse cualquier nimero de veces mediante el proceso de adsorcion-
eliminacion e infeccién para enriquecer adicionalmente y eventualmente purificar el plasmido basado en pUC que
codifica las fibras caudales deseadas para dirigirse al factor de virulencia o aptitud.

Ejemplo 5: Métodos para producir bacteriocinas epm disefiadas por ingenieria genética

El gen de fibra caudal se recombina bien (i) en un plasmido bajo un promotor regulado para su expresiéon en
bacterias de produccién que también portan, por ejemplo en un cromosoma bacteriano artificial (BAC), el conjunto
de genes de piocina R (incluyendo los genes de endosilina) a partir de los cuales los genes residentes prtR, prtN,
prf15 y holin (prf9 o PA0614) se han eliminado o de otro modo deshabilitado, o (ii) en el conjunto de piocina que
contiene el vector BAC en si, usando una reaccién de intercambio alélico mediada por plasmido.

Tras la induccion de los genes de piocina y del gen de fibra caudal disefiado por ingenieria genética, tal como
induciendo prtN directamente a través de un promotor regulable tal como /lac o fac, las células hospedadoras
sintetizan las piocinas hasta que sus nutrientes naturales se agotan y dejan de crecer (Young, Ry, 2006). Las
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bacterias productoras no se lisan en ausencia de cloroformo, debido a que la inactivacion del gen holin evita el
acceso de endolisina citoplasmatica a la pared de la célula bacteriana, lo que es necesario para la lisis celular. Las
células agotadas se recogen mediante centrifugacion o filtracion y después se congelan hasta que se desee recoger
las piocinas solubles que han rellenado el citoplasma celular. Tras descongelar, se rompe la membrana celular
interna, liberando endolisina para lisar las bacterias y de este modo liberar la recoleccion de piocinas modificadas.
La rotura de las membranas celulares puede acelerarse o completarse en caso necesario mediante la adicion de
pequefias cantidades de cloroformo al disolvente acuoso en el que se descongela la pasta bacteriana.
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina bacteriocina de fibra caudal de elevado peso molecular (epm) que comprende una region de anclaje
a placa base (BPAR) y un dominio de unién a receptor heterélogo (RBD), en la que RBD es de una fibra caudal de
un bacterioéfago o protofago o una fibra caudal de otra bacteriocina que muestre caracteristicas de union diferentes
de aquellas de la bacteriocina del BPAR y en la que BPAR comprende los aminoacidos 1-164 o 1-240 de una
piocina de tipo R.

2. La proteina de fibra caudal de la reivindicacién 1 en la que dicho RBD es de una proteina de fibra caudal de
bacteriofago.

3. La proteina de fibra caudal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 en la que dicho RBD de un
bacteriéfago o una bacteriocina comprende de 347 a 755 aminoacidos de longitud incluyendo el extremo C-terminal
de dicha proteina.

4. La proteina de fibra caudal de la reivindicacion 1 que comprende parte de la secuencia de aminoacidos
representada por las SEC ID N°: 1, 3, 5, 7 0 9, o que comprende la secuencia de aminoacidos representada por las
SEC ID N° 27 0 30, o en el que el RBD se une a un factor de virulencia o aptitud bacteriano.

5. La proteina de fibra caudal de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el RBD es de un fago T-4, un
fago T-par, un fago seudoT-par, un fago T3, un fago T7, un fago del supergrupo de T7, fago Mu, fago P22, fago L-
413c o un fago lamboide.

6. Una bacteriocina de epm que comprende una proteina de fibra caudal de la reivindicacién 5.

7. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fibra caudal de
bacteriocina de elevado peso molecular (epm) de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el
que la expresion de la molécula de acido nucleico esta bajo el control de un promotor para su expresion en bacterias
de produccién.

8. Una célula bacteriana transfectada o transformada con, o que contiene, un vector de acuerdo con la reivindicacion
7.

9. La célula bacteriana de la reivindicacion 8, en la que la célula contiene una molécula de acido nucleico que
codifica y es capaz de expresar un conjunto de genes de piocina de tipo R a partir del cual se han inactivado o
eliminado los genes prtR, prtN, prf15 y holin.

10. La célula bacteriana de la reivindicacién 8, en la que la célula comprende ademas mas de una molécula de acido
nucleico para la expresion de mas de una proteina de fibra caudal modificada o disefiada por ingenieria genética
para producir fibras caudales homotriméricas mixtas o fibras caudales heterotriméricas en la bacteriocina.

11. Una composicién antibacteriana que comprende la bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética de la
reivindicacion 6 y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable adecuado para administracion topica,
pulmonar, gastrointestinal o sistémica.

12. La composicion de la reivindicacion 11 que ademas comprende otra bacteriocina de epm disefiada por ingenieria
genética o una bacteriocina de origen natural.

13. La composicion de la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12, en la que la bacteriocina esta microencapsulada.

14. Un método para producir una bacteriocina de epm disefiada por ingenieria genética, comprendiendo dicho
método cultivar la célula bacteriana de las reivindicaciones 8 a 10 en condiciones que den como resultado la
produccién de la bacteriocina de epm.

15. Un bacteriéfago P2, P4 o ®CTX que comprende la molécula de acido nucleico definida en la reivindicacion 7.

16. Un método in vitro o ex vivo para comprometer la integridad de una membrana citoplasmatica de una célula
bacteriana, comprendiendo dicho método poner en contacto dicha bacteria con la bacteriocina de la reivindicacion 6.

17. Una bacteriocina de la reivindicacion 6 para su uso en un método para comprometer la integridad de una
membrana citoplasmatica de una célula bacteriana en un sujeto.
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Complementacion de la estructura de piocina R2 con una
fusion de fibra caudal R2-P2
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Multiples fusiones de R2-P2 y
sus actividades bactericidas
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Varias porciones del extremo N-terminal de la fibra caudal de R2
(BPAR) fusionadas a la porcion C-terminal 158-669 (RBD) de la
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Multiples fusiones de R2-P2 y sus actividades
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Varias porciones del extremo N-terminal de la fibra
caudal de R2 (BPAR) fusionadas a la porcion

C-terminal 322-669 (RBD) de la fibra caudal de P2
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Complementacion de frans de la estructura de piocina R2
PAO1 Aprf15 con varias fibras caudal de piocina de tipo R,
fusiones de fibra caudal y chaperonas
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prf15 prfiSy PRF15con  gaecyencia secuencia sg:t;e;féa
(Prf15)  expresado  chaperona PRF15deR2 gg|osaa delosaa ' o
solo afin 1-429 430-fin de R2
R1 + 44 82 99 22 32
R2 ++ +44 100 100 100 100
R3 ++ +4+ 99 99 98 98
R4 ++ S+ a8 99 99 99
RS - tt 83 97 58 35
R2-P2 - +++(P2) 14 na na . 6
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Vector de expresion de fibra caudal de piocina y chaperona
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Construccion de fibra caudal de piocina
especifica de Yersinia pestis
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEC ID N°:1 >Rl prfls

MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASARGKKWOPTHML IGDAGGAPGDTPDPLESARQKSLI
NORHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTOTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVARDFKGRKILAGNGLY
GGGDLSADRS IGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRS LAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVELMLTNHANG PVAGRYFY IQOSMFYPDONGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANDS I REWLPWORCDIGGS FTKTTDGS IGNGVNINSFVNSGWWLOSTSEWARGGA
NYPVGLAGLLIVYRAHADHIYQTYVTLNGSTYSRCCYAGSWRPWRQNWDDGNFDPASYLP
KAGFTWAALPGKPATFPPSGHNHDTSQITSGILPLARGGLGANTAAGARNNIGAGVPATA
SRALNGWWKDNDTGLIVQWMQVNVGDHPGGIIDRTLTFPIAFPSACLHVVPTVKEVGRPA
TSASTVTVADVSVSNTGCVIVSSEYYGLAQNYGIRVMAIGY

SEC ID N°:2 >Rl prflé
MIFFHAATGGFYSKEIHGSRMPLEDEMHPLEDAEYQALLRAQSE GKRIVTDHTGRPICVD
PPAPAKDILVORERIWRDRQLQLTDGPLARHRDEQDLGKTTTLSQEQLRE LTLYRAVLRD
WPIAREFPDLNARFEPPAWLOSLITP :

SEC ID N°:3 >R2 prfls
MATNTPKYGGLLTDIGAAALATASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSMQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVL PVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA

AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGII YATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLL

GGGDLSADRS IGLAPSGVTAGS YRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYATIGDAY TKADTDG K
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVS SSRLAARPRSLAASGDASWSVIFDGSANVSAFL
SLSATGVAAGSY PKVTVDTKGRVTAGMALAATDIPGLDAS KLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDENTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPD QNGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLPWQRCDIGGSFTKEADGE LEGGVNLDSMVTSGWWSQSFTAQAASGA
NYPIVRAGLLHVYAASSNFIYQTYQRYDGESFYFRCRHSNTWF PWRRMWHGGDFNPSDYL
LEKSGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGQLTSGILPLARGEVGS NTAAGARSTIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGQVTCPADADASITFRI PFPTLCLGGYANQTSAFHPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFAQAVLSWEAFGR

SEC ID N°:4 »>R2 PRF16
MKGEYYFSPSOVAFYPABLREVYEYAGCWPVDGBWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVAIBRPPLSRQQRSTHBRRWRDSQLLATDGLWRHRDQLETGKETTLLE'VQYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSEGGRPSVPDWLRRYVTP

SEC ID N°:5 >R3 prfls :
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWQPTHML IGDAGGAPGDTLDPLPSARQKSLI
NQRHR.AQLNRLl-"VSDKNANTLVAEVVLPV‘BVGBFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPS ¥YKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLL
GGGDLSADRSIGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAOKANKATTLAGYG I TDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDAS WSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVXAGMALAATDIPGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDENTATVPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDONGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLPWQRCDIGGSFTKEADGELPGGVNLDSMVTSGWWSQSFTAQAASGA
NYPIARAGLLHVYAASSNFIYQTYQRYDGESFYFRCRYSNTWLEWRRMWHGGDFNPSDYL
LKSGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGQLTSGILPLARGGVGSNTAAGARSTIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGQVTCPADADASITFPIPFPTLCLGGYANQTSAFQPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFAQAVLSWEAFGR

FIG. 11A
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SEC ID N°:6 >R3 prfle
MKGEYYFSPSQOVAFYPASLREVYEHAGCHPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVAIERPPLSRQURSTHERRWRDSQLLATDGLVVRHRDQLETGKETTLLPVOYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVEDWLRRYVTP .

SEC ID N°:7 >R4 prfls

MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWOP THMLIGDAGGAPGDTPDPLPSARQKSLI
NORHRAOQLNRLFVSDENANTLVAEVVLPVEVGGFWIRETIGLQDADGKFVAVSNCP PSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATODWVKEKVAADFKGRKILAGNGLV
GGCDLSADRSIGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVS SSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLEATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFY IQSMFY PDQNGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPS IREWLPWQRCDIGGSFTKEADGELRGGVNLDSMVTSGWWSQS FTAQAATGR
NYPIVRAGLLHVYAASSNFIYQTYQAYDGES FYFRCRHSNTWF PWRRMWHGGDFNPSDYL
LKSGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGQLTSGILPLARGGVGSNTAAGARS TIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGQVTCPADADAS ITFPIPFPTLCLGGYANQTSAFHPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFAQAVLSWEAFGR

SEC ID N°:8 >R4 prfié
MKGEYYFSPSQVAFYPXSLREVYEYAGCWFVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVRIERPPLSRQQRSA.HERRWRDSQLLA'IDGLWRHRDQLETGKETTLLPVQYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVPDWLRRYVTP

SEC ID N°:9 ' »>R5 prfl5s
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGATPDPIPAATQTKLI
NQRYRAQLNRLFVSDKNINTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKE VAVSNCPPSYKA
AMESGSARTOTIRVNIALSGLENVQLLIDNGI IYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLV
GGGDLSADRS IGLAPSGVTAGS YRSVTVNANGVVTQGSNPSTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDA LRVDGNAVSSSRLAAPRSLARSGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSTTSDPNTATVEPLMLTNHANGPVAGRYFYIQSMFYPDONGNASQIATS YNATSEMYV
RVSYAANPSARDWLPWKRCDIGGS FSKEADGALGGAVNLNSLITSGWWYQTANAQAE SGA
NYPVPRAGLLQVHNAGTNFIYQTYQVYDGEGFYFRCRYTNTWYPWRRVWHGADFNPNDYL
LKSGFTHWAALPGKPATFEPTGHNEDAAQITSGILPLARGGLGSNTAAGARNNIGAGV PAT
ANRSLNGWWKDNDTGLIVQWMTVSVGDHPGGIVNRSLTFPIAFPTTCLHVVPSVKELGRP
ATSASTVTLADVSVSTTGCVIVATEYHGAVQNYAIRLVAIGC

SEC ID N°:10 »>R5 prflé

MIFFHAATGGFYSKDVHGDRMPIDARMY PLEEAEYLALLVAQSEGKQIVADAAGRPFCID
PPAPAEEVLAHRERIWRDRQLTLTDGPIARHRDELDLGKI TTLNQAQLLELTLYRASLRD
WPASAAFPDLGARPEPPLWLEPLITP

