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DESCRIPCION
Interrupcion de la percepcion de quérum en bacterias mediada por anticuerpos
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las infecciones bacterianas se estan haciendo cada vez mas mortiferas, ya que muchas cepas que provocan
enfermedades estan desarrollando resistencia al grupo de antibiéticos usados para controlarlas. Por ejemplo, el
Staphylococcus aureus, es una causa habitual de infecciones adquiridas durante la hospitalizaciéon que dan como
resultado diversas enfermedades o afecciones que varian desde infecciones cutaneas e intoxicacién alimentaria
hasta infecciones nosocomiales que amenazan la vida. El incremento de la resistencia de elementos aislados de S.
aureus frente a antibidticos glicopéptidos, de forma destacada la vancomicina, supone una enorme preocupacion en
las actuales unidades de cuidados intensivos. Por lo tanto, se necesita urgentemente una estrategia alternativa para
combatir las infecciones bacterianas.

El documento W02004/014423 describe anticuerpos contra péptido lactonas, tales como la péptido tiolactona.

En Bioorg. Med. Chem. Letters 13(15), agosto de 2003, paginas 2449-2453, se describen péptidos ciclicos que
inhiben la TCSTS estafilococal, especificamente mediante la capacidad de antagonizar los aceptores ArgC-1 y
ArgC-2.

SUMARIO DE LA INVENCION

La invencion se refiere al descubrimiento de una estrategia inmunofarmacoterapéutica para la atenuacion de la
percepcion de quérum. En particular, la invencién implica el descubrimiento de un anticuerpo monoclonal activado
contra un hapteno disefiado racionalmente que puede inhibir la percepcion de quérum, suprimir la patogenicidad
bacteriana en un modelo in vivo de formacién de abscesos en ratones, y proporcionar una proteccion frente a una
exposicion bacteriana letal.

La invencién proporciona una entidad molecular inmunogénica segun la Reivindicacion 1. Las realizaciones de la
invencién se encuentran en las reivindicaciones dependientes.

Se describe una entidad molecular inmunogénica que comprende al menos un hapteno, estando el hapteno ligado
covalentemente a un vehiculo macromolecular, opcionalmente a través de un resto de unién, comprendiendo dicho
hapteno un péptido ciclico o un analogo del mismo, comprendiendo dicho péptido ciclico o analogo del mismo un
anillo macrociclico, en donde el péptido ciclico o el analogo del mismo comprende aproximadamente de cuatro a
aproximadamente diecinueve residuos de aminodcido, presentando dicho péptido ciclico o analogo del mismo una

estructura representada por la Férmula I:
- a+2+b
%—Qx\ )b

Xa+2
R/ xatt )
AN a

X1

en donde cada X es de forma independiente cualquier residuo de aminoacido; X" es un residuo de aminoacido que
esta unido covalentemente a R mediante un grupo carbonilo respectivo; X2 es un aminoacido interno, del cual un
atomo de carbono respectivo estd unido covalentemente a R; R es un resto macrociclizante que conecta
covalentemente X' y X**2 formando asi el anillo macrociclico, en donde R comprende un grupo éster, tioéster,
amida, carbamida, semicarbazida u otro grupo sustitutivo de amida, o cualquier combinacion de los mismos; a va de
1 hasta aproximadamente 9; b va de 1 hasta aproximadamente 8; y un enlace cruzado por una linea ondulada indica
un punto de unién de un residuo de aminoacido N-terminal del péptido ciclico o analogo del mismo a un vehiculo
macromolecular, opcionalmente a través del resto ligando.

En algunos ejemplos, la entidad molecular inmunogénica tiene la estructura presentada antes, en donde a es 2-8,
R incluye un grupo alquiloxi o alcariloxi, alquiltio o alquilamino que une covalentemente X2 al grupo carbonilo X',
proporcionando asi un enlace de éster, tioéster o amida, respectivamente, para formar un anillo macrociclico de
lactona, tiolactona o lactama, respectivamente. En algunos ejemplos, la entidad molecular inmunogénica presenta la
estructura mostrada anteriormente, en donde R incluye -CH,0-, -CH>CH,0-, -CH>,CH(CH3)O-, -CHa-fenil-O-, -CH,S, -
CH2CH2S- 6 -(CH2)nNH-, en donde n va de 1 a aproximadamente 4. En algunos ejemplos, la entidad molecular
inmunogénica tiene la estructura mostrada anteriormente, en donde a es 2-8, y R incluye al menos un grupo amida,
urea o semicarbazida, o al menos un enlace sustitutivo de amida.

En algunos ejemplos, R esta representado por la Férmula (I1a) o por la Férmula (l1b):
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(ii)
Férmula (lla),
~
TR

—%—(CHg)wH C——NH—CH,CH—FR'
(i)

Férmula (lIb),

en donde n va de 1 a aproximadamente 4, R' es la cadena lateral de un aminodacido natural o de un analogo del
mismo, un enlace atravesado por una linea ondulada indica un punto de unién, en donde el punto de unién
deszignado (i) esta enlazado al grupo carbonilo de X' y el punto de unién designado (ii) esta unido al carbono alfa de
X2,

En algunos ejemplos, R tiene la formula (lla):
- .
0 0 NH;'L (0
.l ||
—%—(CHg)rN C NH NH C—CH——CH,;CH,SCH4
(i1)

‘??{’

H
—%—(CHZ)HN C——NH——CH,CH——CH,CH,SCH;
(ii)

En algunos ejemplos, la entidad molecular inmunogénica tiene la estructura mostrada anteriormente, en donde X' y
X? son residuos de aminoacido hidrofébicos, y en algunos ejemplos, X' y X? se seleccionan de forma independiente
del grupo de residuos de aminoacido que consiste en alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina,
tirosina o triptéfano, o analogos de los mismos. En algunos ejemplos, cada uno de X' y X? son de forma
independiente metionina, leucina, fenilalanina, tirosina, alanina, isoleucina o triptéfano.

En algunas realizaciones, el péptido ciclico o analogo de la entidad molecular inmunogénica tiene la secuencia de
aminoacidos YST(X**?)DFIM (SEQ ID NO: 92), YST(X**)YFIM (SEQ ID NO: 93), IN(X**)DFLL (SEQ ID NO: 94),
GVNA(X*HSSLF (SEQ ID NO: 95), GVNP(X***)GGWF (SEQ ID NO: 96), KAKT(X***)TVLY (SEQ ID NO: 97),
KTKT(X**)TVLY (SEQ ID NO: 98), GANP(X***)OLYY (SEQ ID NO: 99), GANP(X***)ALYY (SEQ ID NO: 100),
GYST(X”)SYYF (SEQ ID NO: 101), GYRT(X**)NTYF (SEQ ID NO: 102), YNP(X***VGYF (SEQ ID NO: 103),
GGKV(X**%)SAYF (SEQ ID NO: 104), SVKP(X***)TGFA (SEQ ID NO: 105), DSV(X***)ASYF (SEQ ID NO: 106),
KYNP(X**?)SNYL (SEQ ID NO: 107), KYNP(X*)ASYL (SEQ ID NO: 108), KYNP(X**$)ANYL (SEQ ID NO: 109),
RIPT(X"’”ZETGFF (SEQ ID NO: 110), DI(X**)NAYF (SEQ ID NO: 111), DM(X**)NGYF (SEQ ID NO: 112),
KYNP(X***)LGFL (SEQ ID NO: 113), KYYP(XMZFGYF (SEQ ID NO: 114), GARP(XMQGGFF (SEQ ID NO: 115),
GAKP(X**?)GGFF (SEQ ID NO: 116), YSP(X***)TNFF (SEQ ID NO: 117), YSP(X***)TNF (SEQ ID NO: 118),
QN(X**)PNIFGQWM (SEQ ID NO: 119), en donde el dltimo residuo de aminoacido de cada secuencia es X', y
(Xa+2) es el aminoacido interno al cual esta unido covalentemente a través de R el grupo carbonilo de x".

En algunas realizaciones, el vehiculo macromolecular incluye una proteina, un polimero o una nanoparticula. En
algunos ejemplos, el polimero es un dendrimero. En algunos ejemplos, el polimero es un dendrimero MAP. En
algunas realizaciones, el vehiculo macromolecular comprende una proteina. En algunos ejemplos, la proteina se
selecciona del grupo que consiste en hemocianina de lapa de ojo de cerradura (KLH), albumina de suero bovino
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(BSA), albumina de suero de conejo (RSA), albumina de suero humano (HSA), hemocianina de Concholepas (CCH),
subunidad B de toxina del cdélera, subunidad B de toxina labil de E. coli, toxoide de la difteria, toxoide del tétanos,
fragmento C de toxina del tétanos, exoproteina A de Pseudomonas aeruginosa recombinante, CRM197 (material de
reactividad cruzada), albumina de suero bovino cationizada (cBSA), tiroglobulina (Tg), avidina, tiroglobulina bovina
(BTG), globulina G bovina, inmunoglobulina G bovina (BlgG), conalbumina (CONA), oro coloidal, edestina,
hemocianina de Paralithodes camtschatica (HC), hemocianina de Helix pomatia (HPH), inhibidor de tripsina de soja
de Kunitz (KTI), hemocianina de Limulus polyphemus (LPH), ovoalbumina (OA), Pam3Cys-Th (lipopéptido/epitopo
de célula Th), polilisina, tiroglobulina porcina (PTG), derivado de proteina purificado (PPD), inhibidor de tripsina de
soja (STI) o globulina de girasol (SFG).

En algunas realizaciones, el analogo de péptido ciclico esta ligado covalentemente al vehiculo macromolecular a
través de un grupo amino de un residuo de aminoacido N-terminal del andlogo de péptido ciclico o a un grupo tiol de
un residuo de cisteina o homocisteina N-terminal del analogo de péptido ciclico.

En algunos ejemplos, la entidad molecular de la descripcién incluye ademas un resto ligando que une
covalentemente el analogo de péptido ciclico al vehiculo macromolecular. En algunos ejemplos, el andlogo de
péptido ciclico esta unido al resto ligando a través de un grupo amino de un residuo de aminoacido N-terminal del
analogo de péptido ciclico, o a través de un grupo tiol de un residuo de cisteina u homocisteina N-terminal del
analogo de péptido ciclico, estando enlazado covalentemente el resto ligando al vehiculo macromolecular. En
algunos ejemplos, el resto ligando incluye un resto producido mediante la reaccion de MBS, sulfo-MBS, SMCC o
sulfo-SMCC. En algunos ejemplos, el resto ligando incluye dihidrazida de acido adipico (ADH), un péptido
espaciador, semisuccinato de hidroximetilo, o un derivado de polietilenglicol.

En algunos ejemplos, la entidad molecular tiene la estructura:

CPL—S

HoN

SEQ ID NO: 3 (YSTSDFIM, sin incluir grupos protectores),

" N /\!f:UL” A J/Yo

[

o = o 3 HN
NH
cr—s” \”/ 2 \Q I\DH
o oj
HoOHNTY
Z/i

SEQ ID NO: 4 (GVNASSSLEF, sin incluir grupos protectores),
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SEQ ID NO: 2 (INSDFLL, sin incluir grupos protectores),
o}

OH OH

SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores),

en donde CPL es un vehiculo macromolecular con un ligando opcional enlazado covalentemente a un grupo tiol de
cisteina.

En otro aspecto, la descripcién proporciona una estructura supramolecular que incluye una entidad molecular
inmunogénica de la descripcion. En algunos ejemplos, la estructura supramolecular incluye un liposoma, un
virosoma, un bacteriéfago, una particula virica, o un sistema de administracion de nanoparticulas poliméricas.

En otro aspecto, la descripcidn proporciona un anticuerpo que se une especificamente a un péptido ciclico que tiene
la secuencia de aminoacidos YST(X***)DFIM (SEQ ID NO: 92), YST(X**)YFIM (SEQ ID NO: 93), IN(X***)DFLL
(SEQ ID NO: 94), GVNA(X*?)SSLF (SEQ ID NO: 95), GVNP(X***)GGWF (SEQ ID NO: 96), KAKT(X**>)TVLY (SEQ
ID NO: 97), KTKT(X**3)TVLY (SEQ ID NO: 98), GANP(X**?)OLYY (SEQ ID NO: 99), GANP(X**?)ALYY (SEQ ID NO:
100), GYST(X**)SYYF (SEQ ID NO: 101), GYRT(X***)NTYF (SEQ ID NO: 102), YNP(X***)VGYF (SEQ ID NO: 103),
GGKV(X*?)SAYF (SEQ ID NO: 104), SVKP(X**TGFA (SEQ ID NO: 105), DSV(Xa+22)ASYF (SEQ ID NO: 106),
KYNP(X**)SNYL (SEQ ID NO: 107), KYNP(X*™)ASYL (SEQ ID NO: 108), KYNP(X**$)ANYL (SEQ ID NO: 109),
RIPT(XMLTGFF (SEQ ID NO: 110), DI(X***)NAYF (SEQ ID NO: 111), DM(X***)NGYF (SEQ ID NO: 112),
KYNP(X***)LGFL (SEQ ID NO: 113), KYYP(XMEFGYF (SEQ ID NO: 114), GARP(Xa"ZZ)GGFF (SEQ ID NO: 115),
GAKP(X**?)GGFF (SEQ ID NO: 116), YSP(X***)TNFF (SEQ ID NO: 117), YSP(X**)TNF (SEQ ID NO: 118),
QN(X**?)PNIFGQWM (SEQ ID NO: 119); en donde el dltimo residuo de aminoacido de cada secuencia es X', y
(Xa+2) es el aminoacido interno al cual esta unido covalentemente a través de R el grupo carbonilo de x"; y en donde
R comprende -CH,0-, -CH,CH,0-, -CH,CH(CH3)O-, -CHx-fenil-O-, -CH,S, -CH,CH,S- 6 -(CH2)nNH-, en donde n va
de 1 a aproximadamente 4.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un anticuerpo que se une especificamente a una molécula de
sefializacion de péptido ciclico de una bacteria Gram positiva.

En algunos ejemplos, el anticuerpo se une especificamente a una molécula de sefalizacion de péptido ciclico que
tiene la secuencia YSTCDFIM (SEQ ID NO: 120); GVNACSSLF (SEQ ID NO: 121); INCDFLL (SEQ ID NO: 122);
YSTCYFIM (SEQ ID NO: 123); GVNPCGGWE (SEQ ID NO: 124); KAKTCTVLY (SEQ ID NO: 125); KTKTCTVLY
(SEQ ID NO: 126); GANPCOLYY (SEQ ID NO: 127); GANPCALYY (SEQ ID NO: 128); GYSTCSYYE (SEQ ID NO:
129); GYRTCNTYE (SEQ ID NO: 130); YNPCVGYE (SEQ ID NO: 131); GGKVCSAYE (SEQ ID NO: 132);
SVKPCTGFA (SEQ ID NO: 133); DSVCASYE (SEQ ID NO: 134); KYNPCSNYL (SEQ ID NO: 135); KYNPCASYL
(SEQ ID NO: 136); KYNPCANYL (SEQ ID NO: 137); RIPTSTGFE (SEQ ID NO: 138); DICNAYE (SEQ ID NO: 139);
DMCNGYE (SEQ ID NO: 140); KYNPCLGFL (SEQ ID NO: 141); KYYPCFGYE (SEQ ID NO: 142); VGARPCGGFE
(SEQ ID NO: 143); GAKPCGGFE (SEQ ID NO: 144); YSPCTNFE (SEQ ID NO: 145); o QNSPNIFGQWM (SEQ ID
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NO: 146); en donde el grupo carbonilo alfa del residuo subrayado forma un enlace de tiolactona o lactona con el
grupo sulfhidrilo o hidroxilo del residuo de cisteina o serina interno en negrita, respectivamente.

En algunos ejemplos, el anticuerpo es un anticuerpo neutralizante, p.ej. un anticuerpo neutralizante cruzado. En
algunos ejemplos, es un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), un fragmento Fab o un fragmento F(ab’),. En
algunos ejemplos, el anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 35-
53. En algunos ejemplos, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En algun ejemplo, el anticuerpo comprende la
secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 19-26 y 147-154. En algunos ejemplos, el
anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 19-26 en interaccion
covalente con una secuencia de aminoacidos de una cualquiera de las SEQ ID NOs: 147-154. En algunos ejemplos,
el anticuerpo es un anticuerpo de ratén, bovino o humano. En algunos ejemplos, el anticuerpo es un anticuerpo
humanizado o quimérico. En algunos ejemplos, el anticuerpo es AP4-24H11.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona una composicién que incluye al menos un anticuerpo de la descripcién y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En algunos ejemplos, la composicién incluye de dos a cuatro anticuerpos que se unen especificamente a de dos a
cuatro moléculas de sefializacion de péptido ciclico que tienen las secuencias YSTCDFIM (SEQ ID NO: 120),
GVNACSSLE (SEQ ID NO: 121), INCDFLL (SEQ ID NO: 122), e YSTCYFIM (SEQ ID NO: 123); en donde el grupo
carbonilo alfa de los residuos subrayados forma un enlace de tiolactona con el grupo sulfhidrilo de los residuos de
cisteina internos sefialados en negrita.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona una composicion que incluye al menos una entidad molecular
inmunogénica de la descripcidon y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En aI%unos ejemplos, la entidad
molecular inmunogénica incluye un péptido ciclico que tiene la secuencia YST(X*"?)DFIM (SEQ ID NO: 92),
YST(X*?)YFIM (SEQ ID NO: 93), IN(X*)DFLL (SEQ ID NO: 94), GVNA(X*)SSLF (SEQ ID NO: 95),
GVNP(X**)GGWF (SEQ ID NO: 96), KAKT(X*)TVLY (SEQ ID NO: 97), KTKT(X*)TVLY (SEQ ID NO: 98),
GANP(X*)OLYY (SEQ ID NO: 99), GANP(X***)ALYY (SEQ ID NO: 100), GYST(X**)SYYF (SEQ ID NO: 101),
GYRT(X*?)NTYF (SEQ ID NO: 102), YNP(X**)VGYF (SEQ ID NO: 103), GGKV(X**)SAYF (SEQ ID NO: 104),
SVKP(X**)TGFA (SEQ ID NO: 105), DSV(X**$)ASYF (SEQ ID NO: 106), KYNP(X**)SNYL (SEQ ID NO: 107),
KYNPgXM)ASYL (SEQ ID NO: 108), KYNP(X**$)ANYL (SEQ ID NO: 109), RIPT(X**)TGFF (SEQ ID NO: 110),
DIX**)NAYF (SEQ ID NO: 111), DM(X**)NGYF (SEQ ID NO: 112), KYNP(X***LGFL (SEQ ID NO: 113),
KYYP(X**)FGYF (SEQ ID NO: 114), GARP(X***)GGFF (SEQ ID NO: 115), GAKP(X***)GGFF (SEQ ID NO: 116),
YSP(X***)TNFF (SEQ ID NO: 117), YSP(X***)TNF (SEQ ID NO: 118), 6 QN(X***)PNIFGQWM (SEQ ID NO: 119); en
donde el tltimo residuo de aminoacido de cada secuencia es X', y (Xa+2) es el aminoacido interno al cual esta unido
covalentemente a través de R el grupo carbonilo de X" y en donde R comprende -CH,O-, -CH2CH20-, -
CH2CH(CH3)O-, -CHy-fenil-O-, -CH,S, -CH2CH»S- 6 -(CH2)nNH-, en donde n va de 1 a aproximadamente 4.