SEC ID N°:11 > OprM .
MKRSFLSLAVAAVVLSGCSLIFDYQRPEAPVAAAYPQGOAYGONTGAAAVPAADIGWREF
FRDPQLQQLIGVALENNRDLRVAALNVEAFRAQY RIQRAPLFPRIGVDGSGTRQRL PGDL
STTGSPAISSQYGVTLGTTAWELDLFGRLRSLRDOALEQYLATEQAQRSAQTTLVASVAT
AYLTLKADQAQLQLTKDTLGTYQKSFDLTORS YDVGVASALDLBQAQ‘I’AVEGARATLAQY
TRLVAQDONALVLLLGSGIPANLPQGLGLDQTLLTEVPAGLPSDLLORRPDILE AEHQLM
AANASIGAARAAFFPSISLTANAGTMSRQLSGLFDAGSGSWLFQPSINLPIFTAGSLRAS
LDYAKIOKDINVAQYEKAIQTAFQEVADGLAARGTFTEQLQAQRDLVKASDEYYQLADKR
YRTGVDNYLTLLDAQRSLFTAQQQLITDRLNQLTSEVNLYKALGGGWNQQTVTQOOTAKK
EDPQA :
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SEC ID N°:12 > OprJ
MRKPAFGVSALLIALTLGACSMAPTYERPAAPVADSWSGAAAQRQGAAIDTLDWKS FIVD
’ AELRRLVDMALDNN’RSLRQTLLDIEF\ARAQYRIQRADRVPGLNAAATGNRQRQPADLSAG
NRSE!VASSYQVGLALPEYELDLFGRVKSLTDMLQQYLASEEAAR.MRIALVAEVSQAYL
SYDGALRRLALTRQTLVSREYSFALIDQRRAAGAATALDYQEALGLV EQARAEQERNLRQ
KQQAFNALVLLLGSDDAAQAIPRSPGQRP KLLQDIAPGTPSELIERRPDILAAEHRLRAR
NADIGAARAAFFPRISLTGSFGTSSAEMSGLFDGGSREWS FLPTLTLPIFDGGRNRANLS
LAEARKDSAVAAYEGTIQTAFREVADALAASDTLRREEKALRALANS SNEALKLAKARYE
SGVDNHLRYLDAQRSSFLNEIAFIDGSTQRQIALVDLFRALGGGWDEGRSLVVHRGGRS

SEC ID N°:13 > OprN
MIHAQSIRSCLASALGLESLLALSACTVGPDYRTPDTARAKIDATASKPYDRSRFESLWW
KOQFDDPTLNQLVEQSLSGNRDLRVAFARLRAARALRDDVANDRFPVVTSRASADIGKGQQ
PGVTEDRVNSERYDLGLDSAWELDLFGRIRROLESSDALSERAEADLOQLOVSLIAELVD
AYGQLRGAQLREKIALSNLENQKESRQLTEQLRDAGVGABLDVLRADARLAATAASVPQL
QAEAERARHRIATLLGQRPEELTVDLSPRDLPAITKALPIGDPGELLRRRPNIRAAERRV
AABTADVGVATADLFPAGQPQRLPRLHRRAGSQIGSSAARANSVGPSISWAAFDDGSVRA
RLRGAKADADAALASYEQQVLLALBBSANAFSDYGKRQERLVSLVRQSEASRAAAQQAAI
RYREGTTDFLVLLDAEREQLSAEDAQAQAEVELYRGIVAIYRSLGGGWQPSA

SEC ID N°:14 > AprF
MRRLMTWLFGAFLLLLREDAFALGLLDGYHLALENDPQFQAATQEHEAGRQYRALGRAAL
LPRLVYSYNRGRSWSDVTOTTTRGDFKEDRDYDSYVSTLSLQUPLFDYEAFSRYRKGVAQ
ALLsDBRFRSQSQELLVRVLEA!TGALLAQDQIELARAQKRSYREQFQLNQRQFERGNGT
RTDTLETQARFNLAQAQEIEARDSQDAALRELERLVGAPLBIADLAPLGERFQVRPLSPA
SYTAWRDLALAENPELAsLRHAVDVARXEVEQNRADFLPRLGL!ASTGKSKSGSENTYNQ
RYETDSVGIQLSVPLFSGGETLAATRQATHRMEKSHYDLDDKVRETLNQVRKMYNQSSSS
AAKIRAYEMTVDSARTLVMATRKBIAAGVRVNLDLLNABQALYSAMNELsxAKYDYLTAw
ARLRFYAGVLDEADLBLVAANFVSGETPARRRDCATTDCPAPLHTLSKTDTBENRSALN

SEC ID N°:15 > OpmM .
MNRLRACLLSSALLSASSAQALGLLDAYQLAVRHDPTFQAALHERRAGSENRAIGRAGLL
PSLRYDYNKARNDSTVSQGDARVERDYRS YASTLSLEQPLFDYEAYARYRQGEAQALFAD
EQFRGRSQELAVRLFAAYSETLFAREQVVLAEAQRRALETQLAFNQRAFEEGEGTRTDLL
ETRARLSLTRAEEIAASDRAAAARRTLEAMLGQALEDRELAAPIERF PALRLQPATFEGH
ROVALOQRSAELGAQRHALEAAAYEVERNRAGHLPRLSLYASSSKTHSASESTYEQKYDTD
SVGLRLSLPLFEGGRVSAATROAGDKYAQAQAELDAQVASVINDLHSQFDLTASSLAKVR
AYEMAVAAAREQVTATRRSVAGGERVNRDVLDAEQQFYGARRDLAEARYAYLNAWLRLRQ
LAGVLEDRDLAVLAAYFGAGEGRAQVTAAIR

SEC ID N°:16 > OpmA
MKGTPLLLIASLALGACSLGPDFTRPDRPAPCGEWSLQAARGNPSHLARAPLAAQWWTLFD
DAQLNALLORVQRANLDLRSARARLOQSRAIRRSLGGDALPSVDASGNYQRQRTTSAGLF
DPSGKAGKGNYNHALAGFDASWELDFWGRVRRELEAADATVEASENELRDVQVSVLAEAA
RDYIOLRGEQNRAAI IRDNLETARRSLELTRTRLANGVATPLEVAQALAQVASMEARLPE
VEKNOAHLVNALGYLVGAS PGSLLAELGPARAIPRPPGSVPVGLPSELAQRRPDIRRAEA
RLEAATASIGVAKADFYPR I TLNGNFGFESLQLSSLGDWDHRQFAIGPAFSLPIFEGGRL
RGRLELREAQQQEAAIDYQRTVLRAWQEVDDAMHDY AANQRRQERLGEAVAQNRRALQSA
REQYRAGAVDFLSVLDSQROQLLDNQEQQVASDEAVSLTLVNLYKALGGGWSETSDPASG