En algunos ejemplos, la composicion incluye de dos a cuatro entidades moleculares inmunogénicas, cuyos péptidos
ciclicos tienen la secuencia YST(Xa+2)DFIM (SEQ ID NO: 92), YST(Xa+2)YFIM (SEQ ID NO: 93), IN(XM)DFLL (SEQ
ID NO: 94), GVNA(X**?)SSLF (SEQ ID NO: 95), GVNP(X***)GGWF (SEQ ID NO: 96), KAKT(X**4)TVLY (SEQ ID NO:
97), KTKT(X**3)TVLY (SEQ ID NO: 98), GANP(X**4)OLYY (SEQ ID NO: 99), GANP(X**3)ALYY (SEQ ID NO: 100),
GYST(X**)SYYF (SEQ ID NO: 101), GYRT(X***NTYF (SEQ ID NO: 102), YNP(XMZ)VGYF (SEQ ID NO: 103),
GGKV(X*%)SAYF (SEQ ID NO: 104), SVKP(X**TGFA (SEQ ID NO: 105), DSV(X**))ASYF (SEQ ID NO: 106),
KYNP(X***)SNYL (SEQ ID NO: 107), KYNP(X*?)ASYL (SEQ ID NO: 108), KYNP(X**$)ANYL (SEQ ID NO: 109),
RIPT(XMETGFF (SEQ ID NO: 110), DI(X***)NAYF (SEQ ID NO: 111), DM(X**)NGYF (SEQ ID NO: 112),
KYNP(X***)LGFL (SEQ ID NO: 113), KYYP(XMZFGYF (SEQ ID NO: 114), GARP(XMQGGFF (SEQ ID NO: 115),
GAKP(X**)GGFF (SEQ ID NO: 116), YSP(X**)TNFF (SEQ ID NO: 117), YSP(X**)TNF (SEQ ID NO: 118),
QN(Xa+2)PNIFGQWM (SEQ ID NO: 119); en donde el ultimo residuo de aminoacido de cada secuencia es X", y
(Xa+2) es el aminoacido interno al cual esta unido covalentemente a través de R el grupo carbonilo de X" y en donde
R comprende -CH,0-, -CH;CH,0-, -CH>,CH(CH3)O-, -CH>-fenil-O-, -CHS, -CH,CH,S- 6 -(CH2),NH-, en donde n va
de 1 a aproximadamente 4.

En algunos ejemplos, la composicién incluye cuatro entidades moleculares, cuyos péptidos ciclicos tienen las
secuencias YSTCDFIM (SEQ ID NO: 120); GVNACSSLE (SEQ ID NO: 121); INCDFLL (SEQ ID NO: 122), e
YSTCYFIM (SEQ ID NO: 123; en donde el grupo carbonilo alfa de los residuos subrayados forma un enlace de
tiolactona con el grupo sulfhidrilo de los residuos de cisteina internos sefialados en negrita.

En algunos ejemplos, la composicion incluye al menos un inmundégeno adicional. En algunos ejemplos, el al menos
un inmundégeno adicional provoca una respuesta inmune contra hepatitis B, bacterias de Haemophilus influenzae de
tipo b, difteria, sarampidn, paperas, tosferina, polio, rubeola, tétanos, tuberculosis, varicela o cualquier combinacién
de las mismas.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un articulo de fabricacion que comprende la entidad molecular
inmunogénica, una estructura supramolecular, un anticuerpo o una composiciéon de la descripcion, e instrucciones
para su uso.
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En otro aspecto, la descripcidon proporciona un método para provocar una respuesta inmune en un mamifero que
implica la administracion al mamifero de una composicién que incluye la entidad molecular inmunogénica o la
estructura supramolecular de la descripcion en una cantidad efectiva para producir una respuesta inmune en el
mamifero. En algunos ejemplos, el mamifero es una cabra, conejo, oveja, cerdo, raton, rata, cobaya, hamster, vaca,
caballo, mono o humano. En algunos ejemplos, la composicién se administra al mamifero mediante inyeccion
intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intradérmica o intramuscular. En algunos ejemplos, el método implica
ademas la obtencion de una muestra biolégica del mamifero, en donde la muestra biolégica comprende un
anticuerpo que se une especificamente a una molécula de sefializaciéon de péptico ciclico y/o al péptido ciclico de la
entidad molecular inmunogénica. En algunos ejemplos, el método implica ademas aislar una célula productora de
anticuerpos del mamifero, y fusionar la célula productora de anticuerpos con una célula de mieloma para generar un
hibridoma que produzca un anticuerpo que se una especificamente a una molécula de sefializacion de péptido
ciclico y/o al péptido ciclico de la entidad molecular inmunogénica.

En algunos ejemplos, el mamifero es susceptible de infeccidon por una bacteria Gram positiva o es susceptible a una
afeccion de enfermedad asociada a una bacteria Gram positiva. En algunos ejemplos, la bacteria Gram positiva es
un Staphylococcus, tal como S. aureus o S. epidermidis. En algunos ejemplos, el mamifero es un humano.

En algunos ejemplos, el método incluye ademas administrar al mamifero al menos una dosis adicional de la
composicion que incluye la entidad inmunogénica en periodos de tiempo seleccionados.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona un método para inhibir la percepcion de quérum en un mamifero, que
implica la administracién al mamifero de una composicion que incluye el anticuerpo de la descripcion en una
cantidad efectiva para inhibir la percepcion de quérum en el mamifero.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para inhibir la percepciéon de quérum en un mamifero, que
implica la administracion al mamifero de una entidad molecular inmunogénica o la estructura supramolecular de la
descripcién en una cantidad efectiva para provocar una respuesta inmune e inhibir la percepcién de quérum en el
mamifero. En algunos ejemplos de la descripcion, el mamifero es un humano.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona un método para prevenir o tratar la infeccion de un mamifero debida a
una bacteria Gram positiva que implica la administracion al mamifero de una entidad molecular inmunogénica, una
estructura supramolecular o el anticuerpo de la descripcidon en una cantidad efectiva para prevenir o tratar la
infeccion del mamifero debida a una bacteria Gram positiva. En algunos ejemplos, el mamifero es un humano. En
algunos ejemplos, la entidad molecular inmunogénica, la estructura supramolecular o el anticuerpo se administran al
mamifero mediante inyeccion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intradérmica o intramuscular.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un método para identificar un anticuerpo que se une especificamente a
una molécula de senalizacion de péptido ciclico que implica poner en contacto una entidad molecular inmunogénica
que incluye un analogo de péptido ciclico de la molécula de sefalizacion ligado covalentemente a un vehiculo
macromolecular con una biblioteca de inmunoglobulina combinatoria recombinante, e identificar la inmunoglobulina
recombinante que se une especificamente a la entidad molecular inmunogénica, como un anticuerpo que se une
especificamente a la molécula de sefializacion de péptido ciclico.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para prevenir la formaciéon de una biopelicula que implica el
recubrimiento de una superficie que incluye una superficie de un catéter con un anticuerpo de la descripcion.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un acido nucleico aislado que tiene la secuencia que codifica el
anticuerpo discutido en la presente memoria. En algunos ejemplos, el acido nucleico tiene la secuencia de una
cualquiera de las SEQ ID NO: 54-91, 27-34 y 155-181. El término “acido nucleico”, tal como se usa en la presente
memoria, se refiere a un polimero de acidos desoxirribonucleicos (ADN), asi como acidos ribonucleicos (ARN). El
término incluye moléculas lineales, asi como moléculas circulares cerradas covalentemente. Incluye moléculas de
cadena individual y moléculas de cadena doble.

El término “aislado”, tal como se usa en la presente memoria en referencia a una molécula de acido nucleico,
significa que la molécula de acido nucleico esta libre de secuencias de acido nucleico no relacionadas, o de aquellas
implicadas en la expresion de los genes que flanquean sus extremos 5’ y 3’ en el genoma natural del organismo del
cual se ha derivado el acido nucleico. Por consiguiente, un “acido nucleico aislado” de la descripcion tiene una
estructura que es diferente de la de cualquier acido nucleico natural o de la de cualquier fragmento de un acido
nucleico gendmico natural que se extienda mas de tres genes separados. Por tanto, el término “molécula de acido
nucleico aislada” incluye, por ejemplo, (1) una molécula de ADN que tiene la secuencia de parte de una molécula de
ADN genoémico natural, pero que no esta flanqueada por las dos secuencias codificadoras que flanquean dicha parte
de la molécula en el genoma del organismo en el que se encuentra de forma natural; (2) un acido nucleico
incorporado en un vector o en el ADN gendmico de un procarionte o eucarionte de un modo tal que la molécula
resultante no es idéntica a ningun vector o ADN gendmico naturales; (3) una molécula separada tal como un ADNc,
un fragmento gendmico, un fragmento producido mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR), o un fragmento
de restriccion; y (4) una secuencia de nucleétidos recombinante que es parte de un gen hibrido, es decir, un gen que
codifica una proteina de fusidon. Se excluyen especificamente de esta definicion los acidos nucleicos presentes en
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las mezclas de (1) moléculas de ADN, (2) células transfectadas, y (3) clones celulares, p.ej., ya que estos se
encuentran en una biblioteca de ADN tal como una biblioteca de ADNc o ADN genémico.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona un vector de expresion que tiene un acido nucleico que codifica el
anticuerpo discutido en la presente memoria.

En algunos ejemplos, el acido nucleico que codifica el anticuerpo esta ligado operativamente a una secuencia de
control de la expresion. En algunos ejemplos, la secuencia de control de la expresion es un promotor. En algunos
ejemplos, el promotor es un promotor fago, virico, bacteriano o de mamifero.

El término “vector de expresion”, tal como se usa en la presente memoria, significa una molécula de acido nucleico
capaz de transportar y/o permitir la expresion de otro acido nucleico al cual se ha ligado. El producto de dicha
expresion se denomina transcrito de acido ribonucleico mensajero (ARNm). Por tanto, los vectores de expresion
contienen secuencias de control de la expresion adecuadas que pueden dirigir la expresion de un acido nucleico que
esta ligado operativamente a la secuencia de control de la expresiéon para producir un transcrito. Por tanto, la frase
“secuencia de control de la expresion” significa una secuencia de acido nucleico suficiente para dirigir la
transcripcion de otra secuencia de acido nucleico que esta ligada operativamente a la secuencia de control de la
expresion para producir un transcrito de ARN cuando las moléculas apropiadas, tal como proteinas activadoras
transcripcionales, se unen a la secuencia de control de la expresion. Y el término “ligado operativamente” significa
que un acido nucleico y una secuencia de control de la expresidon se posicionan de tal modo que la secuencia de
control de la expresién dirige la expresion del acido nucleico cuando las moléculas apropiadas, tal como proteinas
activadoras transcripcionales, se unen a la secuencia de control de la expresion.

En otro aspecto, la descripcién proporciona una célula que tiene un acido nucleico que codifica el anticuerpo
discutido anteriormente, o un vector de expresién discutido anteriormente. La célula puede ser una célula bacteriana
o de mamifero.

Otras caracteristicas y ventajas de la descripcion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, y a
partir de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: ilustra las estructuras de los péptidos autoinductores (AIPs) usados por S. aureus. Los oligopéptidos son
ciclados post-traduccionalmente para formar un enlace de tioéster entre el resto tiol de la ()Cys conservada y el
grupo carboxilo del residuo C-terminal (SEQ ID NOs: 120-123).

Figura 2A-K: son los espectros de ESI-MS y los cromatogramas de HPLC de los APIs sintetizados: AlP-1 (tiolactona
pura) (A y B); AlP-2 (tiolactona pura) (C y D); AIP-3 (tiolactona pura) (E y F); AlP-4 (tiolactona pura) (G y H); AIP-IV
(lactona pura) (I y J). EI HPLC se realiz6 en una columna C18 monitorizada a 214 nm mediante absorcién de UV
usando un gradiente de 20% de B durante 3 minutos y después aumentando a 50% en 30 minutos. B es acetilnitrilo
frente a agua de grado HPLC. Figura 2K: analisis MALDI-TOF del conjugado AP4-BSA.

Figura 3A-B: son datos que ilustran la secrecion de exoproteina en RN4850. (A) Analisis de secrecion de
exoproteina en RN4850. Tras crecimiento durante 20-24 horas a 37°C en presencia de los mAbs seleccionados (200
Mg/mL) como se indica, las células fueron centrifugadas a 13.000 rpm durante 2 minutos. Los sobrenadantes fueron
analizados mediante SDS-PAGE al 10%. Los geles fueron tefiidos usando el reactivo GelCode® Blue Stain Reagent
(Pierce, Rockford IL). Las flechas continuas denotan la diferencia potencial de los niveles de exoproteina producidos
por AP4-24H11. (B) Actividad hemolitica de los sobrenadantes del medio de cultivo de S. aureus. Los
sobrenadantes (150 yL) preparados anteriormente se aplicaron gota a gota sobre una placa de agar con sangre de
oveja. La placa se incub6 a 37°C durante 24 horas y se mantuvo a temperatura ambiente durante otras 24 horas.

Figura 4A-E: resultados que ilustran la inhibicidon de la sefializacion de la percepcion de quérum en S. aureus por
accion de AP4-24H11. (A) Analisis de transferencia Western blot de a-hemolisina y de expresion de Proteina A en S.
aureus (RN4850 y Wood 46). Los sobrenadantes de cultivo de S. aureus fueron preparados como se describe en los
Ejemplos. (B) DOego relativa (%) de RN4850, NRS168 y Wood 46 después de 20-24 horas de incubacion en
presencia/ausencia de AP4-24H11. (C) Analisis de formacion de biopelicula estatica en RN4850. (D) Analisis de
PCR en tiempo real. Las cantidades de los ARNms seleccionados se midieron en RN4850 cultivado en presencia o
en ausencia de AP4-24H11. Se llevd a cabo una cuantificacién relativa usando gyrA como calibrador. Se llevaron a
cabo al menos dos experimentos independientes para cada experimento por duplicado. Los numeros reales de tasa
de cambio; rnalll (-77 + 48), eta (-8,1 £ 1), hla (-5,2 £ 3,1), spa (+5,7 £ 3,6), sarA (-2,1 + 0,6) y saeR (-1,4 + 0,4). (E)
Supresion de la inhibicion de QS mediada por AP4-24H11 en S. aureus por acciéon de AlP-4. El AP424H11 (~ 1,3
UM) se incubé con el AlP-4 nativo (2,5 uM) en medio CYPG durante 20 minutos a temperatura ambiente. Células de
S. aureus cultivadas durante una noche fueron diluidas en el medio anterior (DOggo ~ 0,03) y se cultivaron durante 20
a 24 horas a 37°C en condiciones estaticas. Se prepararon los sobrenadantes y se analizaron. Ver los Ejemplos para
una discusién detallada de los procedimientos experimentales.

Figura 5A-B: datos que ilustran la inhibicién de la ruptura de PARP inducida por S. aureus mediante AP4-24H11.
Ruptura de PARP en células Jurkat tras tratamiento con sobrenadantes de S. aureus RN4850 (A) y Wood 46 (B).
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Células T leucémicas Jurkat humanas fueron mantenidas en RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero bovino
fetal desactivado térmicamente, ()-glutamina 10 mM y 50 mg/mL de estreptomicina y penicilina (GIBCO, Invitrogen
Corp.). Se prepararon sobrenadantes de S. aureus como se describe en los Ejemplos, y los sobrenadantes de
RN4850 fueron concentrados adicionalmente a 1/3 del volumen original usando un dispositivo filtro centrifugo
Amicon Ultra-4 (5.000 NMWL) (MILLIPORE, Billerica MA). Las células confluentes fueron distribuidas en placas de
24 pocillos en medio fresco (0,5 mL) y se incubaron durante 6 horas antes de afadir los sobrenadantes de S.
aureus. Tras 4 horas de incubacion con la cantidad indicada de sobrenadantes de S. aureus, se prepararon los
extractos celulares y se analizaron mediante Western blot usando un anticuerpo anti-PARP.

Figura 6A-B: resultados que muestran la inhibicion de la formacién de abscesos inducida por S. aureus por accion
de AP4-24H11 en modelos de ratones. (A) S. aureus (1 x 107) + PBS (panel superior); S. aureus (1 x 10’ ) + AP4-
24H11 (0,6 mg) (panel inferior); (B) S. aureus (1 x 10° ) + mAb de control (0,6 mg) (panel superior); S. aureus (1 x
10%) + AP4-24H11 (0,6 mg) (panel inferior).

Figura 7A-D: resultados que ilustran la inhibicién de la formacién de abscesos inducida por S. aureus por accion de
AP4-24H11 en modelos de ratones. Ratones sin pelo eutimicos SKH1 (de 6-8 semanas de edad) recibieron 200 yL
de inyecciones intradérmicas en el flanco que contenian S. aureus (1 x 108 bacterias), 4 pyL de particulas de Cytodex
de volumen empaquetado, DPBS, mAb AP4-24H11 o IgG de control (0,06 mg 6 0,6 mg). Otros animales de control
recibieron 200 pL de inyecciones intradérmicas que contenian particulas de Cytodex o particulas mas anticuerpo.
Después de realizar las inyecciones los ratones fueron monitorizados al menos tres veces al dia durante un periodo
de 4-7 dias. A la conclusion del periodo de monitorizacion los ratones fueron sometidos a eutanasia y se extrajeron
tejidos para analisis bacterioldgico e histologico. (A) S. aureus + PBS; (B) S. aureus + AP4-24H11 (0,06 mg); (C) S.
aureus + AP4-24H11 (0,6 mg); (D) Cytodex + AP4-24H11 (0,6 mg).