SEC ID W°:17 > OpmD

MKRSYPNLSRLALALAVGTGLAACSVG PDYQRPQSPPPRVASEHLGEFSGERREA PWHWSF
FDDPQLVRLVDQALARNHDIREARAN LRSARALFDDRWLDQLPQVTSOAGYSRSIEQQLD.
. YDGEPRRRLAESYRAGFDAQWEIDLFGRLGRL SDAALARAEAADADLRLVRLSIAADTAR
AYFEIOGYORRLDVARAQVRSWRDTLELTRS SLOLGSGLPEDVENAQANLLRSEAAIPPL
TTALESARYRLDVLRGEAPGSGAPI LOGGAAAPLAKNLPLGDVDRLILORPDVVSAERQL
AASTEDVGAATAELY PRLDOLGGF IGFFALRSGDLGSASRAFELAPSVSWPAFRLGNVRAR
LRAVERQSDAALA RYQRSLLLAQEDVGNALNQLAEHQRRLVAL FQSATHGANALEIANER
YRAGAGSYLAVLENQRALYQIREELAQAETASFVNVIALYKALGWGSCGDLAPGAGOLAAG
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'SEC ID N°:18 > OpmE ’
MKPYLRSSLSBLILLGGCARVGEDYAPPSASAPASFGAMPAGIDGSGVEIEWWRGFDEPA
LESLIQRALAANLDIALAGARLDEAKALLRENREEFLPRGGPAFDYQARRRGEVETPAGQ
QRDIETYRGALDASWEIDLFGRVRRSVEAAEAQAGSREALLRNVQASVARTVAMSWFQLO
GIEAELAVVHDIAGNQRDSLEMVERLVSAGSAHEFDRLRAEALLHNVEAARVPDLERRRAA
TRNALAVLLAEAPQAFS PPVARASGERLTLRTLGVGDPAGLLARRADIAARAERNLAARATA
RIGVETAGLYPQVEVRGS IGLVAGNLDALDESGTSFNVLNPVIRWALLDRGRVWARIAAS
EARAQEALILYDRTVLRALOETDDAFNGYGAAADRLRLRLLEATANREAARLARERFVQG
DGEYLDVLEAERSDYLSRRALS IARTEQRLAVVGTYKALGGGWEACAGARRCGVATDDTS
PGVARQRDSRS :

SEC ID N°:19 »>gen H de PS17
MSTNQYGGFLTDKGAAKQVEAASGGLRRNITHMLIGDAGGAPGQTPDPVPSPLQTKLVRO
RYRVKLNRLVAADNSPSVLIAEAILPQDVGGWWMRELGLEDSDGDMIAVANCAPSYKPLV
NEGSGRTQTVRLHIAFSHAETVDLLIDPNVVTATVADLONALLEVRATNDATGQMTRGTD
GKLALPLSLSLTGIAAGTYRSLTVDOAKGRATSGSNPTTLGGYGITDALAKSDAVDVEAPN
KLLRLNAASQLPASITGNAATATKLAVPRMLSFTGDATGGASFDGSANARVALTLANSGV
TAGTYAKVTVNGKGLVTGGAQLTAADI PALDAGKVVSGVLPIARGGTGNAIGQAATAVKL
ASPRTLAIAGDATGSAAFDGSANASISVTLANTGVAVGTYTKVRVNAKGLVTSAASLTAD
DVPWLDASKVTSGMFADARLPWYAQGLCTSAPNTTDPNTTNIPLILTNHENGPIPGTFFY
IQTMMYNORNGNAAQIAVRYAANAEMYVRYMYDVGNKRGVWSAWKRCDVGGS FAKEADGE
LGGGVNLDTMIASGWWHQPFSANAKNGTNY PVGEAGLLTVHAPTSTMIYQTYRGYAAGGL
YWRCRYNGTWSAWYRAWDSGNFNPANYVARSEYSWASLPGKPATFPPSGHNHDATQITSG
ILPLARGGLGANNAVTARSNIGAGTIATASLGSSGWWRDNDTGYIRQWGRVIVPGDGSAA
ITFPIAFPSVCLGEFAGOTANFHPGTDASTSFYNQST TGATLENGYQFQAVLLWEAFGR

SEC ID N°:20 >gen G de PS17
MSASDYVFSPSARVFYPVALREVYETGEGWPADAVFPVSNERYLHLLAGQEAGMRIARNAS
GQPVT-VDPPPLTEAERRTKARAWRDAQLAQTDGMVARHRDERDLGND’I"I‘LQPEQFVEVMN
YRAALRNWPDDPAFPDPASRPEPPAWLAEEGTN

SEC ID N°:21 >VHML 34
MAGLXLQFTEAGLAELISAKEQGIKGAISHLAFGDMAYTPNKSQTRLOREQERVEIADYQ
DGGLSLRMAAVFSGEKEYAIREIGVFLSTGTLLGVYSQSGKTIGYRTPSVKVMOQWLTLNI
TALPSDSVTVVVGTENLNLILDAEFMESAAS FMRLGAATIRQALWNLOLSEKIRALES

SEC ID N°:22 »>VHML 35
MGTITEQIESLKTASAEXTAAXQALAQEVSGKMAAIDKKTNDSIAKVKSTYDQKANGLTI

TATDGYRKAVEHNSGGRNTVIYDAQGNPNIMCVIPRFNIEDLGLTELDLGTGVHPAFVIN
GAPRGEILVGKYLASSAAGGSAVIGGPQPRTSVNYDTAKQOLCTOKGDNWHLMS THEWAAT
ALWSLANGTVPRGNTNYGRSHEAKWETARRADNGLPGDTSGTGRTDTGKGPATWNHDHTE
FGVCDLVGNVWEWIDQMKLDDGQI LTTLDNNPGVAEANWHRHEAY FDSTSDNQSGAGNNG
SPVLSKSVTKRNGPADDDSHDY PYMHNPHFAAITKSAGYXPNELLRRLLIESATATTVGG
GLWCRNYGDRFPLRGGYWNNGSSAGLGALYLSYARSNSNSSIGFRPAFFYV

SEC ID N°:23 >VHML 38
MFSYIFQGRTHTDTTRSYMNSLGMTQEQVDSVLOOKDFEEAQNLVKRQERYRLESDPLFM

EWQYDNTPESEQAWRDKVAEIKARYPLPSES

SEC ID N°:24 >MTD
MSTAVQFRGGTTAQHATFTGAAREITVDTDKNTVVVHEDGATAGGFPLARNDLVKTAFIKA
DKSAVAFTRTGNATASIKAGTIVEVNGKLVQFTADTAITMPALTAGTDYALYVCDDGTVR
ADSNFSAPTGYTSTTARKVGGFHYAPGSNAAAQAGGNTTAOINEYSLWDIKFRPAALDPR
GMTLVAGAFWADIYLLGVNHLTDGTSKYNVTIADGSAS PKKSTKFGGDGSAAYSDGAWYN
FAEVMTHHGKRLPNYNEFQALAFGTTEATSSGGTDVPTTGVNGTGATSAWNIFTSKWGVV
QASGCLWIWGNEFGGVNGASEY TANTGGRGSVYAQPAAALFGGAWNGTSLSGSRAALWYS
GPSFSFAFFGARGVCDHLILE

FIG. 11D

45



ES 2 548 392 T3

SEC ID N°:25 >gen H de P2 :
MSIKFRTVITTAGAAKLAARTAPGRRKVGITTMAVGDGGGKLPVPDAGQTGLIEEVWRHA
LNKISQDKRNSNYIIAELVIPPEVGGFWMRELGLYDDAGTLIAVANMAESYKPALAEGSG
RWQTCRMVIIVSSVASVELTIDTTTVMATQDYYDDKIAEHEQSRRHPDASLTAKGFTQLS
SATNSTSETLAATPKAVKAAYDLANGKYTAQDATTARKGLVQLSSATNSTSETLAATPKA
VKTVMDETNKKAPLNSPALTGTPTTPTARQGTNNTQIANTAFVMAAIAALVDSSPDALNT
LNELAAALGNDPNFATTMTNALAGKQPKDATLTALAGLATAADRFPYFTGNDVASLATLT
KVGRDILAKSTVAAVIEYLGLOETVNRAGNAVQKNGDTLSGGLTFENDSILAWIRNTDWA
KIGFKNDADGDTDSYMWFETGDNGNEY FKWRSRQSTTTKDLMTLKWDALNILVNAVINGC
FGVGTTNALGGSSIVLGDNDTGFKQNGDGILDVYANSQRVFRFONGVATIAFKNIQAGDSK
KFSLSSSNTSTKNITFNLWGASTRPVVAELGDEAGWHFY SQRNTDNSVIFAVNGQMQPSN
WGNFDSRYVKDVRLGTRVVOLMARGGRYEKAGHTITGLRIIGEVDGDDEAIFRPIQKYIN
GTWYNVAQV

SEC ID N°:26 >gen G de P2
MQHLKHIKSGNPKTK.EQYQLTKNPDVIWLWSEDGK.[WYEEVRNFQPDTIKIVYDENNI v
AITRDASTLNPEGFSVVEVPDITSNRRADDSGKWMFKDGAVVKRIYTADEQQQQAESQKA
ALLSEAENVIOFLERAVRLNMATDEERARLESWERYSVLVSRVDPANPEWPEMPQ

SEC ID N°:27 =R2-P2 1-164:158-669 . :
MATNTPKYGGLLTDIGAAALATASARGKKWQPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSARQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AHESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKLAEHEQSRRHPDASLTA
KGFTQLSSATHSTSETLAATPKAVKAAYDLANGKYTAQDATTARKGLVQLSSATNSTSET
LAATPKAVKTVNDETNKKAPLNSPALTGTPTTPTARQGTNNTQIANTAFVMAAIAALVDS
SPDALNTLNELAAALGNDPNFATTMTNALAGKQPKDATLTALAGLATAADRFPYFTGNDV
ASLATLTKVGRDILAKSTVAAVIEYLGLQETVNRAGNAVQKNGDTLSGGLTFENDSILAH
IRNTDWAKIGFKNDADGDTDSYMWFETGDNGNEYPKWRSRQSTTTKDLMTLKWDALNILV
NAVIHGC?GVGTTNALGGSSIVLGDNDTGFKQNGDGILDVYANSQRVFRFQNGVAIRFKN
IQAGDSKKFSLSSSNTSTKNITFNLWGASTRPVVAELGDEAGWHFYSQRNTDNSVIFAVN
GQMQPSNWGNPDSRYVKDVnLGTRVVQLMARGGRYEKAGHTITGLRIIGEVDGDDEAIFR
PIQKYINGTWYNVAQV

SEC ID N°:28 >gen H de L-413c
MSTKFKTVITTAGAAKLAAATVPGGKKVNLSAMAVGDGNGKLPVPDAGQTKLVHEVWRHA
LNKVSVDNKNKNY IVAELVVEPEVGGFWMRELGLYDDAGTLIAVSNMAESYKPELAEGSG
RAQTCRMVIILSNVASVELSIDASTVMATQDYVDDKIAEHEQSRRHPDATLTEKGFTQLS
SATNSTSEKLAATPKAVKAANDNANSRLAKNQNGADIQDKSAFLDNIGVTSLTFMKHNGM
IPTTDNLDSYGPEEKYLGTWSCPSQSTAKPESGY PEDKGNGVLEVEFNAGRFHCTQRYTTR
TGNIYIRMLDAEWNPASPTWSAWRVITSGTRPLSTSIDLNSLGGAEHLGIWRNSSTIIAS
FERHFPEDGSFGQGILEVFBGGLYGRMQRYTTRSGTMYIRGLTASWDAENPQWEDWIAVG
YQSTGWTYSGDLDDLLKPGIYBVTKQATNAPVTDSKDLAVGSIVEVKKRCDIESYIQTYT
TVSATDAYKNRTFQRTRASGEADWGEWBEVYNSKSLLTKLGVGGVTDRLSSLDWQTYDFV
PGSMITVRLSDMTNIPDGMEWGVIDTNLINITVGPSEGGGVARSMQVWRSTSNKTNYRFF
TVRLYGNPGERSFNIRRLPIIDEAQTWEAKQTFSACLSGELSGNAATATKLKTARKINNV
SFDATSDINLTPKNIGAFASGKTGDTVANDKAVGWNWSSGAYNATTGGASTLILHFNIGE .
GSCPAAQFRVNYKNGGIFYRBARDGYGFBADWSEFYTTTRKPTAGDVGALSLSGGQLNGA
LGIGTSSDLGGNSIVLGDNDTGFKQNGDGNLDVYANSVHVMRFVSGSIQSNKTINITGRV
NPSDYGNFDSRYVRDVRLGTRVVQTMQKGVMYEKSGHVITCLG IVGEVDGDDPAVFRPIQ
KYINGTWYNVAQY

SEC ID N°:29 >gen G de L-413c¢
MQHLKNIKSGNPKTKEQYQLTKNPDVIWLWSEDGKNWYEEVSNFQEDTIKIVYnENNIIV
GITRDASTFNPBGFSVVEVPDITANRRQDDSGKNMFKDGAVIKRIYTADEQQQQAESQKA
ALLSEAESVICELERAVRLNMATDEERSRLEAWERYSVLVSRVDPANPEWPEMPQ
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SEC ID N°:30 >R2-L-413c 1-164:158-913
MATNTPKYGGLLTDIGAAARLATASAAGKKWQPTHML IGDAGGAPGDTPDPLPSARQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVL PVEVGGFWIREIGLQDADGKFVAVSNCPPSYKA
AMESGSARTOTIRVNIALSGLENVOLLIDNGIIYATQDWVKEKVAEHEQSRRHPDATLTE
KGFTQLSSATNSTSEKLAATPKAVKAANDNANSRLAKNQNGADIQDKSAFLDNIGVTSLT
FMKHNGMIPTTDNLDSYGPEEKYLGTWSCPSQSTAKPESGYPEDKGNGVLEVFNAGRFHC
TQRYTTRTGNIYIRMLDAEWNPASPTWSAWRVITSGTRPLSTS IDLNSLGGAEHLGIWRN
SSTSIASFERHFPEDGSFGQGILEVFEGGLYGRMQRY TTRSGTMY IRGLTASWDAENPQW
EDWIAVGYQSTGWTYSGDLDDLLKPGIYSVIKQATNAPVTDSKDLAVGSIVEVKKRCDIE
SYIOTYTTVSATDAYKNRTFQRTRASGEADWGEWAEVYNSKSLLTKLGVGGVTDRLSSLD
WQTYDFVPGSMITVRLSDMTNIPDGMEWGVIDTNLINITVGPSEGGGVARSMOVWRSTEN
KTNYRFFTVRLYGNPGERSFNIRRLPIIDEAQTWEAKQTFSAGLSGELSGNAATATKLKT
ARKINNVSFDGTSDINLTPKNIGAFASGKTGDTVANDKAVGWNWSSGAYNATTGGASTLI
LHFNICEGSCPAAQFRVNYKNGGIFYRSARDGYGFEADWSEFYTTTRKPTAGDVGALSLS
GGOLNGALGIGTSSDLEGNSIVLGDNDTGFKQNGDGNLDVYANSVHVMRFVSGSIQSNKT
INTTGRVNPSDYGNFDSRYVRDVRLGTRVVQTMOKGVMYEKSGHVITGLGIVGEVDGDDP
AVFRPIQKYINGTWYNVAQV ’