Figura 8: ilustra los datos de supervivencia obtenidos de la inmunizacién pasiva de ratones con AP4-24H11 frente a
infeccion de S. aureus. Supervivencia en ratones que fueron pretratados con el mAb AP4-24H11 o con IgG de
control seguido dos horas después de una inyeccion de S. aureus (3 x 10° i.p.). Los numeros entre paréntesis
muestran el nimero de supervivientes/nimero por grupo. Test estadistico Log-Rank, p = 0,001; n = 6 para todos los
grupos.

Figura 9: resultado que muestra la supresion de la expresion de a-hemolisina en las cepas de agr de grupo | por
accion de anticuerpos monoclonales anti-AP1.

Figura 10A-B: resultados de una evaluacion bioquimica de mAbs anti-AlP1. A. Expresién de a-hemolisina en S.
aureus RN6390B de agr | en presencia de mAbs anti-AIP1 (0,2 mg/mL). 1: AP1-2C2; 2: AP1-9A9; 3: AP1-9F9; 4:
AP1-15B4; t: mAb de control; %: sin anticuerpo. B. Formacién de biopelicula estatica de S. aureus RN6390B en
presencia de los mAbs anti-AlP1.

Figura 11: resultado de un anadlisis de transferencia western de los sobrenadantes de cultivo de S. aureus RN4850
cultivado en presencia del anticuerpo humano anti-AlP4 scFv 4-20 para la expresion de a-hemolisina.

Figura 12: resultado de un experimento que demuestra la proteccion de ratones frente a exposicion letal a MRSA
USAS300 ejercida por mAb AP1-15B4. Los ratones fueron tratados con AP1-15B4 (1 mg) o con IgG de control (1 mg)
2 horas después de la inyeccion de S. aureus (1-3 x 10° i.p.). Los numeros entre paréntesis muestran los
supervivientes por grupo, p = 0,02; n = 6 para todos los grupos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se refiere al descubrimiento de que un anticuerpo especifico para el péptido de sefalizacion AP-4 de
Staphylococcus aureus puede bloquear la percepcion de quérum y prevenir la infeccidn estafilococal en ratones. Asi,
la descripcion proporciona una entidad molecular inmunogénica que puede usarse para provocar la produccién de
una respuesta inmune contra un péptido de sefializacion ciclico nativo producido por una bacteria Gram positiva que
regula la expresion de los factores de virulencia a través de la percepcion de quérum. La entidad molecular
inmunogénica comprende al menos un hapteno, el hapteno estd unido covalentemente a un vehiculo
macromolecular, opcionalmente a través de un resto ligando, en donde el resto ligando esta unido covalentemente al
hapteno y al vehiculo macromolecular, el hapteno comprende un péptido ciclico o un analogo del mismo, el péptido
ciclico o analogo del mismo comprende un anillo macrociclico, en donde el péptido ciclico o el analogo del mismo
comprenden entre aproximadamente cuatro y aproximadamente diecinueve residuos de aminoacido, tal como se
definen en la descripcion.

La descripcion también proporciona un anticuerpo que se une especificamente a una molécula de sefializaciéon de
péptido ciclico. El anticuerpo es un anticuerpo neutralizante que puede usarse para inhibir la percepcién de quérum
en un mamifero. Adicionalmente, la descripcidon proporciona una composicién que incluye la entidad molecular
inmunogénica o el anticuerpo neutralizante, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Ejemplos adicionales de la
descripcién incluyen un método para provocar una respuesta inmune en un mamifero contra una molécula de
sefializacion de péptido ciclico, y un método para inhibir la percepcion de quérum bacteriana en un mamifero.
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Una entidad molecular inmunogénica de la descripcion estd compuesta por un péptido ciclico o un analogo del
mismo unido covalentemente a un vehiculo macromolecular, opcionalmente a través de un resto ligando. La entidad
molecular inmunogénica puede estar incluida adicionalmente en una estructura supramolecular, tal como una
particula virica. Asi, una entidad molecular inmunogénica de la descripcién puede provocar una respuesta inmune
en un animal al cual se ha administrado la entidad molecular. El animal puede ser, por ejemplo, cualquier mamifero,
tal como una cabra, cerdo, conejo, ratén, rata, caballo o humano.

Definiciones

Tal como se usa en la presente memoria, el término “inmunogénico” se refiere a la adecuacion de una entidad
molecular para generar una respuesta inmune en un animal vertebrado, por ejemplo, en un mamifero que incluye un
ratén, una rata, un primate o un humano. Una entidad molecular es inmunogénica cuando tiene un tamafo molecular
suficiente y posee otras propiedades moleculares necesarias para generar una respuesta inmune, de tal modo que
el animal que ha sido sometido a la exposicién a la entidad molecular produzca anticuerpos. Es bien conocido en la
técnica que para ser inmunogénica, una entidad molecular tal como una proteina debe tener un peso molecular de al
menos aproximadamente 10 kDa.

Con el término “entidad molecular” se pretende indicar una molécula o una estructura de moléculas definidas por
una estructura quimica o una construccidon de estructuras quimicas, respectivamente. Por ejemplo, una entidad
molecular de la descripcidon puede ser una proteina vehiculo u otro polimero inmunogénicamente competente, tal
como un dendrimero, acoplado covalentemente a un hapteno, opcionalmente a través de un resto ligando. Una
“estructura supramolecular” puede ser una construccion de diferentes macromoléculas que incluyen la entidad
molecular inmunogénica, tal como una particula virica infecciosa que comprende la entidad molecular inmunogénica.
Una estructura supramolecular también puede ser un virosoma que presenta la porcion de hapteno de la entidad
molecular inmunogénica sobre su superficie externa.

Tal como se usa en la presente memoria, un “hapteno” es un resto o fragmento molecular que por si mismo es
insuficiente en tamafio o peso molecular, por ejemplo, para estimular una respuesta inmune en un animal. Cuando
se acopla a un vehiculo, sin embargo, se pueden activar anticuerpos que se unen especificamente al hapteno.

Como expresion usada en la presente memoria, un “ péptido ciclico o analogo del mismo” se refiere a una estructura
organica formada al menos en parte por multiples residuos de aminoacido o por unidades analogas equivalentes
ligadas covalentemente en una forma oligomérica linear, en donde la cadena lineal adicionalmente esta ciclada
internamente para crear un anillo macrociclico. La forma oligomérica lineal comprende unidades monoméricas,
estando constituida cada unidad monomeérica por un residuo de aminoacido, unidas de un modo lineal, pero sin la
formacion adicional de un lazo producido por la union covalente del residuo de aminoacido carboxi-terminal de la
cadena lineal a una cadena lateral de un residuo de aminoacido interno. Véase, por ejemplo, la Figura 1.

El término “residuo de aminoacido” pretende indicar un aminoacido o un analogo del mismo que esta unido
covalentemente en una cadena oligomérica, por ejemplo, en un péptido natural como es bien conocido en la técnica.
Un residuo de aminoacido también se conoce como una “unidad de anhidro aminoacido” debido a la formacién de un
enlace de amida entre el grupo amino o el grupo de acido carboxilico del residuo de aminoacido y el grupo de acido
carboxilico o el grupo amino, respectivamente, de un residuo de aminoacido adyacente en el oligémero. Tanto el
grupo amino como el grupo de acido carboxilico de un aminoacido o de un analogo de aminoacido pueden
combinarse en enlaces de amida o de tipo amida con residuos de aminoacido adyacentes en un oligémero. Sin
embargo, no es necesario que el péptido ciclico o el analogo del mismo, tal como se consideran en la presente
memoria, estén compuestos Unicamente por residuos de aminoacidos naturales.

Aunque un péptido ciclico, tal como se usa el término en la presente memoria, puede estar formado por residuos de
aminoacido ribosémicos, es decir, los aproximadamente 20 L-a-aminoacidos que pueden codificarse en ADN sin
modificacién post-traduccional, puede incluir formas de D-aminoacido enantioméricas de dichos aminoacidos
naturales, asi como aminoacidos no naturales tales como los aminoacidos que presentan cadenas laterales,
distintos de los aproximadamente 20 aminoacidos ribosémicos. Un péptido ciclico también puede incluir aminoacidos
de tipos diferentes a los a-aminoacidos, tales como (- o y-aminoacidos, o grupos amino en donde el los grupos de
acido carboxilico y amino estan separados por un mayor numero de atomos. Por ejemplo, el péptido ciclico o el
analogo pueden incluir un aminoacido en donde un grupo alquilamino y un grupo de acido carboxilico estan
separados por diferentes longitudes de cadenas de polietilenglicol (PEG) o por cadenas de alquileno sencillas.
Todos éstos se consideran “residuos de aminoacido” para el significado de la presente invencién. Por tanto, un
péptido ciclico o un analogo del mismo de la presente descripcién pueden prepararse a partir de aminoacidos
codificados genéticamente, aminoacidos naturales no codificados genéticamente, o aminoacidos sintéticos. Las
notaciones de aminoacidos usadas en la presente memoria para los veinte L-aminoacidos codificados
genéticamente, y para algunos ejemplos de aminoacidos no codificados, se proporcionan en la Tabla 1:

Tabla 1

Aminoacido Simbolo de una letra Abreviatura habitual
Alanina A Ala
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Aminoacido

Simbolo de una letra

Abreviatura habitual

Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Glutamina Q Gin
Acido glutamico E Glu
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina I lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptéfano w Trp
Tirosina Y Tyr
Valina \% Val
A-alanina Bala
Acido 2,3-diaminopropiénico Dpr
Acido A-aminoisobutirico Aib
N-Metilglicina (sarcosina) MeGly
Ornitina Orn
Citrulina Cit
t-Butilalanina t-BuA
t-Butilglicina t-BuG
N-metilisoleucina Melle
Fenilglicina Phg
Ciclohexilalanina Cha
Norleucina Nle
Naftilalanina Nal
Piridilalanina

3-Benzotienil alanina

4-Clorofenilalanina Phe(4-Cl)
2-Fluorofenilalanina Phe(2-F)
3-Fluorofenilalanina Phe(3-F)
4-Fluorofenilalanina Phe(4-F)
Penicilamina Pen
Acido 1,2,3,4-tetrahidro- Tic
isoquinolin-3-carboxilico

A-2-tienilalanina Thi
Metionina sulféxido MSO
Homoarginina Harg
N-acetil lisina AclLys

11
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Aminoacido Simbolo de una letra Abreviatura habitual
Acido 2,4-diamino butirico Dbu
N-aminofenilalanina Phe(pNH>)
N-metilvalina MeVal

Homocisteina Hcys

Homoserina Hser

Acido a-amino hexanoico Aha

Acido a-amino valérico Ava

Acido 2,3-diaminobutirico Dab

Independientemente de la constitucion del aminoacido, la estructura del péptido ciclico o del analogo del mismo
incluye un anillo macrociclico. Tal como se usa el término en la presente memoria, un péptido ciclico o un analogo
del mismo contiene un anillo macrociclico que incluye el residuo de aminoacido C-terminal unido covalentemente a
la cadena lateral de un residuo de aminoacido que esta situado dentro de la cadena, es decir, un residuo de
aminodcido “interno”. Por tanto, la “entidad molecular inmunogénica” que comprende un “péptido ciclico o analogo
del mismo” se puede concebir como una molécula que tiene una forma de bucle de tipo “lazo”, en donde el bucle del
lazo esta libre mientras que la cola del lazo esta enlazada al vehiculo macromolecular. Como se describe mas
adelante, la cola del lazo puede enlazarse al vehiculo macromolecular mediante un resto ligando, asi como unirse
directamente.

Un péptido ciclico o un analogo del mismo, tal como se usa en la presente memoria, también pueden incluir
segmentos moleculares que no incluyen residuos de aminoacido. Por ejemplo, en el péptido ciclico o analogo se
pueden incluir segmentos espaciadores, tales como segmentos de polietilenglicol (PEG). El segmento espaciador,
dispuesto tipicamente en la cola del bucle de tipo lazo, puede servir para mantener el hapteno lejos de la superficie
del vehiculo macromolecular para aumentar su accesibilidad a los anticuerpos.

El bucle se completa con un conjunto de atomos enlazados covalentemente, referido en la presente memoria como
“resto macrociclizante” y mostrado como “R” en la Férmula (l), que intervienen entre un grupo carbonilo del
aminoacido C-terminal, es decir, el grupo carbonilo del grupo carboxilo del aminoacido, y el atomo de carbono de un
aminoacido interno.

El “resto macrociclizante” como término usado en la presente memoria se refiere a un grupo de atomos enlazados
covalentemente que pueden incluir carbono, nitrégeno, oxigeno, azufre e hidrégeno, que forma un puente entre el
grupo carbonilo carboxi-terminal del residuo de aminoacido C-terminal y un atomo, tal como el carbono alfa, del
residuo de aminoacido interno. El resto macrociclizante puede incluir enlaces de amida; por ejemplo, el resto puede
ser un grupo que incluye un grupo de acido carboxilico, que puede estar ligado covalentemente mediante un enlace
de amida a un grupo amino de una cadena lateral de un residuo de aminoacido interno, y también puede incluir un
grupo amino que puede estar enlazado covalentemente por un enlace de amida al carbonilo del grupo de acido
carboxilico del residuo de aminoacido C-terminal. El resto macrociclizante, designado como “R” en la Formula (1),
también puede incluir otros tipos de grupo, tal como éster, tioéster, éter, tioéter, carbonilo, olefina o grupos
hidrocarbonados. El resto macrociclizante puede contener cualquier grupo de tipo amida, o varios de dichos grupos,
por ejemplo, tal como se describe en “Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins”, volumen
7, de Arno F. Spatola, (1983) Marcel Dekker, Nueva York / Base. Los grupos de tipo amida pueden incluir cetonas,
aminas, éteres, tioéteres, sulfonas, sulfoxidos, sulfonamidas, sulfonatos, arilos, heteroarilos, alquilos, alquenilos,
hidracinas, amidinas, guanidinas, ureas, tioureas, semicarbazidas, boronatos, fosfonatos, y similares.

Con un “anillo macrociclico”, tal como se usa el término en la presente memoria, se pretende indicar un anillo
formado completamente por atomos enlazados covalentemente, en donde el tamafio del anillo es superior a
aproximadamente 9 atomos. Un anillo macrociclico puede incluir hasta 20 atomos, o 30 atomos, o mas. El anillo
macrociclico puede incluir enlaces carbono-carbono, asi como enlaces carbono-nitrdgeno, carbono-oxigeno,
carbono-azufre, nitrégeno-nitrégeno, y otros enlaces covalentes que incluyen atomos con valencias superiores a
uno. En el péptido ciclico o anélogo del mismo de la descripcidn, el anillo macrociclico incluye algunos atomos de al
menos tres, y de hasta aproximadamente 10, residuos de aminoéacido, asi como el resto macrociclizante descrito
anteriormente que completa la estructura del anillo macrociclico.

Un “vehiculo macromolecular”, tal como se usa el término en la presente memoria, se refiere a una entidad
macromolecular que tiene un tamafio suficiente, en combinacion con el hapteno ligado a ella, para activar el inicio de
una respuesta inmune por un organismo expuesto a la composicion. Tipicamente, se une un hapteno a una proteina,
por ejemplo, hemocianina de lapa de ojo de cerradura, a fin de activar la respuesta inmune y producir la formacion
de anticuerpos al hapteno ligado por parte del organismo sometido a la exposiciéon. Por tanto, el vehiculo
macromolecular puede ser una proteina, particularmente una proteina que se sabe que es un buen vehiculo para la
presentacion de haptenos, es decir, donde la mayoria de los anticuerpos activados tengan al hapteno y no a la
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proteina vehiculo como su estructura antigénica. Sin embargo, el vehiculo macromolecular de la descripcién puede
ser una entidad que no sea una proteina. Por ejemplo, el vehiculo macromolecular puede comprender un
dendrimero, tal como un dendrimero de Péptido Antigénico Multiple (MAP) como el desarrollado por J. Tam et al.,
(véase, por ejemplo, Posnett, D., McGrath, H., y Tam, J.P. “A novel method for producing anti-peptide antibodies” J.
Biol. Chem. 263, 1719-1725 (1988), y Tam, J.P. “Synthetic peptide vaccine design: synthesis and properties of a
high-density multiple antigenic peptide system” PNAS USA 85, 5409-5413 (1988), para la presentacién de haptenos
a sistemas inmunes. Dichos dendrimeros, que pueden formarse mediante polimerizacion en estrella de monémeros
multifuncionales tales como la lisina, presentan multiples grupos funcionales sobre la superficie de una
macromolécula globular a los cuales se pueden unir los haptenos.

Ademas, la entidad macromolecular puede ser parte de una estructura supramolecular de macromoléculas, tal como
una particula virica. Por ejemplo, se puede usar un sistema de presentacion de fagos en donde la superficie de
fagos sea adapta para la unidn covalente del péptido ciclico o un analogo. O, el vehiculo macromolecular puede
incluir un virosoma, es decir, una estructura micelar formado por fosfolipidos, en donde las proteinas que se
extienden por la membrana estdn embebidas y actian como vehiculo macromolecular al cual se une el hapteno.

Un “resto ligando”, tal como se usa el término en la presente memoria, se refiere a un segmento molecular que se
incorpora entre el péptido ciclico o analogo del mismo, y el vehiculo macromolecular. El hapteno puede incluir el
resto ligando, que se introduce como un reactivo bifuncional que puede actuar para acoplar el extremo N del péptido
ciclico o analogo al vehiculo mediante reaccion con ambos. Cabe destacar que en algunos casos se puede acoplar
directamente un péptido ciclico o analogo del mismo a un vehiculo macromolecular, tal como una proteina. Por
ejemplo, el grupo amino N-terminal de un péptido ciclico puede unirse directamente a una proteina, por ejemplo un
grupo de &cido carboxilico de un aminoacido de proteina que porta una cadena lateral acida tal como aspartato o
glutamato, mediante el uso de un reactivo deshidratante tal como EDC (etil dimetilaminopropil carbodiimida) para
formar un enlace de amida directo sin que intervenga ningun resto ligando. Sin embargo, un reactivo ligando, que
consiste en un reactivo bifuncional, como es bien conocido en la técnica, puede desempefiar la misma funcién. Los
atomos de dicho reactivo ligando, cuando se incorpora a la entidad molecular inmunogénica de la descripcion,
forman el “resto ligando”, tal como se usa el término en la presente memoria.

Los especialistas en la técnica conocen muchos tipos de reactivos ligando. Los ejemplos incluyen reactivos que
tienen un grupo funcional adaptado para reaccionar con grupos tiol, por ejemplo derivados de N-alquilmaleimida, que
pueden reaccionar con un residuo de cisteina u homocisteina N-terminal de un péptido ciclico o analogo del mismo
de la descripcion. El ligando también tiene un segundo grupo funcional que se adapta para reaccionar con un grupo
presente sobre la superficie del vehiculo macromolecular, por ejemplo un grupo carboxilato o un grupo amino de una
cadena lateral de aminoacido en una proteina. Por ejemplo, un éster de N-hidroxisuccinimida de un grupo acilo
puede reaccionar para formar un enlace de amida con un residuo de lisina superficial de la proteina. Los dos grupos
funcionales del reactivo ligando estan enlazados covalentemente, normalmente a través de atomos intermedios, de
tal modo que la reaccion de los dos extremos sirve para acoplar covalentemente las moléculas reactivas una con la
otra a través del resto ligando. Ejemplos de quimica de ligandos pueden encontrarse en el catalogo de Pierce, P.O.
Box 117, Rockford, IL 61105, que puede visualizarse en la pagina web:
http://piercenet.com/products/browse.cfm?fldiID=0203. Algunos ejemplos de reactivos ligandos que pueden
reaccionar para formar restos ligandos incluyen MBS, sulfo-MBS, SMCC o sulfo-SMCC, como es bien sabido en la
técnica.

El término “percepcion de quérum” se refiere al fendmeno en el que determinadas especies bacterianas detectan
sus propios niveles de poblacién y, cuando se alcanza un determinado nivel de poblacién, inician o amplifican la
expresion de determinados rasgos, tal como la secrecién de factores de virulencia.

El término “inmundgeno” se refiere al ingrediente activo de una vacuna activa y puede ser un polipéptido, un hapteno
ligado a un vehiculo como se describe en la presente memoria, o cualquier entidad macromolecular o estructura
macromolecular que es capaz de provocar una respuesta inmune en un mamifero que ha sido expuesto o que ha
entrado en contacto con el inmundgeno.

Una entidad molecular inmunogénica

La descripcion proporciona una entidad molecular inmunogénica que comprende al menos un hapteno, el hapteno
esta ligado covalentemente a un vehiculo macromolecular, opcionalmente a través de un resto ligando, el hapteno
comprende un péptido ciclico o un analogo del mismo, el péptido ciclico o analogo del mismo comprende un anillo
macrociclico, en donde el péptido ciclico o el analogo del mismo comprenden de aproximadamente cuatro a
aproximadamente diecinueve residuos de aminoacido, el péptido ciclico o el andlogo del mismo tienen una
estructura representada por la Férmula I:
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E—QX\“) b

Xa+2
R/ xa+ )
AN a

X1

en donde cada X es de forma independiente cualquier residuo de ammoamdo X" es un residuo de aminoacido que
esta unido covalentemente a R mediante un grupo carbonilo respectivo; X?"2 es un aminoécido interno, del cual un
atomo de carbono respectlvo estd unido covalentemente a R; R es un resto macrociclizante que conecta
covalentemente X' y X 2 formando asi el anillo macrociclico, en donde R comprende un grupo éster, tioéster,
amida, carbamida, semicarbazida u otro grupo sustitutivo de amida, o cualquier combinacién de los mismos; a va de
1 hasta aproximadamente 9; b va de 1 hasta aproximadamente 8; y un enlace cruzado por una linea ondulada indica
un punto de unién de un residuo de aminoacido N-terminal del péptido ciclico o analogo del mismo a un vehiculo
macromolecular, opcionalmente a través del resto ligando.

En un ejemplo, el péptido ciclico o el analogo del mismo incluye estructuras de Férmula (l) en donde a es 2-8, o
alternativamente a puede ser 2-4, y R comprende un grupo alquiloxi o alcariloxi, alquiltio o alquilamino que une
covalentemente X#*? al grupo carbonilo X', proporcionando asi un enlace de éster, tioéster o amida,
respectivamente, para formar un anillo macromchco de lactona, tiolactona o lactama, respectivamente.

Mas especificamente, el péptido ciclico o el analogo del mismo incluyen estructuras de la Férmula (1), en donde R
incluye -CH,0-, -CH2CH;0-, -CH,CH(CH3)O-, -CH>-fenil-O-, -CH,S, -CH,CH3S- 6 -(CH2)nsNH-, en donde n vade 1 a
aproximadamente 4.

En estos ejemplos, el péptido ciclico o el analogo del mismo pueden considerarse como que incluyen un anillo
macrociclico en donde el grupo carbonilo carboxi-terminal estd unido a la cadena lateral de un residuo de serina,
homoserina, treonina o tirosina respectivamente, formando un anillo de lactona; o a una cadena lateral de un residuo
de cisteina u homocisteina respectivamente, formando una tiolactona; o a una cadena lateral de un residuo de
diaminopropionato (n=1), diaminobutirato (n=2), ornitina (n=3) o lisina (n=4) respectivamente, formando una lactama.

En otro ejemplo, el péptido ciclico o el analogo del mismo incluye estructuras de Férmula (1), en donde a es 2-8, o
alternativamente a puede ser 2-4, y el grupo macrociclizante R comprende al menos un grupo amida, urea o
semicarbazida, o al menos un enlace sustitutivo de amida. Por ejemplo, R puede estar representado por la Férmula

(lla) o por la Férmula (l1b):
0 NH%LL ()

% (CHz),N—C—NH—NH—!'.l.—CH—W
(i)
Férmula (lla),
£y
ﬁ ”T’ 0

H
_E_(CHEJnN C—
(ii)

CH,CH—R!

=

Férmula (1lb),

en donde n va de 1 a aproximadamente 4, R' es la cadena lateral de un aminoacido natural o de un analogo del
mismo, un enlace atravesado por una linea ondulada |nd|ca un punto de unién, en donde el punto de unién
designado como (i) esta enlazado al grupo carbonilo de X' y el punto de unioén designado como (ii) esta enlazado al
carbono alfa de X**%. La cadena lateral de un aminoacido natural puede ser la cadena lateral de cualqwera de los
aminoacidos ribosémicos, o de analogos de los mismos. Por tanto, la cadena lateral representada por R' puede ser
la cadena lateral de aminoacidos ribosémicos como alanina, fenilalanina, histidina, metionina, asparagina, glutamina,
triptéfano, etc. Alternativamente, la cadena lateral puede ser una estructura analoga a dichas cadenas laterales
naturales, por ejemplo, un grupo etilo en lugar de un grupo metil alanina, un grupo fenetilo en lugar de un grupo
bencil fenilalalina, y otros similares. Un analogo de un residuo de aminoacido, o de una cadena lateral de

14



10

15

20

25

30

ES 2603 061 T3

aminoacido, segun se emplea el término en la presente memoria, se refiere a una estructura quimica que no es
idéntica a la estructura natural pero que difiere solo en la adicion de un grupo alquilo de poca longitud, o en la
adicion de un sustituyente que no cambia las propiedades fisicas fundamentales de la cadena lateral. Por ejemplo,
un analogo de alanina incluiria un derivado fluorado de alanina tal como trifluoroalanina, ya que el tamafo, la
ionicidad y la hidrofobicidad del residuo no se verian alteradas de manera importante por la sustitucion.

; ﬁ w0

H
—%—(CHg)rN C——NH——NH——C—CH——CH,CH,SCH3
(i1)

Un ejemplo no limitante de férmula (l1a) es:

Se reconoce que este grupo R’ corresponde a una cadena lateral de metionina.
En la misma medida, R puede ser un grupo de férmula (IIb) que porta una cadena lateral de metionina:
Y
ﬁ HT (@)

H
—%—(CHZ)HN C——NH——CH,CH——CH,CH,SCH;
(ii)

En otro ejemplo segun la descripcion, el péptido ciclico o el analogo del mismo pueden incluir residuos de
aminoacido C-terminales hidrofébicos. Por ejemplo, en un ejemplo, X' y X2 en la Férmula (I) son residuos de
aminoacido hidrofébicos. Mas especificamente, X' y x? pueden seleccionarse de forma independiente del grupo de
residuos de aminoacido que consiste en alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, tirosina o
triptéfano, o analogos de los mismos. De forma adn mas especifica, cada uno de X' y X2 son de forma
independiente metionina, leucina, fenilalanina, tirosina, alanina, isoleucina o triptéfano.

En ejemplos adicionales, el péptido ciclico o analogo del mismo pueden incluir las secuencias YST(XM)DFIM (SEQ
ID NO: 922, YST(X*?)YFIM (SEQ ID NO: 93), IN(X**?)DFLL (SEQ ID NO: 94), GVNA(X**?)SSLF (SEQ ID NO: 95),
GVNP(X***)GGWF (SEQ ID NO: 96), KAKT(X**)TVLY (SEQ ID NO: 97), KTKT(X**)TVLY (SEQ ID NO: 98),
GANP(X**?)OLYY (SEQ ID NO: 99), GANP(X**)ALYY (SEQ ID NO: 100), GYST(X***)SYYF (SEQ ID NO: 101),
GYRT(X**)NTYF (SEQ ID NO: 102), YNP(X***VGYF (SEQ ID NO: 103), GGKV(X***)SAYF (SEQ ID NO: 104),
SVKP(X**)TGFA (SEQ ID NO: 105), DSV(X***)ASYF (SEQ ID NO: 106), KYNP(X***)SNYL (SEQ ID NO: 107),
KYNPgXM)ASYL (SEQ ID NO: 108), KYNP(X**3)ANYL (SEQ ID NO: 109), RIPT(X***TGFF (SEQ ID NO: 110),
DI(X***)NAYF (SEQ ID NO: 111), DM(X**NGYF (SEQ ID NO: 112), KYNP(X**)LGFL (SEQ ID NO: 113),
KYYP(X***)FGYF (SEQ ID NO: 114), GARPSXM)GGFF (SEQ ID NO: 115), GAKP(X**)GGFF (SEQ ID NO: 116),
YSP(X**4)TNFF (SEQ ID NO: 117), YSP(X***)TNF (SEQ ID NO: 118), QN(X***)PNIFGQWM (SEQ ID NO: 119), en
donde el ultimo residuo de aminoacido de cada secuencia es X', y (Xa+2) es el aminoacido interno al cual esta unido
covalentemente a través de R el grupo carbonilo de X'

En un ejemplo, el péptido ciclico o analogo del mismo puede imitar cualquiera de las secuencias determinadas para
moléculas de sefalizacién de péptido ciclico naturales, tal como se muestra en la siguiente Tabla:

Bacteria Péptidos de sefializacion ciclicos nativos
S. aureus | YSTCDFIM (SEQ ID NO: 120)
S. aureus |l GVNACSSLE (SEQ ID NO: 121)
S. aureus Il INCDFLL (SEQ ID NO: 122)

S. aureus IV YSTCYFIM (SEQ ID NO: 123)
S. arlettae GVNPCGGWE (SEQ ID NO: 124)
S. auricularis | KAKTCTVLY (SEQ ID NO: 125)
S. auricularis 1 KTKTCTVLY (SEQ ID NO: 126)
S. capitis | GANPCOLYY (SEQ ID NO: 127)
S. capitis Il GANPCALYY (SEQ ID NO: 128)
S. caprae | GYSTCSYYE (SEQ ID NO: 129)
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S. caprae |l GYRTCNTYE (SEQ ID NO: 130)
S. carnosus YNPCVGYE (SEQ ID NO: 131)
S. cohnii ssp. cohnii GGKVCSAYE (SEQ ID NO: 132)
S. cohneii ssp. urealyticum SVKPCTGFA (SEQ ID NO: 133)
S. epidermis | DSVCASYE (SEQ ID NO: 134)
S. epidermis || KYNPCSNYL (SEQ ID NO: 135)
S. epidermis 11l KYNPCASYL (SEQ ID NO: 136)
S. epidermis 1V KYNPCANYL (SEQ ID NO: 137)
S. intermedius RIPTSTGFE (SEQ ID NO: 138)
S. lugdunensis | DICNAYE (SEQ ID NO: 139)
S. lugdunensis Il DMCNGYE (SEQ ID NO: 140)
S. simulans | KYNPCLGFL (SEQ ID NO: 141)
S. simulans |l KYYPCFGYE (SEQ ID NO: 142)
S. gallinarum VGARPCGGFE (SEQ ID NO: 143)
S. xylosus GAKPCGGFE (SEQ ID NO: 144)
S. warneri (RN 833) YSPCTNFE (SEQ ID NO: 145)
E. faecalis QNSPNIFGQWM (SEQ ID NO: 146)

NOTA: el grupo carbonilo alfa del residuo subrayado forma un enlace de tiolactona con el grupo sulfhidrilo del residuo
de cisteina interno marcado en negrita.

Los péptidos ciclicos y los analogos de los mismos del hapteno pueden sintetizarse en forma linear usando técnicas
de sintesis de péptidos en fase sdlida estandares, en donde la cadena lateral del residuo de aminoacido interno al
cual estara enlazado el grupo carbonilo X1 tanto directamente como a través de un resto macrociclizante mas
complejo, tal como los grupos de las Foérmulas (l1a) y (IIb), esta bloqueada de forma apropiada, de tal modo que se
puede lograr el desbloqueo selectivo de dicha cadena lateral de residuo de aminoacido. La cadena lateral
desbloqueada selectivamente puede hacerse reaccionar entonces directamente con el grupo carboxilo C-terminal,
enlazando de este modo la cadena lateral con el carbonilo C-terminal, en donde la cadena lateral esta representada
por el grupo R de Férmula (1), o puede hacerse reaccionar con el resto macrociclizante mas complejo para formar de
este modo el anillo macrociclico. Mas adelante se proporcionan ejemplos de sintesis.

El vehiculo macromolecular al cual se une covalentemente o se acopla el hapteno tiene un tamafio, un peso
molecular y una composicion suficientes para estimular una respuesta inmune en un animal que sea expuesto al
complejo hapteno-vehiculo. El hapteno, que incluye el péptido ciclico o el analogo de péptido ciclico, puede
acoplarse directamente al vehiculo macromolecular. Por ejemplo, se puede formar un enlace covalente entre un
grupo funcional del vehiculo tal como un acido carboxilico y un grupo funcional del péptido ciclico o analogo, tal
como entre un grupo amino N-terminal, usando un reactivo de formacion de amida tal como EDC (etil
dimetilaminopropil carbodiimida), opcionalmente con N-hidroxisuccinimida.

Alternativamente, un residuo de aminoacido N-terminal del péptido ciclico puede presentar una funcionalidad
carboxilica, por ejemplo el residuo N-terminal puede ser un residuo de aspartato o de glutamato. En ese caso, se
puede acoplar directamente a un grupo amino sobre el vehiculo, usando la misma estrategia de sintesis quimica. El
grupo amino puede estar presente, por ejemplo, en la cadena lateral de un residuo de lisina sobre la superficie de
una proteina. Alternativamente, un grupo amino al cual el péptido carboxilato puede estar acoplado podria estar
sobre la superficie de un dendrimero sintético, tal como una estructura MAP. Otros esquemas de acoplamiento
directo del péptido ciclico o del andlogo del mismo a un vehiculo macromolecular seran evidentes para los
especialistas en la técnica.

El vehiculo macromolecular puede comprender un polipéptido. Por ejemplo, el vehiculo macromolecular puede ser
una proteina, y los ejemplos no limitantes de dichas proteinas vehiculo adecuadas incluyen hemocianina de lapa de
ojo de cerradura (KLH), albumina de suero bovino (BSA), albumina de suero de conejo (RSA), albiumina de suero
humano (HSA), hemocianina de Concholepas concholepas (CCH), subunidad B de toxina del colera, subunidad B de
toxina labil de E. coli, toxoide de la difteria, toxoide del tétanos, fragmento C de toxina del tétanos, exoproteina A de
Pseudomonas aeruginosa recombinante, CRM197 (material de reactividad cruzada), albumina de suero bovino
cationizada (cBSA), tiroglobulina (Tg), avidina, tiroglobulina bovina (BTG), globulina G bovina, inmunoglobulina G
bovina (BIgG), conalbumina (CONA), oro coloidal, edestina, hemocianina de Paralithodes camtschatica (HC),
hemocianina de Helix pomatia (HPH), inhibidor de tripsina de soja de Kunitz (KTI), hemocianina de Limulus
polyphemus (LPH), ovoalbumina (OA), Pam3Cys-Th (lipopéptido/epitopo de célula Th), polilisina, tiroglobulina
porcina (PTG), derivado de proteina purificado (PPD), inhibidor de tripsina de soja (STI) o globulina de girasol (SFG).
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Por tanto, en algunos ejemplos, la entidad molecular inmunogénica comprende un hapteno unido covalentemente a
un polipéptido tal como, aunque sin limitacion, los polipéptidos de los ejemplos anteriores.

El vehiculo macromolecular puede ser un polimero, tal como un polimero lineal adaptado para la unién covalente de
haptenos, o puede ser otro tipo de vehiculo sintético tal como, por ejemplo, un dendrimero. Un dendrimero
producido mediante polimerizacion en estrella de monémeros con mas de dos grupos reactivos puede adaptarse
para proporcionar grupos funcionales a los cuales se puede acoplar un péptido ciclico sintético o un analogo del
mismo usando técnicas quimicas conocidas por los especialistas en la técnica. Por ejemplo, un dendrimero MAP,
que proporciona multiples grupos amino sobre su superficie, puede acoplarse a un grupo carboxilo de cadena lateral
de un residuo de aminoacido N-terminal de un péptido ciclico inventivo. Véase, por ejemplo, Sakarellos-Daitsiotis et
al., Current Topics in Medicinal Chemistry 6: 1715-35 (2006); Saupe et al., Expert Opin. Drug. Deliv. 3: 345-354
(2006); McDermott et al., Immunology and Cell Biology 76: 256-62 (1998); y Shahiwala et al., Recent Patents on
Drug Delivery & Formulation 1: 1-9 (2007).