SEC ID N°:31 >fibra caudal de T4 (gp37)
MATLKQOIQFKRSKIAGTRPAASVLAEGELAINLKDRT IFTKDDSGNIIDLGFAKGGQVDG
NVTINGLLRLNGDYVOTGGMTVNGPIGSTDGVTGKIFRSTQGSFYARATNDTSNAHLWFE
NADGTERGVIYARPQTTTDGE IRLRVRQGTGSTANSEFYFRS INGGEFQANRILASDSLV
PKRIAVDTVIHDAKAFGQYDSHSLVNYVYPGTGETNGVNYLRKVRAKSGGTIYHEIVTAQ
TGLADEVSWWSGDTPVFKLYGIRDDGRMI IRNSLALGTFTTNFPSSDYGNVGVMGDKYLV
LGDTVTGLSYKKTGVFDLVGGGYSVASITPDSFRSTRKGIFGRSEDQGATWIMPGTNAAL
LSVQTQADNNNAGDGQTHIGYNAGGKMNHY FRGTGOMN INTOQGMEINPGILKLVTGSNN
VQFYADGTISSIQPIKLDNEIFLTKSNNTAGLKFGAPSQVDGTRTIQWNGGTREGQNKNY
VI IKAWGNSFNATGDRSRETVFQVSDSQGYYFYAHRKAPTGDETIGRIEAQFAGDVYAKG
I TANGNFRVVGSSALAGNVTMSNGLFVQCGSSITGQVKIGGTANALRIWNAEYGATFRRS
ESNFYIIPTNQNEGESGDIHS SLRPVR IGLNDGMVGLGRDSFIVDQNNALTTINSNSRIN
ANFRMOLGQSAY IDAECTDAVRPAGAGSFASQNNEDVRAPFYMNIDRTDASAYVPILEQR -
YVOGNGCYSLGTLINNGNFRVHYHGGGDNGS TGPQTADFGWEFIKNGDFISPRDLIAGKY
RFDRTGNITGGSGNFANLNSTIESLKTDIMSSYPIGAPIPWPSDSVPAGFALMEGQTFDK
SAYPKLAVAYPSGVIPDMRGQTIKGKPSCRAVLSAEADGVKAHSHSASASSTDLGTKTTS
SFDYGTKGTNSTGGHTHSGSGSTSTNGEHSHY IEAWNGTGVGGNKMSSYAISYRAGGSNT
NAAGNHSHTFSFGTSSAGDHSHSVGIGAHTHTVAIGSHGHTITVNSTGNTENTVKNIAFN
YIVRLA :

SEC ID N°:32 >Chaperona de T4 (qp38)
MKIYHYYFDTKBFYI(EENYKPVKGLGLPAHSTIKKPLEPKEGYAWFDERTQDWIYEEDH

RGKRAWTFNKEEIFISDIGSPVGITFDEPGEFDIWIDDGWKEDETYKRVLIRNRKIEELY
KEFQVLNNMIEASVANKKEKFYYKNLKRFFALLEKHEHLGGEFPSWPEKEQKPWYKRL FK
HYV
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SEC ID N°:33 >conjunto de fibra caudal de AB17

MATLKQIQFKRSKTAGARPAASVLAEGELAINLKDRVLFTKDDQGNI IDLGFAKGGSIDG
NVIHTGNYNQTGDYTLNGVFTQTGNFNLTGIARVTIRDI IAAGQIMTEGGELITKSSGTAH
VRFFDNNSRERGI IYAPANDGLTTQVLNIRVQDYAAGSESTYAFSGSGLFTSPEVSAWKS
ISSPQILTNKVITNNKSTGDYDIYSMADNVPLSESTTAINHLRVMRNAVGSGIFHEVKDN
DGITWYSGDGLDAYLWSPTWSGGIKSSHSISIGLTPGNKDYS ILGPSSIALGDNDTGFKW
HODGYYFSVNNGTKTFLFNPSETTSLRKFVAGYSTNGTDLTTPPTENYALATVVTYHDNN
AFGDGOTLLGYYQGGNYHHYFRGKGTTNINTHGGLLVTPGNIDVIGGSVNIDGRNNSSTL
MFRGNTTGY SSVDNMDIKVWGNTFVDPSGGIRKNIMEISDATSWMS Y IQRLTTGEVEMNV
NGSFESSGVTAGDRGVHTTGE I SSGAVNALRIWNADYGAIFRRSEGSLHIIPTAYGEGKN
GDIGPLRPFSLALDTGKVTIPDLQSSYNTFAANGY IKFVGHGAGAGGYDIQYAQAAFIFQ
EIDDDAVSKYYPIVKOKFLNGKAVWSLGTEINSGTFVIHHLKEDGSQGHTSRENQDGTVN
FPDNVSVGGGEATIARNGN IWSDIWKTFTSAGDTTNIRDAIATRVSKEGDTMTGTLWINK
DAAGIVLNPPLTSDSSFIRSDTAGANNWY IGKGGADNGLGFYSYVTQGGVYITNNGEISL
SPOGOGTFNFNRDRLHINGTQWAAHQGGGWGNQWNQEAPVFVDFGNVGNDSYYPIIKGKS
GITNEGY ISGVDFGMRRITNTWAQGI IRVGNQENGYDPQAVYEFHHNGTFYAPSLLKSSR
VSAGGGDPAWGGPCIVLGDNDTGLLWENDGIFNAY ANGQGVFSFRPGLAQTFGDVNFHCN
AGMYVRDNIDVNDVYIRSDIRCKSEIKLIKNAQEKSKLLGGY TYLLKNSVTDEVKPSAGL
IAQEVQEVLPELVSEDKETGLLRLNYNGIIGLNTAAINEHTDBIKELKSEITELKALIKS
LIK

'SEC ID N°:34 >conjunto de fibra caudal de AB17

MAVVGIPGWIGTSAVAETGQRWMTAASRELRLGNPSHMSQFAGRSREITHTLGADHNFRG
QWFRDRCFEAGSAPIVFNITGNLVSYSKDVPLFFMYGDTPNEYVTLNIHGGVHMWGRGGN
GTVNGNPGTNGGDVIQNDIGGRLR IWNYGVIASGGGGGGAVSLXNSWAPNATAGGGGGRP
FGIGGGGVNWPGGNASY DAPGGAGYTSQFGGGNGGDAGGRGGDGWGNHLSRSGGGAPGRA
VFGSSPSWGATGTIYGSWI .