En otro ejemplo, la entidad molecular inmunogénica puede incluir un resto ligando, dispuesto entre el péptido ciclico
o el andlogo, y el vehiculo macromolecular. Se puede usar un resto ligando para separar fisicamente el(los)
dominio(s) del hapteno para el cual se desea que los anticuerpos sean especificos, es decir, el péptido ciclico o el
analogo, de la superficie del vehiculo macromolecular. Un resto ligando se puede derivar de un reactivo ligando, tal
como MBS (éster de m-maleimidobenzoil N-hidroxisuccinimida), sulfo-MBS (éster de m-maleimidobenzoil N-hidroxi-
2-sulfosuccinimida), SMCC (succinimidil 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato), sulfo-SMCC  (2-
sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato), tal como se conoce en la técnica. La reaccion del
reactivo ligando con el péptido ciclico y con el vehiculo hace que el resto ligando se acople a ambos. Por ejemplo,
los reactivos ligando mencionados anteriormente se adaptan para acoplar un residuo de aminoacido N-terminal que
contenga tiol del péptido ciclico y un grupo amino del vehiculo macromolecular a través de la adicién del grupo tiol al
grupo maleimida, y mediante acilacion del grupo amino del vehiculo con el grupo éster N-hidroxi. Otros reactivos
ligando se adaptan para reaccionar de formas diferentes con diferentes grupos. Se pueden incluir otros tipos de
estructuras dentro de los restos ligando. Por ejemplo, un resto ligando puede incluir dihidrazida de acido adipico
(ADH), un péptido espaciador, hidroximetil hemisuccinato, o un derivado de polietilenglicol. Los especialistas en la
técnica pueden seleccionar un reactivo ligando adaptado para reaccionar con el extremo N particular del péptido
ciclico y con el vehiculo macromolecular particular del modo deseado.

El vehiculo macromolecular y el hapteno ligado covalentemente pueden incluirse dentro de una estructura
supramolecular. La estructura supramolecular puede ser un liposoma o un virosoma, es decir, una estructura micelar
que incluye proteinas que extienden en la membrana. Véase, por ejemplo, Westerfeld & Zurbriggen, J. Peptide Sci.
11: 707-712 (2005) y Felnerova et al., Current Opinion in Biotechnology 15: 518-29 (2004). La estructura
supramolecular puede ser una particula virica, tal como en un sistema de presentacién de fagos, en donde un
bacteriéfago es adaptado para expresar grupos funcionales superficiales.

En otros ejemplos, no es necesario que el vehiculo macromolecular y el hapteno ligado covalentemente estén
incluidos dentro de una estructura supramolecular para ser inmunogénicos.

Los ejemplos especificos de entidades moleculares inmunogénicas de la descripciéon se muestran a continuacion, a
modo de ejemplo:

CPL—S

HN

SEQ ID NO: 3 (YSTSDFIM, sin incluir grupos protectores),
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SEQ ID NO: 4 (GVNASSSLF, sin incluir grupos protectores),
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SEQ ID NO: 2 (INSDFLL, sin incluir grupos protectores),
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SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores),

en donde CPL es un vehiculo macromolecular con un ligando opcional enlazado covalentemente a un grupo tiol de
cisteina. En estos ejemplos se puede observar que el anillo macrociclico incluye un grupo lactona formado entre un
residuo de aminoacido de serina interno y el extremo carboxi, que es un residuo de metionina, fenilalanina o leucina.
El anillo macrociclico de cada uno de estos ejemplos incluye cinco residuos de aminoacido, cuatro residuos de
aminoacido adicionales, un residuo de aminoacido sintético que comprende un grupo PEG, y un residuo de cisteina
N-terminal enlazado a través de un grupo ligando opcional a un vehiculo macromolecular, por ejemplo un polipéptido
macromolecular. Estas composiciones representan ejemplos de estructuras que pueden usarse para inducir la
formacion de anticuerpos en un animal, en donde al menos algunos de los anticuerpos formados como respuesta
son especificos del péptido ciclico o del analogo del hapteno.

La entidad molecular inmunogénica de la descripcion puede usarse para realizar un escrutinio de una biblioteca de
inmunoglobulina combinatoria recombinante (por ejemplo, una biblioteca de anticuerpos de presentacién de fagos)
para encontrar un anticuerpo especifico para un péptido de sefalizacién ciclico nativo. Por ejemplo, una entidad
molecular inmunogénica de la descripcién que tiene un hapteno correspondiente al analogo de lactona, lactama,
carbamida o semicarbazida del péptido de sefializacion ciclico AIP IV de S. aureus, puede usarse para realizar un
escrutinio de una biblioteca de inmunoglobulina combinatoria recombinante para encontrar un anticuerpo que se una
especificamente con el péptido de sefializacion ciclico AIP IV. A continuacion se discuten los usos de un anticuerpo
que se une especificamente a un péptido de sefializacion ciclico.
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Una entidad molecular inmunogénica de la descripcidon también puede usarse para provocar una respuesta inmune
en un mamifero dirigida contra el péptido de sefializacion ciclico seleccionado. Por ejemplo, una entidad molecular
inmunogénica de la descripcion que tiene un hapteno correspondiente al analogo de lactona, lactama, carbamida o
semicarbazida del péptido de sefalizacién ciclico AIP IV de S. aureus, puede usarse para provocar una respuesta
inmune contra el péptido de sefializacion ciclico AIP-IV en un mamifero.

El mamifero resultante puede ser una fuente de anticuerpos especificos para el péptido de sefializacion ciclico. Por
ejemplo, se pueden aislar los anticuerpos contra AIP-IV a partir de la sangre del mamifero. Adicionalmente, se
pueden aislar células productoras de anticuerpos y usarse para preparar hibridomas productores de anticuerpos
para la produccién de anticuerpos monoclonales como se discute mas adelante.

La entidad molecular inmunogénica de la descripcion también puede usarse como vacuna en el sentido en que la
respuesta inmune generada en el mamifero puede proteger al mamifero frente a la infeccién por una bacteria Gram
positiva que utiliza el péptido de sefializacion ciclico seleccionado en la percepcién de quérum y en la expresion de
genes de virulencia o para evitar que el mamifero desarrolle una enfermedad o afeccién asociada a la infeccién. Por
ejemplo, una entidad molecular inmunogénica de la descripcidon que tiene un hapteno correspondiente al analogo de
lactona, lactama, carbamida o semicarbazida del péptido de sefalizacion ciclico AIP IV de S. aureus, puede usarse
para provocar una respuesta inmune contra el péptido de sefializacion ciclico AIP-1V de tal modo que el mamifero
esta protegido contra el desarrollo de una condicidon de enfermedad o de complicaciones asociadas a la virulencia de
S. aureus.

Los usos de una entidad molecular inmunogénica de la descripcién se describen mas adelante con mas detalle, por
ejemplo, en las secciones de Métodos y de EJEMPLOS.

Anticuerpos

Un anticuerpo de la descripcion es aquel que se une especificamente a un péptido de sefalizacién ciclico. Tal como
se usa en la presente memoria, el término “péptido de sefalizacion ciclico” se refiere a un péptido ciclico producido
por una bacteria Gram positiva que utiliza la percepcion de quérum para regular la expresion de los genes de
virulencia. El péptido de sefalizacion ciclico es una molécula de sefializacién que se une a una molécula sensor de
histidina quinasa unida a la membrana, y que interacciona entonces con un regulador de respuesta intracelular.

Los péptidos de sefializacidn ciclicos son producidos por bacterias Gram positivas que emplean la percepcion de
quérum y que incluyen, sin limitacion, diversas especies de Staphylococci y Enterococcus faecalis. En la siguiente
tabla se proporcionan ejemplos no limitantes de péptidos de sefalizacién ciclicos y de las bacterias productoras. El
péptido de sefializacion esta compuesto por una cola N-terminal y un anillo que contiene tiolactona o lactona que se
forma por reaccion del grupo alfa carboxilo del residuo de aminoacido “C-terminal” (subrayado) con el grupo
sulfhidrilo o hidroxilo de cadena lateral de un aminoacido interno (en negrita).

Bacteria Péptidos de sefializacidn ciclicos nativos
S. aureus | YSTCDFIM (SEQ ID NO: 120)
S. aureus |l GVNACSSLE (SEQ ID NO: 121)
S. aureus lll INCDFLL (SEQ ID NO: 122)
S. aureus IV YSTCYFIM (SEQ ID NO: 123)
S. arlettae GVNPCGGWE (SEQ ID NO: 124)
S. auricularis | KAKTCTVLY (SEQ ID NO: 125)
S. auricularis Il KTKTCTVLY (SEQ ID NO: 126)
S. capitis | GANPCOLYY (SEQ ID NO: 127)
S. capitis Il GANPCALYY (SEQ ID NO: 128)
S. caprae | GYSTCSYYE (SEQ ID NO: 129)
S. caprae |l GYRTCNTYE (SEQ ID NO: 130)
S. carnosus YNPCVGYE (SEQ ID NO: 131)
S. cohnii ssp. cohnii GGKVCSAYE (SEQ ID NO: 132)
S. cohneii ssp. urealyticum SVKPCTGFA (SEQ ID NO: 133)
S. epidermis | DSVCASYE (SEQ ID NO: 134)
S. epidermis Il KYNPCSNYL (SEQ ID NO: 135)
S. epidermis Ill KYNPCASYL (SEQ ID NO: 136)
S. epidermis IV KYNPCANYL (SEQ ID NO: 137)
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S. intermedius RIPTSTGFE (SEQ ID NO: 138)
S. lugdunensis | DICNAYE (SEQ ID NO: 139)
S. lugdunensis I DMCNGYE (SEQ ID NO: 140)
S. simulans | KYNPCLGFL (SEQ ID NO: 141)
S. simulans |l KYYPCFGYE (SEQ ID NO: 142)
S. gallinarum VGARPCGGFE (SEQ ID NO: 143)
S. xylosus GAKPCGGFE (SEQ ID NO: 144)
S. warneri (RN 833) YSPCTNFE (SEQ ID NO: 145)
E. faecalis QNSPNIFGQWM (SEQ ID NO: 146)

Por tanto, un péptido de sefalizacion ciclico puede tener un anillo de tres a siete aminoacidos y una cola de uno a
aproximadamente nueve aminoacidos. La estructura de anillo se forma entre el grupo alfa-carbonilo del “residuo de
aminoacido C-terminal”, que es el aminoacido carboxi-terminal de un péptido lineal correspondiente, y un grupo
alquiloxi o alquiltio de la cadena lateral del residuo de serina o cisteina internos, en particular, el 4°, 5°, 6°, 7°, 8° 6 9°
residuo desde el aminoacido carboxi-terminal. Por ejemplo, la molécula de sefalizacién AlP4 de S. aureus es un
analogo de péptido de tiolactona ciclico compuesto por la secuencia de aminoacidos YSTCYFIM (SEQ ID NO: 123).
La estructura de anillo de tiolactona ciclica es consecuencia de un enlace entre el grupo alfa-carboxilo de la
metionina (M), el “residuo de aminoacido C-terminal”, y el grupo sulfhidrilo de la cisteina HAS, el quinto aminoacido
desde el residuo de metionina (M) “C-terminal”.

Por tanto, un péptido de sefializacién ciclico puede presentar un anillo de cinco aminoacidos, por ejemplo, un anillo
de tiolactona o de lactona, y una cola de dos a cinco aminoacidos.

Un anticuerpo puede ser una molécula de inmunoglobulina o un fragmento inmunolégicamente activo de la misma
que se une especificamente a un antigeno particular. Un anticuerpo de la descripcion es aquel que se une
especificamente a un péptido de sefializacion ciclico nativo, o un hapteno que incluye el andlogo de lactona,
lactama, carbamida o semicarbazida del péptido de sefializacion ciclico. Tal como se usa en la presente memoria, el
término “se une especificamente” o “unido especificamente” en referencia a un anticuerpo de la descripcion significa
que el anticuerpo de la descripcion se unira al péptido de sefializacion ciclico o al correspondiente hapteno, pero no
se unira sustancialmente a otras moléculas no relacionadas, que incluyen solo la proteina vehiculo u otras moléculas
no relacionadas que puedan estar presentes con la entidad molecular inmunogénica, la estructura supramolecular, o
una muestra biolégica de un mamifero. Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a una entidad
molecular inmunogénica de la descripcion en la que el hapteno es un andlogo de lactona, lactama, carbamida o
semicarbazida de la molécula de sefializacion de péptido ciclico AIP IV de S. aureus es aquel que se unira con el
péptido ciclico AIP IV de S. aureus, pero no se unira sustancialmente solo con el vehiculo o con una molécula no
relacionada.

Un anticuerpo de la descripcion también es un anticuerpo neutralizante. Tal como se usa en la presente memoria, el
término “anticuerpo neutralizante” se refiere a un anticuerpo que se unira a un péptido de sefalizacion ciclico y que
evitara la unién del péptido de sefializacion ciclico con su receptor asociado a membrana. El término “anticuerpo
neutralizante” también incluye un anticuerpo de reactividad cruzada, un anticuerpo que se unira y que evitara la
union de al menos dos péptidos de sefializacion ciclicos con sus receptores, por ejemplo, péptidos de sefializacion
ciclicos de diferentes grupos agr. Se puede determinar si un anticuerpo es un anticuerpo neutralizante mediante
métodos conocidos por los especialistas en la técnica, que incluyen los descritos en la presente memoria, por
ejemplo, los de la seccién de EJEMPLOS.

Un anticuerpo de la descripcion puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos
policlonales pueden obtenerse inmunizando un mamifero con una entidad molecular inmunogénica de la
descripciodn, y a continuacién aislando anticuerpos a partir de la sangre del mamifero usando técnicas estandar que
incluyen, por ejemplo, ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA) para determinar el titulo de anticuerpos y
cromatografia de proteina a para obtener la fracciéon de IgG que contiene el anticuerpo.

Un anticuerpo monoclonal es una poblacién de moléculas que tiene un sitio de unién a antigeno comun que se une
especificamente a un epitopo antigénico particular. Un anticuerpo monoclonal puede obtenerse seleccionando una
célula productora de anticuerpos de un mamifero que ha sido inmunizado con una entidad molecular inmunogénica
de la descripcion y fusionando la célula productora de anticuerpos, p.ej., una célula B, con un mieloma para generar
un hibridoma productor de anticuerpos. También se puede obtener un anticuerpo monoclonal de la descripcion
realizando un escrutinio de una biblioteca combinatoria recombinante tal como una biblioteca de presentacion de
fagos de anticuerpos usando, por ejemplo, una entidad molecular inmunogénica de la descripcidon. Véase, por
ejemplo, Barbas, C.F., 3rd, D.R. Button, J.K. Scott y G.J. Silverman, Phage Display — A Laboratory Manual. 2001,
Cold Spring Harbor, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press; y Kontermann, R., Dibel, S., Antibody
Engineering, 2001, Berlin, Heidelberg: Springer-Verlag.
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Un fragmento inmunolégicamente activo de un anticuerpo es el fragmento biolégicamente activo de una molécula de
inmunoglobulina, por ejemplo, el fragmento F(ab) o F(ab’), generado por ruptura del anticuerpo con una enzima tal
como pepsina. Un fragmento inmunoldgicamente activo también puede ser un fragmento variable de cadena sencilla
(scFv) que resulta de la unién de los fragmentos variables de las cadenas pesada y ligera.

Un anticuerpo de la descripcion también puede ser un anticuerpo de ratén, quimérico, humanizado o completamente
humano. Un anticuerpo de ratén es un anticuerpo derivado completamente de una fuente de ratén, por ejemplo, un
anticuerpo derivado de un hibridoma de ratdon generado a partir de la fusién de una célula de mieloma de ratén y una
célula de linfocito B de raton. Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo que tiene regiones variables derivadas de
una fuente no humana, p.ej., de ratdn o de primate, y regiones constantes derivadas de una fuente humana. Un
anticuerpo humanizado tiene las regiones de unidon a antigeno, p.ej., regiones determinantes de la
complementariedad, derivadas de una fuente de ratdn, y el resto de regiones variables y regiones constantes
derivadas de una fuente humana. Un anticuerpo completamente humano es un anticuerpo procedente de células
humanas o derivado de ratones transgénicos que portan genes de anticuerpos humanos.

Los métodos para generar anticuerpos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede preparar un
anticuerpo policlonal de la descripcién inmunizando un mamifero adecuado con una entidad molecular inmunogénica
de la descripcion. El mamifero puede ser, por ejemplo, un conejo, cabra o ratén. En el momento apropiado después
de la inmunizacion, se pueden aislar las moléculas de anticuerpo del mamifero, p.ej. a partir de la sangre o de otro
fluido del mamifero, y se pueden purificar adicionalmente usando técnicas estandar que incluyen, sin limitacion,
precipitacion con sulfato de amonio, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de intercambio i6énico o
cromatografia de afinidad con proteina A. Adicionalmente, se puede aislar una célula productora de anticuerpos del
mamifero y usarse para preparar una célula de hibridoma que secrete un anticuerpo monoclonal de la descripcion.
Las técnicas para preparar células de hibridoma secretoras de anticuerpos monoclonales son conocidas en la
técnica. Véase, por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature 256: 495-97 (1975) y Kozbor et al. Immunol. Today 4: 72
(1983). También se puede preparar un anticuerpo monoclonal de la descripcién usando otros métodos conocidos en
la técnica, tal como, por ejemplo, la expresion a partir de una molécula de ADN recombinante, o mediante un
escrutinio de una biblioteca de inmunoglobulina combinatoria recombinante usando una entidad molecular
inmunogénica de la descripcion como se ha discutido anteriormente.

Los métodos para generar anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados también son bien conocidos en la
técnica e incluyen, por ejemplo, métodos que implican tecnologia de ADN recombinante. Se puede producir un
anticuerpo quimérico mediante expresion a partir de un acido nucleico que codifica una regién variable no humana y
una regién constante humana de una molécula de anticuerpo. Véase, por ejemplo, Morrison et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. U.S.A. 86: 6851 (1984). Un anticuerpo humanizado puede ser producido mediante expresion a partir de un acido
nucleico que codifica regiones de unién a antigeno no humanas (regiones determinantes de la complementariedad)
y una region variable humana (sin regiones de uniéon a antigeno) y regiones constantes humanas. Véase, por
ejemplo, Jones et al., Nature 321: 522-24 (1986); y Verhoeven et al., Science 239: 1534-36 (1988). Los anticuerpos
completamente humanos pueden producirse inmunizando ratones transgénicos modificados que expresen solo
genes de cadenas pesadas y ligeras humanas. En este caso, se pueden obtener entonces anticuerpos
monoclonales terapéuticamente utiles usando tecnologia convencional de hibridomas. Véase, por ejemplo, Lonberg
y Huszar, Int. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995). Los acidos nucleicos y las técnicas implicadas en el disefio y
produccién de anticuerpos son bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Batra et al., Hybridoma 13: 87-97
(1994); Berdoz et al., PCR Methods Appl. 4: 256-64 (1995); Boulianne et al., Nature 312: 643-46 (1984); Carson et
al., Adv. Immunol. 38: 274-311 (1986); Chiang et al., Biotechniques 7: 360-66 (1989); Cole et al., Mol. Cell. Biochem.
62: 109-20 (1984); Jones et al., Nature 321: 522-25 (1986); Larrick et al., Biochem Biophys. Res. Commun. 160:
1250-56 (1989); Morrison, Annu. Rev. Immunol. 10: 239-65 (1992); Morrison et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 81:
6851-55 (1984); Orlandi et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. U.S.A. 86: 3833-37 (1989); Sandhu, Crit. Rev. Biotechnol. 12:
437-62 (1992); Gavilondo y Larrick, Biotechniques 29: 128-32 (2000); Huston y George, Hum. Antibodies. 10: 127-42
(2001); Kipriyanov y Le Gall, Mol. Biotechnol. 26: 39-60 (2004).

Los ejemplos de anticuerpos monoclonales y de fragmentos variables de cadena sencilla de la descripcion se
muestran a continuacion, asi como sus secuencias codificadoras de nucledtidos.

Secuencias de aminoacidos de las cadenas variables pesadas y ligeras de anticuerpos monoclonales de

ratén
Anticuerpo Cadena pesada variable Cadena ligera variable

AP1-15B4 EVHLVESGGDLVKPGGSLKLS DIVRTQSPLSLSVSLGDQASISC
CAASGFAFSDFAMSWVRQTPE RSSQSLLHSNGNTYLHWYLQOKPG
KRLEWVAIIKSDDSYTYYPDS QSPKLLIYKVSNRFSGVPDRESG
VRDRFTISRDNARNTLYLQMT SGSGTDFTLKISILEAEDLGIYF
SLRSEDTALYYCTKIYDAYFY CSQSTHFPTFGGGTKLEIK
AMDYWGQGTSVIVSS (SEQ (SEQ ID NQ: 147)
ID NO: 19)
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AP4-24H11 EVKPQESGPGLVKPSQSLSLT DIVMTQATLSLPVSLGDQASISC
CTVTGYSITSNYAWNWIRQFP RSSQRLVPSNGNIYLHWFLQKPG
GNKLEWMGFISSYGTTTYNPS QSPKLLIYKLSSRFSGVPDRFSG
LKSRFSITRDTSKNQFFLQLH SGSGTDFTLKISRVESEDLGIYF
SVTIEDTGTYFCTREGDYWGQ CSQTTHVPYTFGGGTKLEIK
GTTLTVSS (SEQ ID NO: (SEQ ID NO: 148)

20)

AP4-29E10-1 EVQOLQQSGPELEKPGASVKIS DIVMTQATASLTVSLGQRATISC
CKASGHSFTGYNMNWVKQSND RASKSVSTSGYSYMHWYQQKPGQ
KSLEWIGNIAPYYGVTAYNQK PPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
FKGKATLTGDKSSSTAYMQLK GSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC
SLASEDSAVYYCVLDTSGYAS QHSREVPYTFGGGTKLELK
WGOGTLVTVSA (SEQ ID (SEQ ID NO: 149)

NO: 21)

AP4-29E10-2 QVOLQQOSGPELEKPGASVKIS DIEMTQITASLTVSLGQRATISC
CKASGHSFTGYNMNWVKQSND RASKSVSTSGYSYMHWYQQKPGQ
KSLEWIGNIAPYYGVTAYNQK PPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
FKGKATLTGDKSSSTAYMQLK GSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC
SLTSEDSAVYYCVLDTSGYAS QHSREVPYTFGGGTKLELK
WGOGTLVTVSA (SEQ ID (SEQ ID NO: 150)

NQ: 22)

AP1-15B4-A GGDLVKPGGSLKLSCAASGFA PLSLSVSLGDQASISCRSSQSLL
FSDFAMSWVRQTPEKRLEWVA HSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLI
IIKSDDSYTYYPDSVRDRFTI YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDF
SRDNARNTLYLQMTSLRSEDT TLKISILEAEDLGIYFCSQSTHF
ALYYCTKIYDAYFYAMDYWGQ PTFGGGT (SEQ ID NO:

GTS (SEQ ID NO: 23) 151)
AP4-24H11-A GPGLVKPSQSLSLTCTVTGYS TLSLPVSLGDQASISCRSSQRLV

ITSNYAWNWIRQFPGNKLEWM
GFISSYGTTTYNPSLKSRFSI
TRDTSKNQFFLQLHSVTIEDT

PSNGNIYLHWFLQKPGQSPKLLI
YKLSSRFSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVESEDLGIYFCSQTTHV

GTYFCTREGDYWGQGTT PYTFGGGT (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 24) 152)

AP4-29E10-1-A GPELEKPGASVKISCKASGHS TASLTVSLGQRATISCRASKSVS
FTGYNMNWVKQSNDKSLEWIG TSGYSYMHWYQQKPGQPPKLLIY
NIAPYYGVTAYNQKFKGKATL LASNLESGVPARFSGSGSGTDET
TGDKSSSTAYMQLKSLASEDS LNIHPVEEEDAATYYCQHSREVP
AVYYCVLDTSGYASWGQGTL YTFGGGT (SEQ ID NO:

(SEQ ID NO: 25) 153)

AP4-29E10-2-A GPELEKPGASVKISCKASGHS TASLTVSLGQRATISCRASKSVS
FTGYNMNWVKQSNDKSLEWIG TSGYSYMHWYQQKPGQPPKLLIY
NIAPYYGVTAYNQKFKGKATL LASNLESGVPARFSGSGSGTDFT
TGDKSSSTAYMQLKSLTSEDS LNIHPVEEEDAATYYCQHSREVP
AVYYCVLDTSGYASWGQGTL YTFGGGT (SEQ ID NO:

(SEQ ID NO: 26)

154)
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Un anticuerpo de la descripcion puede usarse para detectar la presencia, o para determinar la cantidad, de un
péptido de sefializacion ciclico en una muestra bioldgica. Un anticuerpo de la descripcion también puede usarse con
fines profilacticos para evitar que un mamifero se infecte con una bacteria Gram positiva o que desarrolle una
enfermedad o afeccién producida por una bacteria Gram positiva.

Composiciones farmacéuticas

La entidad molecular inmunogénica, la estructura supramolecular que incluye la entidad molecular inmunogénica o el
anticuerpo de la descripcion, en la presente memoria “agentes activos” de la descripcion, pueden incorporarse a una
composicion farmacéutica para la administracion a un mamifero. Una composicion farmacéutica de la descripcion
puede incluir uno o0 mas agentes activos de la descripcidon (p.ej. uno 0 mas anticuerpos, entidades moleculares
inmunogénicas, estructuras supramoleculares o combinaciones de los mismos). Una composiciéon farmacéutica de la
descripcién también puede incluir uno o mas agentes activos de la descripcion en combinacién con otro polipéptido o
vacuna de anticuerpos.

Por ejemplo, una composicién farmacéutica de la descripcidn puede incluir una o mas entidades moleculares
inmunogénicas, cuyos haptenos incluyen los andlogos de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-I,
AIP-II, AIP-1ll de S. aureus, o cualquier combinacion de los mismos. Por tanto, una composicion farmacéutica de la
descripcién puede incluir una combinacion de dos o mas entidades moleculares inmunogénicas de la descripcion,
cada una de las cuales tiene un hapteno que incluye el analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de
una molécula de sefalizacion de péptido ciclico AIP de S. aureus.

Una composicion farmacéutica de la descripcion puede incluir dos entidades moleculares inmunogénicas diferentes
de la descripcion: (1) la primera que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o
semicarbazida de un péptido de sefalizacién ciclico AlP-lI de S. aureus, y una segunda que tiene un hapteno que
corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-II, Il 6 IV de S. aureus; (2) la
primera que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un
péptido de sefializacion ciclico AIP-Il de S. aureus, y una segunda que tiene un hapteno que corresponde al analogo
de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un API-lll 6 IV de S. aureus; o (3) la primera que tiene un
hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un péptido de sefalizacion
ciclico AIP-Ill de S. aureus, y una segunda que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama,
carbamida o semicarbazida de un AIP-IV de S. aureus.

Una composicion farmacéutica de la descripcion también puede incluir tres entidades moleculares inmunogénicas
diferentes de la descripcion, por ejemplo: (1) una primera que tiene un hapteno que corresponde al analogo de
lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un péptido de sefalizacion ciclico AIP-I de S. aureus, una segunda
que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-II de
S. aureus, y una tercera entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de
lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-lll de S. aureus; (2) una primera entidad molecular
inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de
un péptido de sefalizacion ciclico AIP-1 de S. aureus, una segunda entidad molecular inmunogénica que tiene un
hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AlP-Il de S. aureus, y
una tercera entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama,
carbamida o semicarbazida de un AIP-IV de S. aureus; (3) una primera entidad molecular inmunogénica que tiene
un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un péptido de
sefializacion ciclico AIP-l1 de S. aureus, una segunda entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que
corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-Ill de S. aureus, y una tercera
entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o
semicarbazida de un AIP-IV de S. aureus; (4) una primera entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno
que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un péptido de sefalizacién ciclico
AIP-1l de S. aureus, una segunda entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al anélogo
de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-lll de S. aureus, y una tercera entidad molecular
inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de
un AIP-1V de S. aureus.

Una composicion farmacéutica de la descripcion también puede incluir cuatro entidades moleculares inmunogénicas
diferentes de la descripcion, por ejemplo, una primera entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que
corresponde al analogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un péptido de sefializacién ciclico AlP-I
de S. aureus, una segunda entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de
lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-Il de S. aureus, una tercera entidad molecular inmunogénica
que tiene un hapteno que corresponde al andlogo de lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-Ill de
S. aureus; y una cuarta entidad molecular inmunogénica que tiene un hapteno que corresponde al analogo de
lactona, lactama, carbamida o semicarbazida de un AIP-IV de S. aureus.

De forma similar, una composicion farmacéutica de la descripcion también puede incluir uno o mas anticuerpos que
se unan especificamente a una o mas moléculas de sefializaciéon de péptido ciclico. Por ejemplo, una composicion
farmacéutica de la descripcién puede incluir un anticuerpo que se una especificamente a uno cualquiera de los
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péptidos de sefalizacién ciclicos AIP-1, AIP-2, AIP-3 6 AIP-IV de S. aureus. Una composicion farmacéutica de la
descripcién puede incluir dos o mas anticuerpos que se unan especificamente a dos o mas péptidos de sefializacion
ciclicos, por ejemplo, cualesquier dos, tres o los cuatro péptidos de sefalizacion ciclicos de los péptidos de
sefializacion ciclicos AlP-1, AlIP-2, AIP-3 6 AIP-IV de S. aureus.

Una composicion farmacéutica de la descripcion también puede incluir una o mas entidades moleculares
inmunogénicas que tengan haptenos que correspondan a péptidos de sefializacién ciclicos de una o mas bacterias
Gram positivas, asi como uno o mas anticuerpos que se unan especificamente a uno o mas péptidos de
sefializacion ciclicos de una o mas bacterias Gram positivas que usen la percepcion de quérum.

Una composicion farmacéutica de la descripcion también incluir el agente activo de la descripcion en combinacion
con una o mas vacunas dirigidas contra diferentes agentes infecciosos que incluyen, aunque sin limitacion, hepatitis
B, bacteria de Haemophilus influenzae tipo b, difteria, sarampion, paperas, tosferina, polio, rubeola, tétanos,
tuberculosis y varicela.

Ademas de lo anterior, una composicién farmacéutica de la descripcion incluye un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Tal como se usa en la presente memoria, el término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye, sin
limitacion, un disolvente cualquiera o mas de uno, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos o
antifungicos, antioxidantes, estabilizantes, agentes isoténicos, adyuvantes y similares, que sean adecuados para
administracion a un mamifero. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos en la técnica, y a
menos que un vehiculo convencional sea incompatible con la entidad molecular inmunogénica o anticuerpo de la
descripcién, o incompatible con la ruta de administracién, se contempla su uso en una composicién de la
descripcion.

Una composicién farmacéutica de la descripcion esta formulada para ser compatible con una ruta de administracion
seleccionada. Los ejemplos de ruta de administracion incluyen cualquier ruta de administracion parenteral que
incluye la administracion intravenosa, intradérmica, subcutanea, por inhalacién, transdérmica, transmucosal y rectal.

Las disoluciones o suspensiones usadas para aplicacion parenteral, intradérmica o subcutanea pueden incluir (1) un
diluyente estéril tal como agua para inyeccién, disolucion salina, aceites fijos, polietilen glicoles, glicerina, propilen
glicol u otros disolventes sintéticos; (2) agentes antibacterianos tales como alcohol bencilico o parabenos de metilo;
(3) antioxidantes tales como &acido ascoérbico o bisulfito sodico; (4) agentes quelantes tales como acido
etilendiamintetraacético; (5) tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la
tonicidad, tal como cloruro sddico o dextrosa. El pH puede ajustarse con acidos o bases, tal como acido clorhidrico o
hidréxido sédico. La preparacion parenteral puede incluirse en ampollas, jeringas desechables o viales de dosis
multiples.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para inyeccion incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles
y polvos estériles para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. Para la
administracion intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen suero fisiolégico, agua bacteriostatica, o salino
tamponado con fosfato. Las composiciones deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricacion y
almacenamiento, y deben ser preservadas frente a contaminacion por microorganismos tales como bacterias y
hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o un medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol,
poliol (p.ej., glicerol, propilen glicol y polietilen glicol liquido), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez
apropiada se puede alcanzar, por ejemplo, usando un recubrimiento tal como lecitina, manteniendo el tamafio de
particula requerido en el caso de dispersion y usando tensioactivos. La prevencién de la accién de los
microorganismos puede lograrse usando diversos agentes antibacterianos y antifungicos tales como, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, y timerosal. Se pueden incluir otros ingredientes tales como un
agente isoténico o un agente que retrase la absorcion (p.ej., monoestearato de aluminio y gelatina).

Las disoluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el agente activo en la cantidad requerida en
un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes discutidos anteriormente, segun se requiera,
seguido de una esterilizacion por filtraciéon. Las dispersiones pueden prepararse incorporando el compuesto activo
en un vehiculo estéril que contenga un medio de dispersion basico y otros ingredientes requeridos discutidos
anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacidon de disoluciones inyectables, los métodos
preferidos de preparacion incluyen secado a vacio y secado por congelacion, que producen un polvo del ingrediente
activo y cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una disolucién previamente esterilizada por filtracion.

Las composiciones orales pueden incluir un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Pueden incorporarse a
capsulas de gelatina o pueden comprimirse en comprimidos. Para el proposito de la administracion terapéutica oral,
el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en la forma de comprimidos, pastillas o capsulas.
Las composiciones orales también pueden prepararse usando un vehiculo fluido. Se pueden incluir agentes
aglomerantes y/o materiales adyuvantes farmacéuticamente compatibles como parte de la composiciéon. Los
comprimidos, pildoras, capsulas, pastillas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes o
compuestos de naturaleza similar: un aglomerante tal como celulosa microcristalina, goma tragacanto o gelatina; un
excipiente tal como almidén o lactosa; un agente desintegrante tal como acido alginico o almidén de maiz; un
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lubricante tal como estearato de magnesio; un fluidificante tal como di6xido de silicio coloidal; un agente edulcorante
tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja.

Para la administracion por inhalacién, la composicion puede administrarse en la forma de un pulverizador de aerosol
desde un recipiente o dispensador presurizado que contenga un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal como
diéxido de carbono o un nebulizador.

Para la administracién transmucosal o transdérmica, se pueden usar penetrantes conocidos en la técnica por ser
apropiados para que la barrera sea permeada. Estos incluyen detergentes, sales biliares y derivados de &cido
fusidico para la administracion transmucosal, que puede realizarse usando pulverizadores nasales, por ejemplo.
Para la administraciéon transdérmica, los agentes activos de la descripcion se formulan en unglientos, pomadas,
geles o cremas, tal como es conocido de forma general en la técnica.

Las composiciones de la descripcidon pueden prepararse con vehiculos que protegeran contra una eliminacion rapida
del organismo. Las formulaciones de liberacién controlada, tales como implantes y sistemas de administracion
microencapsulados, por ejemplo, permiten una liberacién lenta sostenida de los agentes activos de la descripcién, y
en algunos casos también la liberaciéon de inmunoestimulantes. Los ejemplos de dichas formulaciones incluyen
agentes activos de la descripcion atrapados en liposomas, copolimero de etileno-vinil acetato (EVAc) (véase Niemi
et al., Laboratory Animal Science 35: 609-612 (1985)), y polimero degradable. Los polimeros biodegradables y
biocompatibles usados para encapsulaciéon incluyen, aunque sin limitacion, poli(DL-lactide-co-glicolide) (véase
Eldridge et al., Molecular Immunology 28: 287-294 (1991)). Los ejemplos adicionales de polimeros que pueden
usarse incluyen polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Los métodos de
preparacion de dichas formulaciones seran evidentes para los especialistas en la técnica. También pueden usarse
como vehiculos farmacéuticamente aceptables suspensiones liposémicas, que incluyen aquellas dirigidas a células
infectadas con anticuerpos monoclonales de antigenos viricos. Estas se pueden preparar usando métodos
conocidos en la técnica.