SEC ID N°:35 > OpmQ
MKNLSLISACLLLGACGSTPAPLDSGLAAPSQWRYLAAGRSDASDIRQWWKAFGAPELDS
LLORALLNSQDLGRAVARVRQAQASAVIAGAPLLPELNATLGASRQKLLRDEGYSGTDAT
SDNDAVDEFSAGLSASYEVDFWGGRQAAYRSALESLKASEYDRATVELTLLSGVANSYLQ
VLALREQQRIARLNLDNAEHVLRLVBTRHAAGSATALBVAQQSSLVASQRKQLPLLEQQA
.HEALITLATLIGEPVQALQVAERPFDSLRWPETGAGLPSELLSHRPDIANAEAQLAAAQA
DVQVARAALFPKLTLEASLSSGANRAADTFRNPYYNLGANLLAPIFNHGRLRAERDRSLA
RQEELLETYRKAILTAFADTERSLNSIDGLDRQLHWQQQBLEQAQRAFDLSDSRYQAGAB
TLLTVLETQRTLYAAQDAAVQLRLARLQASVGLYKALGGGWQSDRQGLARKD

SEC ID N°:36 > OpmB

MKHTPSLLALALVBALGGCAIGPDYQRPDLAVPAEFKEAEGWRRAEPRDVFQRGAWWELY
GDQTLNDLQMHLERSNQTLAQSVAQFRQAEALVRGRRAAFFPSITGNVGKTRSGQGGGDS
ATVLLPGGSTVSSGGSGAISTSYSTNLSVSWEVDLWGKLRRQLEANQASLHASAADLAAVR
LSQQSQLAQNYLQLRVMDEQIRLLNDTVTAYERSLKVAENKXRAGIVTRADVRQARTQLK
STQAQAIDLKYQRAQLBHAIAVLVGLPPAQFNLPPVASVPKLPDLFAVVPSQLLERRPDI
ASAERKVISANAQIGVAKAAYFPDLTLSAAGGYRSGSLSNWISTPNRFWSIGPQFAMTLE
DGGELIGSQOVDQAEATYDQTVATYRQTVLDGFREVEDYLVQLSVLDEESGVQREALESARE
ALRLAENQYKAGTVDYTDVVTNQATALSNERTVLTLLGSRLTASVQLIAAMGGGWDSADI
ERTDERLGRVEEGLPPSP

SEC ID N°:37 OpmJ

MPLASHLRCVALALGISTALGCANRNQPAPRAESLDPGLSRVAGTRGDALPAQWWTLYQD
PGLNHLVAAALRHNRDLAAADAHARALLGHLRGAQGERWPRTEVGYGYOYGRDGDDQTLA
EATDEDLHSQWKHTVRLDLSYQLDLWGEVRARIAAAKADAEAROAARDLLRVSVASQTTL
AYVRACALARRAEVQRRSVGLLDASLALSERQLAAGLSSELQRRRLLALRERTRAALPML
EARRRAALYELALLSGRSPRQLDAPAATCAGI PQLRRALPTGDGWSLLARRPDVRARERR
LAAADARRALAEAELYPRISFAVGAETSAATLAGLGGSGALAYAAGPLLSWRFPNRESAR
GRLDSAAAERDAALARFDGAVLGALREVERALALYAGERQRRADLORALDEQRHAYRLAR
SNYRAGALDALELLDSORSLVADRARLVDAEMRVAERQVELFRALGGGWQAASS PSHQEN

GQ
FIG. 11G
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SEC ID N°:38 > OpmG
MPFPLLHPWPORLALASAILLAAGCVTSEGLEPNARLQPAGALQAGRSLDGVALSPARAWP
RQDWWTGLGDROLDOLIGEALQGTPDLQI AEARARQAAATAQAQDARROPTLDAKASYSG
IRAPTSVAPAPLGGRYSAIKYLSLGFNYDFDLWGGERARWEAALGQANAARIDSQAARIG
LSASIARAYSDLAHAFTVRDLAEEELKRSQRMTELSQKRMSAGLDSKVQLOQTQTQLATA
RQQLSAAEQDIASARIALAVLLGKGPDRGLELQRPQ PLNPASLSLPSVLPAELLGRRADT
VAARWRVEAARRNIDSAKTEFYPNLNLGAMAGLAALHTSDVLQAPSRFFQVAPAISLPLF
DGGRRRANLAERDADYDLAVEQYNKTLVQALGEVSDDLGKLRSLEQQVIDQRQARDIARS
NFDLAMRRYGEGVGSYLDALSVQQQLLVAERQLASLESQQRIDLSVQLVQALGGGFQPDSR
SAALATAKAPAE

SEC ID N°:39 > Opml ‘
VPRALRKELTLVGSFVGFLVVFSAT SGCVSTGDIABEAATLDANALATDHAIQAAAREAG
WPOAQWWKVYADPQLDAWI EKALDGNPGLAVAHARVRQAKSMAG LVESIESPQIEGKGSL
VRHRWPDDYFYGPGDLARTTSWNNSTEIGLNYKLDLWGRDRSDS ERAVDLAHMAAAEARQ
AQLELEGNIVRAYVQLSLQYAEMDIAKAMLOQORDI LALAQRRLRGGIGTHFEVSQAEVP
LPETERRIEVIDEEIQLTRNLLAALAGKGPGEGRTIRRPSLNLAAQPSLPSALPAELLGR
RPDVVARRWOVAALAKGVDVARADFY PNVDLMASVGFSAVGGGMLE FFRSAKYTYSAGPA
VILPIFDGGRLRSQLGEAAAGYDAAVEQYNQTLVDALKNISDQLIRLHSVDIQKD FAROS
VASAQKTYDIATLAYQRGLTDYLNVLNAQTRLFQQ QLVQEQVQAARLAAHASLLTALGGG
VGAGADTPAQRKLAPENVPVRAVSSR

SEC ID N°:40 > OpmH .

MLRRLSLAAAVAAATGVAWAAQPTPLPTKTDLISVYKEAVDNNADLAAAQAD YLARKEVV
PQARAGLLPQLGAGARVGDTRIAFDER PATVEKRNSQVVQATLSQPLFRADRWFQWQRAKE
TSDOARLEFSATQODLILRSAETYFTVLRAQDNLATSKAE EAAFKRQLDQANERFDVGLS
DKTDVLEAQASYDTARANRLYAEQRVDDAFOALVTLTNRDYSAI EGMRHTILPVVPPAFND
AKAWVDTAVQONLRLLASNYAVNAAEETLRQRKAGHL PTLDAVAQYQKGDNDALGFANSA
ANPLVHYGKYVDERSIGLELNIPIYSGGLTSSQVRESYQRLNQS EQSREGORRQVVQDTR
NLHRAVNTDVEQVQARRQALISNQSSLEATEIGYQVGTRNIVDVLNAQRQ LYAAVRDYNN
SRYDYILDTLRLKQAAGTLSPADLEALSAYLXQDYDPDKDFLF PDLAKARAEQLQSKPRQ