Por tanto, las composiciones formuladas para provocar una respuesta inmune pueden incluir adyuvantes, asi como
otros vehiculos y portadores. Los ejemplos no limitantes de adyuvantes, vehiculos y portadores incluyen el
adyuvante incompleto de Freund; el adyuvante completo de Freund; sales de aluminio (p.ej., sulfato potasico, fosfato
de aluminio, hidréxido de aluminio); lipopolisacaridos bacterianos; polinucleétidos sintéticos (poli IC/poli AU);
adyuvantes de Montanide ISA (Seppic, Paris, Francia); adyuvantes de Ribi (Ribi ImmunoChem Research, Inc.,
Hamilton, MT); TiterMax de Hunter (CytRx Corp., Norcross, GA); proteina adsobida en nitrocelulosa; adyuvante de
Gerbu (Gerbu Biotechnik GmbH, Gaiberg, Alemania/C-C Biotech, Poway, CA); saponina; di- y tri-péptidos de
muramilo; monofosforil lipido A; tosferina de Bordetella; citoquinas; toxoides bacterianos; acidos grasos; vectores
vivos; emulsiones de aceite mineral; emulsiones de aceite biodegradable (p.ej., las que contienen aceite de
cacahuete, escualeno o escualano); tensioactivos de copolimeros en bloque no idnicos; liposomas y microesferas de
polimero biodegradable. Véase, por ejemplo, Eldridge et al., Mol. Immunol. 28: 287-94 (1991)). Ejemplos adicionales
de sistemas de administracion de vacunas se discuten en Felnerova et al., Current Opinion in Biotechnology 15: 518-
29 (2004); Saupe et al., Expert Opin. Drug Deliv. 3: 345-54 (2006); Sakarellos-Daitsiotis et al., Current Topics in
Medicinal Chemistry 6: 1715-1735 (2006); Chen y Huang, Advances in Genetics 54: 315-37 (2005); Westerfeld y
Zurbriggen, J. Peptide Sci 11: 707-712 (2005); Shahiwala et al., Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 1: 1-
9 (2007); y McDermott et al., Immunology and Cell Biology 76: 256-62 (1998).

Las composiciones se pueden formular en formas unitarias de dosis para mayor facilidad de administracién y
uniformidad de dosis. La expresion “forma unitaria de dosis” se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas
como dosificaciones unitarias para el sujeto en tratamiento, conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada
de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacidon con el vehiculo
farmacéutico requerido. La especificacion para las formas unitarias de dosis depende de las caracteristicas Unicas
del compuesto activo y del efecto terapéutico concreto a alcanzar.

Kits y articulos de fabricacion

Los agentes activos o las composiciones farmacéuticas de la descripciéon pueden incluirse en un recipiente, paquete
o dispensador junto con instrucciones para su uso. Dichos kits pueden incluir reactivos adicionales segun sea
requerido para el uso pretendido para las entidades moleculares inmunogénicas, anticuerpos o composiciones
farmacéuticas. Por ejemplo, un anticuerpo de la descripcion puede usarse con fines de diagnoéstico, en cuyo caso,
en el kit se puede incluir uno 0 mas reactivos que permitan la deteccidn/visualizacion, preferiblemente en un
recipiente, paquete o contenedor separado del que incluye el anticuerpo de la descripcion. El kit o articulo de
fabricacién puede incluir instrucciones para su uso con fines diagnésticos, profilacticos y/o terapéuticos, tal como se
describe a continuacion.

Métodos

La descripcion proporciona un método para identificar un mamifero susceptible de presentar o que presenta una
enfermedad o afeccidén asociada a una infeccion de bacterias Gram positivas, asi como un método para prevenir la
infeccion por una bacteria Gram positiva o su enfermedad o afeccion asociada. La descripcién también proporciona
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un método para provocar una respuesta inmune en el mamifero y un método para prevenir la percepciéon de quérum
en un mamifero.

En el contexto de la descripcion, un mamifero es cualquier vertebrado de sangre caliente, que incluye, por ejemplo,
un ratén, rata, hamster, conejo, cobaya, cerdo, vaca, caballo, oveja, mono y humano. Una bacteria Gram positiva es
cualquier bacteria que utiliza péptidos ciclicos como moléculas de sefalizacién en la percepcion de quérum, y puede
ser, por ejemplo, Enterococcus faecalis y una especie de Staphylococcus, incluyendo, por ejemplo, S. aureus, S.
epidermidis, S. auricularis, S. capitis, S. caprae, S. carnosus, S. arlettae, S. cohnii, S. epidermis, S. intermedius, S.
lugdunensis, S. simulans, S. gallinarum, S. xylosus y S. warneri. La enfermedad o afeccidon asociada a la infeccion
por dicha bacteria incluye, por ejemplo, envenenamiento alimentario, sindrome de choque téxico, sindrome de piel
escaldada, infeccidn de lesidn quirurgica, infeccion del tracto urinario, sepsis y neumonia.

Métodos diagndsticos

Un método diagndstico de la descripcion puede usarse para identificar un mamifero que necesite un tratamiento, o
que pueda beneficiarse del mismo, con una entidad molecular inmunogénica o anticuerpo de la descripcion. Un
mamifero que necesite un tratamiento, o que pueda beneficiarse del mismo, con una entidad molecular
inmunogénica o anticuerpo de la descripcion es aquel que presenta una infeccién bacteriana Gram positiva o que es
susceptible de padecer una infeccion o una enfermedad o afeccién asociada a una infeccion bacteriana Gram
positiva. Para identificar dicho mamifero se puede obtener una muestra biolégica del mamifero. La muestra bioldgica
puede ser una muestra de tejido, una muestra celular o una muestra de un fluido bioldgico tal como sangre, orina o
linfa. Se puede usar un anticuerpo de la descripcién para determinar si una muestra biolégica contiene una molécula
de sefalizacion de péptido ciclico, cuya presencia indica que el mamifero tiene una infeccidon bacteriana Gram
positiva o que es susceptible de padecer o que padece una enfermedad o afeccién asociada a una infeccion
bacteriana Gram positiva. Por ejemplo, un anticuerpo de la descripcion que se une especificamente al péptido de
sefializacion AIP-1V de S. aureus puede usarse para detectar la presencia de AIP-IV de S. aureus en una muestra
biolégica procedente de un mamifero del que se sospecha que es susceptible de padecer o que padece una
enfermedad o afeccion asociada a una infeccion de S aureus. La presencia de AIP-IV de S. aureus en la muestra
indica que el mamifero tiene una infeccién de S. aureus o que es susceptible de padecer o que padece una
enfermedad o afeccion asociada a la infeccidon de S. aureus. Por tanto, se puede usar un anticuerpo de la
descripcién en diagnosis para detectar la presencia y/o para determinar la cantidad de una molécula de sefializacion
de péptido ciclico en una muestra biolégica de un mamifero.

La presencia o la cantidad de la molécula de sefializacion de péptido ciclico en una muestra biolégica procedente de
un mamifero puede detectarse en un ensayo competitivo usando un anticuerpo de la descripcion marcado de forma
adecuada. Por ejemplo, una entidad molecular inmunogénica de la descripcién, p.ej., un hapteno ligado a un
vehiculo macromolecular tal como un polipéptido, puede ser inmovilizado sobre una superficie. Se determina la
union de un anticuerpo marcado de forma adecuada de la descripcién a la entidad molecular inmunogénica
inmovilizada en presencia o en ausencia de una muestra biolégica procedente del mamifero. Un descenso en la
union del anticuerpo marcado a la superficie en presencia de la muestra bioldgica indica la presencia de una
molécula de sefalizacion de péptido ciclico. La muestra bioldgica puede ser una muestra purificada parcialmente o
procesada en la que se han eliminado las células de mamifero no relacionadas. El anticuerpo puede marcarse con
una molécula detectable, que puede ser una enzima tal como fosfatasa alcalina, acetilcolinesterasa, $-galactosidasa
0 peroxidasa de rabano; un grupo protésico tal como estreptavidina, biotina o avidina; un grupo fluorescente tal
como cloruro de dansilo, diclorotriazinilamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, ficoeritrina, rodamina, umbeliferona; un grupo luminiscente tal como luminal; un grupo bioluminiscente
tal como aequorina, luciferasa y luciferina; o un radioisétopo tal como 3H, 125I, 131I, s,

Métodos terapéuticos

Una entidad molecular inmunogénica o anticuerpo de la descripcion se puede usar para prevenir o tratar la infeccion
de un mamifero por una bacteria Gram positiva tal como, por ejemplo, una especie de Staphylococcus, que utiliza
moléculas de sefializacion de péptido ciclicas en la percepcién de quérum. Los mamiferos que se pueden beneficiar
del tratamiento con una entidad molecular inmunogénica o anticuerpo de la descripcién incluyen: (1) un mamifero en
riesgo, o susceptible a una infeccion por una bacteria Gram positiva, (2) un mamifero que ha estado en contacto con
una bacteria Gram positiva infecciosa, o (3) un mamifero que ha sido infectado por una bacteria Gram positiva. Para
prevenir o tratar una infecciéon bacteriana Gram positiva, se puede administrar una entidad molecular inmunogénica
de la descripcion al mamifero para provocar una respuesta inmune en el mamifero. Adicionalmente, se puede
administrar un anticuerpo de la descripcidn para inhibir la actividad de un péptido de sefializacion ciclico, previniendo
de este modo la produccién de genes de virulencia o toxinas que ayudan a la infeccion bacteriana o al desarrollo de
la condicién de enfermedad asociada a la infeccién bacteriana.

Un mamifero que puede beneficiarse del tratamiento con la entidad molecular inmunogénica o el anticuerpo de la
descripcién puede identificarse usando los métodos discutidos anteriormente, en los que se determina la presencia
y/o la cantidad de un péptido de sefializacion ciclico. Se pueden usar otros métodos de deteccidn de la presencia de
una infeccién bacteriana Gram positiva tales como, por ejemplo, el cultivo de una muestra procedente del mamifero,
p.ej. un cultivo de sangre. Un mamifero, tal como un humano, que puede beneficiarse del tratamiento con una
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entidad molecular inmunogénica o anticuerpo de la descripcion también puede ser un individuo que tenga un
sistema inmune debilitado, un individuo con un sistema inmune deprimido, un individuo que ha sido sometido o que
va a someterse a cirugia, un individuo mayor o uno que esté muy enfermo, un individuo que haya sido hospitalizado
o que ha estado sometido a un procedimiento médico. Un mamifero que pueda beneficiarse del tratamiento con una
entidad molecular inmunogénica o anticuerpo de la descripcién puede ser un paciente de hospital en riesgo de
desarrollar una infeccidon nosocomial o un mamifero del que se sabe que esta infectado o que ha estado expuesto a
bacterias resistentes a antibidticos tales como, por ejemplo, S. aureus resistente a meticilina, S. aureus sensible a
intermediario de vancomicina, S. aureus resistente a vancomicina y otros enterococos resistentes a antibiéticos que
incluyen Pneumococos pneumoniae.

El anticuerpo o entidad molecular inmunogénica de la descripcion puede administrarse antes de la infeccion,
después de la infeccion pero antes de la manifestacion de los sintomas asociados a la infeccion, o después de la
manifestacion de los sintomas para evitar una posterior multiplicacion bacteriana y para evitar una posterior
expresion de genes de virulencia, dificultando con ello el desarrollo de la enfermedad o su progresion. Cuando se
administra a un mamifero, la entidad molecular inmunogénica de la descripcion provoca la produccion de
anticuerpos que evitan la enfermedad o afeccidon o su progresién mediante la unién y la neutralizacién de las
moléculas de sefializacion de péptido ciclico producidas por las bacterias, evitando de este modo la produccién de
genes de virulencia o toxinas que ayuden al desarrollo de la infeccion o de la condicion de enfermedad asociada a la
infeccion bacteriana. Adicionalmente, también se puede administrar a un mamifero un anticuerpo neutralizante de la
descripcién. El anticuerpo neutralizante puede unirse a una molécula de sefializacion de péptido ciclico producida
por las bacterias y evitar su unién a su receptor celular asociado y, al hacerlo, evitar la producciéon de genes de
virulencia o de toxinas que ayudan a la infeccidon o al desarrollo de la condicién de enfermedad asociada a la
infeccion bacteriana. Por consiguiente, se puede usar una composicién que incluye una entidad molecular
inmunogénica de la descripcion como una vacuna viva, mientras que una composicién que incluya un anticuerpo de
la descripcién puede usarse como una vacuna pasiva, para evitar la infeccion bacteriana o la enfermedad o afeccion
asociada a la infeccién bacteriana.

Los agentes activos de la descripcion pueden administrarse mediante cualquier ruta discutida en la presente
memoria. La dosificacion de la entidad molecular inmunogénica o de la estructura supramolecular que va a
administrarse a un mamifero puede ser cualquier cantidad apropiada para provocar una respuesta inmune contra un
péptido de sefalizacién ciclico. La dosificacién del anticuerpo que debe administrarse a un mamifero puede ser
cualquier cantidad apropiada para neutralizar la actividad de un péptido de sefializacion ciclico.

La dosificacién puede ser una dosis efectiva o una fraccion apropiada de la misma. Esto dependera de los
parametros del paciente individual que incluyen la edad, la condicién fisica, el tamafio, el peso, la afeccion a tratar, la
gravedad de la afeccidon y cualquier tratamiento concurrente. Los factores que determinan las dosificaciones
apropiadas son bien conocidos por los especialistas en la técnica y pueden determinarse con una experimentacion
rutinaria. Por ejemplo, la determinacién de las propiedades fisicoquimicas, toxicoldgicas y farmacocinéticas puede
realizarse usando ensayos quimicos y bioldgicos estandar, y mediante el uso de técnicas de modelizacion
matematica conocidas en el area de la quimica, la farmacologia y la toxicologia. La utilidad terapéutica y el régimen
de dosificacién pueden extrapolarse de los resultados de dichas técnicas, y mediante el uso de modelos
farmacocinéticos y/o farmacodinamicos apropiados.

La cantidad precisa a administrar a un paciente sera responsabilidad del médico que le atienda. Una entidad
molecular inmunogénica o anticuerpo de la descripcion puede administrarse mediante inyeccion en una dosis de
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 2000 mg/kg de peso del mamifero, preferiblemente entre
aproximadamente 1 a aproximadamente 200 mg/kg de peso del mamifero. Dado que determinados agentes de la
descripcién son de accion duradera, puede ser ventajoso administrar una dosis inicial de 80 a 4.000 mg el primer dia
y después una dosis menor de 20 a 1.000 mg en los dias siguientes. También puede ser que un paciente insista en
una dosis menor o una dosis tolerable por razones médicas, razones fisioldgicas o virtualmente por cualesquier otras
razones. Se podria administrar una o mas dosis de recuerdo de la entidad molecular inmunogénica o del anticuerpo
en un periodo de tiempo seleccionado después de la primera administracion.

El tratamiento usando un anticuerpo o entidad molecular inmunogénica de la descripcidon puede tener la duracion
necesaria para provocar una respuesta inmune neutralizante.

Métodos para generar anticuerpos de la descripcidn

Se puede usar una entidad molecular inmunogénica o una estructura supramolecular de la descripcion para generar
anticuerpos dirigidos a un péptido de sefializacion ciclico.

También se puede usar una entidad molecular inmunogénica o una estructura supramolecular de la descripcién para
realizar un escrutinio de una biblioteca de inmunoglobulina recombinante para identificar un anticuerpo que se una
especificamente a un péptido de sefializacion ciclico seleccionado. Los métodos y reactivos para generar y realizar
un escrutinio de una biblioteca de inmunoglobulina combinatoria recombinante se describen, por ejemplo, en Barbas,
C.F., 3° D.R. Burton, J.K. Scott y G.J. Silverman, Phage Display — A Laboratory Manual. 2001, Cold Spring Harbor,
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Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, y Kontermann, R., Dibel, S., Antibody Engineering, 2001, Berlin,
Heidelberg: Springer-Verlag.

También se puede usar una entidad molecular inmunogénica, o una estructura supramolecular de la descripcion,
para provocar una respuesta inmune en un mamifero, a partir del cual se pueden obtener anticuerpos policlonales o
monoclonales. Se puede administrar una entidad molecular inmunogénica o una estructura supramolecular de la
descripcién a un mamifero tal como una cabra, oveja, rata, ratén o conejo, por ejemplo. Los anticuerpos policlonales
pueden aislarse de la sangre del mamifero usando métodos conocidos en la técnica. Los anticuerpos monoclonales
pueden obtenerse aislando las células productoras de anticuerpos del mamifero y generando hibridomas
productores de anticuerpos. Los métodos para producir y obtener anticuerpos a partir de un mamifero son conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Harlow, D. y D. Lane, Antibodies A laboratory manual. Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York (1988), y Tramontano, A. y D. Schloeder, Production of antibodies that mimic enzyme
catalytic activity. Methods Enzymol 178: p. 531-550 (1989).

La invencion se ilustra con mas detalles a través de los siguientes Ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS
Ejemplo 1 — Materiales

RN4850 fue obtenido del Dr. Richard P. Novick (Skirball Institute, New York University Medical Center). Los
anticuerpos monoclonales purificados fueron obtenidos de TSRI Antibody Production Core Facility. ElI elemento
clinico aislado NRS168 fue obtenido a través de la Network on Antimicrobial Resistance in Staphylococcus aureus
(NARSA), programa apoyado por NIAID/NIH (NO1-Al-95359).

Ejemplo 2 — Sintesis de AIPs 1-4 nativos

Se us6 el siguiente procedimiento general para sintetizar todos los productos naturales. Se llevé a cabo una sintesis
por lotes con 0,25 mmol de resina MBHA hinchada en DMF siguiendo los protocolos de sintesis de péptidos en fase
sélida Boc estadndares. Se preparé una disolucién de acido S-tritil-3-mercaptopropidnico (2 eq.), HBTU (3,9 eq.), y
DIEA (0,5 mL) en 4 mL de DMF y se dej6é reposar durante 3 minutos para pre-activacion. Se afiadio el coctel a la
resina para acoplamiento, que generalmente se completa en 1 hora. A continuacion se lavo la resina con DMF y se
sometio a desproteccion de tritilo con TIS al 5% en TFA (2 x 10 minutos). Una vez lavado con DMF, la secuencia de
péptido se completé mediante reacciones de acoplamiento secuenciales usando 4 eq. de aminoacido Boc, 3,9 eq.
de HBTU y 0,5 mL de DIEA, con 3 minutos de pre-activacion. Cuando la sintesis se completd, la resina se lavé con
DMF, después con CHCl y finalmente con éter antes de ser llevada al desecador.

Ruptura: la resina se sometié a 5-10 mL de HF durante 1 hora usando anisol como captador. La mezcla resultante
se lavo con éter y se extrajo con agua/acetonitrilo 1:1. Esta disolucion se congeld y se liofilizd, y el sélido resultante
se purific6 mediante HPLC preparativa. Las fracciones puras fueron agrupadas, congeladas vy liofilizadas.