QY

SEC ID N°:41 > OpmK
MRALAGLLCGLLGLVPGARAYEPDVFGTTGQVAGOAVYDLGGSGLPCRGGPPPTELSLEE
AIERILCHDPQTRLAWANAKAQAAQVGIGKSAYLPRLDGRLDASRGYSDMDYRDAPYLSG
DGHRHRRGASLOLSWVLFDFGRRSAALRNAQQLLLAANAS QDATLONTFALAAQAYYDAL
AAQRSLAASRQVAELAAQNLEAAnaxanGAAALSDRLQAQTALSQASLAQVRDBGALSN
ALGVIALRMGLAPDTPLRLSGELEAQPDTGFVKAIDEMLAEARREHPALLAAQARLKAAR
ASVEESRAAGRPSLALSANLARSHSDQAMAFNGDTRERDRS IGLOLNIPLFEGFERTYQV
RNALARREASEAELADTEQQVSLEVWNNYQSLSVETRSLARTRELVEQSROSLEVVQGRY
RSGVCSMIELLNALTAYASAEDQHIRALGNWQTSRLRLAASLGRLGFWSLR

SEC ID N°:42 > OpmN

MPILRPLASAGKRACWLLMGLCLGLPALANEAPVSFNGTSI SLEQALERALRSNFELAAV
GRETEIASGARCQAGLIPNPDLSWSVEDTRQGNRQTSVSIAQ PLELGGKRGARVEVAKRG
SEIAWTQLEVRRAELRAQVRGAYYARALTAQERVRLAKTS LDLARRALQOBRADRRVKAGSIS
SVERVRAQVLADNAQLDLSQRELEQQRTYVQLSSTWDEPQPG FARVGGALDAVPASITRG
ALLRHLDESPTLRLAAQEVARGEAQVDLEKRQRIPNLTVSIGS KYDQTARDGRGERVNLI
GLSMPLPLFDRNOGNIYARQSRADOARDLQRATLLRLRSEAVQAYDQLRTSEQELALVRR
PLLPGAQSALDSMTRGFEMGKFNFLDVLDAQ RTLVGVRAQYVRALDAARQARVSMERLLG
EDIGHLGQ

FIG.11H
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SEC ID N°:43 > OpmF

MNRWGLGVLWLVTALPVAASVNPALS PDVPSMAREQGRSVLLSEQVIDLSLSDAVYLGLR
NNRGIRSAYLQRIAQKFDLRVAADAFNPKLVVRGDYRANRATEDRTRTSNVSPTATLLGE
YGTRFSLAWVKQFRTADEAGRYRSDGLDLTVVQPLLRDAGWDVTTAPLRLARLSEDANRL
OLKASVSQTISQVIGAYRELLRAQEQARIAREALARTQELLEVNRAMIRAGRMAEFEIVQ
TEADVASQELNVEESTNQVDSARLALLQLLALDLSTQXRASDALAATPIEVDRQQAIRTA
LOQQPEYLQRLIGSRQADLNLVLAKNQRLWDVSLVGGASQIRDRYSEGGGDNSREWDSYA
GVQVEIPIGDLSRRQAEVRAQVDVENQKILIEDARQTLEQNVIDAVRDLGTRWRQYQIAQ
RATALSRRKLEIEREKLRVGRSSNFQVLSFETDLRNVENTQLNALISFLNAQTQLDLIVG
MTLDSWEISLNDH -

SEC ID N°:44 > OpmL
MRGRROYARKGRRHGKGAIWLLSLGLPMFASAMPLDQAVRAGLAIHPEVRSAMAEADRAG
TEVEMAXGGYYPSVTMSGGPOEFDFGEIVYDLTASQMLYDWGRVTSKVDSASATORKLSE
AVLVARDDAALDIVETYLDVLASERRVEAVREHIORLDGIREMTQARGGDGYADRSELDR
ANLELSRAQEOQLSLEKGNLODARNQYAILVGQEPADLVEPEPMSLQRYLAASDMARVIRE
SPLORKALEDANVAEAEVREAKASLLPQLNLEASALRREIGGHPESDSVVSLRFRMDTFQ
GLSNFRRPTAAQQRLESAKWSADAMORDIRRQLONLFDNGDTLRWREQSLTQQVTESEQV
GELYREQFEVGRRDVIDLLNVQRERFEBERQLINLRIERKRIEYRAAAQVGLLGPLLENR
LNHGS ;

SEC ID N°:45 >gen H de phiCTX
MTSPKYGGLLTDIGAMALIAASEAGKKWQPTHMLIGDAGGAPGETADPIFPSAAQTKLIRQ
RYRAQLNRLFVSEQSANVLVAELVLPMAIGGFWIREIGLEDADGKFVAVANCPPSFKASV
ESGSARTQTIRVQIILSGMEHVELI IDDGIVYATQDWVTAKVAADFKGRKVLAGNGLVGG
GDLSADRTIALPASGVGAGTYRAVTVNANGIVTAGSNPTTLGGYGITDALHASEAVTTET
ANKLLRLNAAGLLPASITGNAATASRLAAPITLSASGDATWSMFDGATNVNGVLTLANS
GUTAGTYAKVTVNAKGLVTGATGLVASDI PALDAGKITSGILPAARGGTGNGIGQAATAV
KLVAPRTIYLGGDVSGSTTFDGSANAGI TVTLANGVNAGSYPKVTVNAKGLVTGGGALTA
ADIPALDASKIATGRLDLERLPLVSQGLATAVHTSVDPNSVVIPLVLTNHANGPVAGRYY
YIQTMFYPTVEGNATQIATGYAGVADMYVRYAYASPATTDSSKREWSAWVRCDLGGAFAH
APDGELGGYVNLDSMIASGWWHQPFTANAKNGANY PVGEAGLLTVHAPTASMIYQTYRGY
DAGGLYWRCRYNGTWSAWYRAWDSGNFNPANYVAKSEYSWASLPGKPSNFPPSVHVHSAA
SRGVSGWYKNNDTGVIFQWUNLS IGDHPGGVIDRVVTFP IAFPNACLHVVPTVRENGRPA
IPASTVTVAEKARTATNCTIVSSEYIGNVONFGINVFAIGY

SEC ID N°:46 > AVOBS
GCTTCMTGTGCAGCSTT‘IGC

SEC ID N°:47 > AV0BE
GCCACACCGGTAGCGEARAGECCACCGTATTTCGGAGTAT

SEC ID N°:48 > AV087
ATACTCCGAAATACGGTGGCCTTTCCGCTACCGETGTGGC

SEC ID N°:49 > AVOB6
TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAAGTTCTT

SEC ID N°:50 > AV1l0
TTTATTAGCGGAAGAGCCGACTGCACGGTGCACCAATG

SEC ID N°:51 > AV1l4d
CCCTCGAATTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGARATTG

SEC ID N°:52 > AV11e
CTTCCTTTCATGACGACCAATACTCCGAA

SEC ID N°:53 > AV11é
ACCACGAATTCTTCATCGTCCARATGCCTC

" FIG. 111
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SEC ID N°:54 > AV107 €j
CACCATCTAGACAATACGAGAGCGACANGTC

SEC ID N°:55 > AVOS1
TCCTCAAGCTTACGTTGGTTACCGTAACGCCGTG

SEC ID N°:56 > AV127
TTCTTTAAGCTTTTCCTTCACCCAGTCCTG

SEC ID N°:57 > AV1z4 FIG 11J

CCTCQCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG

SEC ID N°:58 > AV126
TCCTTCGAATTCTTACACCTGCGCAACGT

SEC ID N°:59 > AV12S
CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG
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