Tiolactonizacion: la tiolactonizacion intramolecular se logré procesando el péptido lineal sélido purificado en una
mezcla de tampdén MOPS al 80% (100 mM, pH 7,0) y acetonitrilo al 20%, dando lugar a una concentracion de
péptido inferior a 1 mM. La reaccién se monitoriz6 mediante ESI-MS, y normalmente se completd en 24-48 horas. El
producto se purificd6 mediante HPLC preparativa. Las fracciones puras fueron agrupadas, congeladas vy liofilizadas.
ESI-MS: m/z calculado para AIP-1, Cs3HsoNsO13S2 (M + H), 961,4; obtenido 961,8; m/z calculado para AIP-2,
CagHssN10012S (M + H), 879,4; obtenido 879,6; m/z calculado para AlIP-3, C3sHssNsO10S (M + H), 819,4; obtenido
819,7; m/z calculado para AlP-4, C4sHessNgO12S2, 1009,4; obtenido 1009,7. Ver la Figura 2A-H.

Ejemplo 3 — Sintesis de Hapteno 5 de AIP4 — Analogo de lactona de AIP4

El esquema de sintesis del hapteno 5 de AIP4 se muestra a continuacion en el Esquema 1. El péptido lineal
YSTSYFIM (SEQ ID NO: 1, sin incluir grupos protectores) se sintetizd sobre resina de 2-clorotritilo precargada con
Fmoc-Metionina 1 usando quimica estandar de Fmoc que emplea DIC/HOBt como reactivos de acoplamiento. La
cisteina colgante N-terminal se incorpordé para conjugacién a una proteina vehiculo y se afiadié el ligando flexible
corto entre el hapteno y la proteina vehiculo como espaciador. El péptido lineal protegido fue liberado de la resina
usando acido trifluoroacético al 4% en cloroformo, lo que también eliminé de forma selectiva el grupo protector de
tritilo de la serina. Se realizd la lactonizacion intramolecular en condiciones diluidas usando EDC/4-DMAP, vy las
desprotecciones de cadenas laterales posteriores dieron lugar al hapteno 5 de AP4. Los detalles del procedimiento
sintético se describen en el siguiente texto.
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Esquema 1 - Sintesis del Hapteno 5 de AP4

2-Cl-Trt
Fmocum\j@ Resina
\]

S

lFmoc SPPS

§

s
j\NJ}rn\/\o/‘\/O\jN
% H o H

l TFA al 4% en CHClg

2/\
TQ?LE?\/\O/\/O\/B\H

EDC, 4-DMAP
1,2-dicloroetano
péptido <1mM
80°C, 4 dias

i. TFA
ii. TCEPenH,0

SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores)
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Sintesis del péptido protegido lineal (3)

Todos los aminoacidos protegidos con N-a-Fmoc, los reactivos de acoplamiento y las resinas para la sintesis de
péptidos fueron adquiridos en EMD Biosciences, Inc. (San Diego, CA). Los demas productos quimicos fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO). Los analisis de ESI-MS fueron realizados con API150EX (PE
SCIEX, Foster City, CA), y se usaron equipos HITACHI L-7300 y SHIMADZU SCL-10A para los experimentos de
HPLC analitica y preparativa, respectivamente.

El péptido se sintetiz6 mediante Fmoc SPPS sobre resina de 2-clorotritilo precargada con el Fmoc-Met 1. Se
incorporé un Fmoc-Ser(Trt)-OH en la posicién de lactonizacién. Los demas residuos fueron seleccionados con
grupos protectores de cadena lateral estables en TFA diluido y labiles en TFA al 95%. Se incorporé un ligando
flexible corto en la posicion penultima respecto al extremo N mediante acoplamiento de acido Fmoc-8-amino-3,6-
dioxaoctanoico. El residuo N-terminal fue Boc-Cys(Set)-OH para el uso eventual en conjugaciéon con proteinas
vehiculo.

Condiciones especificas: se llevd a cabo un lote de sintesis con 1 mmol de resina hinchada en DMF durante al
menos 1 hora. Se prepar6 una disolucion del aminoacido protegido, DIC, y HOBt (4 equivalentes de cada) en 5 mL
de DMF y se dejo reposar durante 5 minutos para la pre-activacién, seguido de la adicion de 0,5 mL de sym-colidina.
El céctel se afiadié a la resina para acoplamiento, lo que generalmente se completé en 1 hora. A continuacion la
resina se lavo con DMF y se sometié a desproteccion de Fmoc con piperidina al 20% (v/v) en DMF (2 x 7 min).
Después se lavo la resina con DMF y se llevo a cabo la siguiente reaccion de acoplamiento. Una vez completada la
sintesis, la resina se lavd con DMF, después con CH.Cl; y finalmente con éter antes de ser colocada en el
desecador.

Ruptura (y desproteccion de tritilo): se afiadio la resina a un coctel de TFA al 4%, triisopropilsilano (TIS) al 4% y H>O
al 0,5% en cloroformo, y se agité durante 6 horas. La mezcla se filtrd, dejando que el filtrado goteara en éter frio para
precipitar el péptido. La mezcla de éter se centrifugd y el sobrenadante fue decantado. A continuacion se lavé el
péptido (2x) con éter re-suspendiendo el sodlido en éter, centrifugando y decantando el sobrenadante. El sélido
resultante se coloco en un desecador.

Purificacion: El péptido 3 protegido completamente se disolvié en cloruro de metileno y se purificd6 mediante
cromatografia de gel de silice de fase normal eluyendo con metanol al 5% en cloruro de metileno.

B. Lactonizacion de (3)

El péptido lineal protegido 3 se disolvié en 1,2-diclorometano (secado previamente sobre MgSO4 anhidro) para dar
lugar a una concentracion final no superior a 1,0 mM. La disolucion se agit6 y se calenté a 80°C y se afiadieron 3
equivalentes de EDC y de 4-DMAP; a las 24 y las 48 horas se afiadi6 a la reaccién otro equivalente de EDC y de 4-
DMAP. La reaccién se monitorizé mediante HPLC. Después de 4 dias, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura
ambiente, se lavo con 2 x 200 mL de KHSO4 0,2 M (aq.), se secd sobre Na,SO4 anhidro, y se evapord hasta
sequedad. El péptido ciclado 4 se purifico mediante HPLC preparativa. Los rendimientos oscilan en el rango 30-60%,
determinado mediante integraciéon de HPLC analitica.

C. Desproteccion global y desproteccion de disulfuro de (4)

El péptido solido purificado se disolvié en TFA que contenia un 2% de TIS y se agitdé durante 1 hora. A continuacion
se evaporo la mezcla hasta sequedad. Se afiadié agua y la mezcla se congel6 y se liofilizé. El soélido liofilizado se
disolvié entonces en H2O con hidrocloruro de tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP). La mezcla se agité durante 1 hora y
se inyectd directamente en HPLC preparativa para purificacion, dando lugar al hapteno 5 de AP4. Las fracciones
puras recogidas fueron agrupadas, congeladas vy liofilizadas. ESI-MS: m/z calculado para Cs7HgoN10017S2 (M + H),
1241,5; experimental, 1242,2. Ver la Figura 2I-J.

D. Conjugacion de (5) a KLH/BSA

La conjugacion del hapteno 5 a KLH/BSA se llevé a cabo como se muestra a continuacion en el Esquema 2. Los
detalles del procedimiento se describen en el texto siguiente.
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Esquema 2 - Conjugacion de Hapteno 5 a KLH/BSA

2 OO0
| 5
@gacts
Wi,gﬁmlgﬂ

pH 7,4

Oﬁk@j}?ﬁv%mdg o )?
G i@ﬁ\

SEQ ID NO: 2 (INSDFLL, sin incluir grupos protectores)
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Unién de Sulfo-SMCC: se resuspendieron 5 mg de la proteina vehiculo en 0,9 mL de PBS, pH 7,4. A esta disolucion
se anadi® 1 mg del ligando sulfo-SMCC (sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)-ciclohexano-1-carboxilato). La
disolucion se agité durante 6-8 horas y el conjugado proteina-ligando se purificé mediante dialisis en PBS a 4 °C.

Conjugacion del hapteno 5: al conjugado ligando-proteina en PBS se afiadieron 100 yL de DMF que contenian 2 mg
del hapteno 5. La disolucién se agité durante una noche y el conjugado proteina-hapteno se purific6 mediante
dialisis. El analisis MALDI-TOF confirmé la unién en promedio de ~ 6 haptenos por molécula de BSA (peso
molecular del conjugado BSA-AIP4 = 75581 Daltons; BSA = 67000 Daltons; y hapteno = 1461,15 Daltons). Ver la
Figura 2K.

Ejemplo 4 — Preparacién de los analogos de lactona AP1, AP2, AP3 y AP4 como conjugados de haptenos
sintéticos y de vehiculo hapteno-proteina

Para la inmunizacién y la activaciéon de una respuesta inmune, la vacuna activa, y la generaciéon de anticuerpos
monoclonales, se prepararon conjugados de haptenos sintéticos, en la forma de conjugados de analogos de lactona
de AP1, AP2, AP3 y AP4, y de vehiculo hapteno-proteina usando los procedimientos descritos para la preparacion
del hapteno 5 de AP4 descrito anteriormente. Los esquemas de preparacion son los siguientes.
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Esquema 3

Preparacion de un hapteno sintético (AP1) para inmunizacion y activacion de una
respuesta inmune/vacuna activa/generacion de anticuerpos monoclonales de AIP-1

] Fmoc SPPS estandar

Bu
s MBu
m'gr“wo/v"\iﬂ ., z\L)L ﬂj%(\i
\0180 \OTR

(rompe el péptido protegido/

TFA al 4% en CHCI3
elimina la proteccion Sr{Trt))

EDC, DMAP

1,2-diclorometano
concentracion de péptido <1 mM
80°C, 4 dias

1. TFA puro
2. TCEP/agua

SEQ ID NO: 3 (YSTSDFIM, sin incluir grupos protectores)
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Esquema 4

Preparacién de un hapteno sintético (AP2) para inmunizacién y activacién de una
respuesta inmune/vacuna activa/generacion de anticuerpos monaoclonales de AlP-2

FrmocHN

0
i
|

i
i
Us

l Fmoc SPPS estandar

E\ o [+] £ "
; =

S Trein

(rompe el péptido protegido/

TFA al 4% en CHCI3
elimina la proteccion Sr{Trt))

et AT A L G A L

Se” TrHN

-

EDC, DMAP

1,2-dicloroetano

concentracion de péptido <1 mi
80°C, 4 dias

iy Seee At Lfa m

P Q}Y’Tlm

1. TFA puro
2. TCEP/agua

SEQ ID NO: 4 (GVNASSSLF, no incluye grupos protectores)
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Esquema 5

Preparacién de un hapteno sintético (AP3) para inmunizacién y activacion de una
respuesta inmune/vacuna activa/generacion de anticuerpos monoclonales de AlIP-3

(rompe el péptido protegido/

TFA al 4% en CHCI3
elimina la proteccion Sr(Trt))

o
}mm ﬁ\‘m“
[+]
H H H
a"'—"""'\/TL NN “\)L "‘\./’L “\/ﬁ\ "‘\/l
N o I 7 N 7N 7~ TOH
l-.\ o _A L T E\‘o - \ﬂ/ L~ o &
? /W e \Q >_
S\/
EDC, DMAP

1,2-dicloroetano
concentracion de péptido <1 mM
80°C, 4 dias

S VOUIS ¥'e w! J:E,

1. TFA puro
2. TCEP/agua

J\NV« Jkéa

SEQ ID NO: 2 (INSDFLL, sin incluir grupos protectores)
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Esquema 6

Preparacion de un hapteno sintético (AP4) para inmunizacion y activacion de una
respuesta inmune/vacuna activa/generacion de anticuerpos monoclonales de AlP-4

BocHN
TFA al 4% en CHCI3
(rompe el péptido protegido/
elimina la proteccion Sr(Trt))
OeBu
?f\-\ OtBu
5 COtBu
[+
BocHN ~ g T N ol T il \"’ " N oH
1 L H
S oua ~oH \O \
S~
EDC, DMAP

1.2-dicloroetano
concentracion de péptido <1 mM
80°C, 4 dias

1. TFA puro
2. TCEP/agua

/'/SHH\/\/\/O\J\@ OHN\J\J:Ej

SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores)
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Esquema 7

Preparacién de conjugados de hapteno-proteina vehiculo para inmunizacién y
activacion de una respuesta inmune/vacuna activa/generacion de anticuerpos
monoclonales de AIP-1-AlIP-4

o)
NHz N—0 o
HOsS
o o
Y
0

PBS
pH7,4

PBS
pH7.4
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Ejemplo 5 — Preparacion de los analogos de lactama, carbamida y semicarbazida de AP4 como haptenos
sintéticos

Los haptenos de péptido AIP de lactama, carbamida y semicarbazida ciclicos estables proteoliticamente se preparan
usando la metodologia bien documentada de ciclacién de péptidos sobre una resina de oxima de Kaiser labil frente a
bases. Ver DeGrado et al., J. Org. Chem. 1980, 45, 1295-1300; De Grado et al., J. Org. Chem. 1982, 47, 3258-3261;
Nakagawa et al., J. Org. Chem. 1983, 48, 678-685; Nakagawa et al., J. Am. Chem. Soc. 1985, 107, 7087-7092;
Kaiser et al., Science 1989, 243, 187-192. Esta estrategia sintética se basa en la sintesis de péptidos en fase sélida
basada en Boc, donde la ciclacion del péptido coincide con la separacion del péptido ciclado del soporte sélido.
Osapay et al., J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 6966-6973; Taylor et al., Biopolymers 2002, 66, 49-75; y Li et al., Curr.
Org. Chem. 2002, 6, 411-440. La sintesis de los péptidos de carbamida ciclicos requiere la estructura retro-inversa,
tal como se describe en bibliografia. Chorev et al., Biopolymers 2005, 80, 67-84. El bloque de construccion
prerrequisito  1-N-Boc-4-(metiltio)butano-1,2-diamino se sintetiza a partir del Boc-metioninol disponible
comercialmente y después se acopla a la cadena peptidica mediante el protocolo de nitrofenil carbamato segun un
antecedente de la bibliografia. Vince et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 1999, 9, 853-856. Los siguientes esquemas
esbozan la sintesis de analogos de lactama, carbamida y semicarbazida ciclicos proteoliticamente estables del
péptido AIP-4. Estas metodologias sintéticas pueden aplicarse a la preparacion de otros haptenos de péptido ciclico,
p.ej., AIP-1, AIP-2, AIP-3, asi como de otros péptidos de percepcion de quérum estafilococales.

La sintesis del hapteno de AIP4 de lactama ciclico se resume en el Esquema 8. Los Esquemas 9 y 10 esbozan la
sintesis de los intermedios 1-N-Boc-4-(metiltio)butano-1,2-diamino p-nitrofenilcarbamato y N-Fmoc-Met-hidrazida p-
nitrofenilcarbamato usados en la sintesis del hapteno de AlIP4 de carbamida ciclico y del hapteno de AlP4 de
semicarbazida ciclico, respectivamente. La sintesis de los haptenos de AIP4 de carbamida y semicarbazida se
muestra en los Esquemas 11y 12, respectivamente.
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Esquema 8

resina de oxima de Kaiser

l Boc-Met-QH /DIC | NMP/ 24h

l Boc SPPS estandar

0-26-di-Cl-Bn 2,6-diCL.Bn

A AR AT by

“SNHAlloc

2 DIEA/DCM

1. Pd(PPh3)4/ acido N,N-dimetilbarbitirico/ DMF
3 AcOH

0.-26-di-C1-Bn 2,6-di-Cl-8n

Mob
i ok
BocH \/\O’\/D #

ST g@g

Ruptura de PG con HF

H H
SH ° H °
H
\OH i HN

—5

SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores)
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Esquema 9

BocHN. -~
i ‘OH

\l

5.

2. NalN3 / DMF

1. S0OCI2 / piridina
3. PPh3/ THF / agua

BocHN._~.

i\;‘ \NH; N O,N\@\tjio /@/NOz
l DIEA

Esquema 10

o]

mnn\J\

Y “OH

Fl

\

S

l Trt-NH-NH, / EDC / HOBt / NMM / DMF

TQ { DIEA
oN 9 NO,
o]
BocHN\)L _NH_ _O
i N
SR A
S NO,
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Esquema 11

=1

resina de Oxima de Kaiser

l Boc-le-OH | DIC | HMP | 24n

BociN O
oM
L3}
l Boc & PPS estindar
92,6-d1-G3 8n el
N fr
= -~
i inT
NH Allse

1 Pd(PPhaled MH; totm

mn‘_’,\ J‘ 0}0‘ TDIE ATDMF
N

(ver Figura 2)

3. Boc SPPS estandar

O-264-Cl8n !.GGI-CI Bn
SMob
i L "Uir P,

HBoc

—s

1.TFA al 25% / DCM
2. DEEA /DCH
3. AcOH / dioxano

L, i’f"\,n $
= g
’(;:‘/“ﬂ"v""& Vﬁ‘ Y ‘ftug
% C
Pxia

—~5

Ruptura de PG con HF

PUPPeS (f:fur r X éjﬁ.

i

SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores)
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Esquema 12

~OH

(7]

resina de Oxima de Kaiser
1 Boc-lle-OH 1 BIC | NAP | 24h

BocH|

l Boc s PPS estdndar

0264080 s
U ¢ p A o
S I N “w
~ o
‘NHANoE \O
1. Pd{PPhs). | PhSIH, FDCM
2 4 IDIEADMF

A
M\w‘gomm {ver Figura 3)

3. Boc SPPS estdndar

0-264-Cl8n 0.2,6-41.C1-Bn 02
Shob B
B o\i ﬂ\i ﬂ\j\ u‘i W
muzgr -_/h-of\, ﬂ :\ u ( u e =|| b,
i 2 oBn  © ® o
°=C.
uu—nTo
BocHN” " 57
1.TFA al 25% / DCM
2. DIEA / DCH
3. AcOH / dioxano
NOz

- 0-2.8-61—‘:!:: "/Ul ﬁ-lﬂji-ﬁn

wel i L AL R, TF%T,\"
I

X

i ™

0.26.41-Cl-8n ©-2,6.4/C1-Bm
oo oBn
ZHN N g 0 N N, " . N o
o LI O L .\I' "
oan

SEQ ID NO: 1 (YSTSYFIM, sin incluir grupos protectores)

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2603 061 T3

Ejemplo 6 — Analisis de la secrecion de exoproteina en S. aureus

Tras un cultivo de una noche en una placa de agar a 37°C, se inoculdé una Unica colonia de S. aureus (RN4850 o
Wood 46) en 3 mL de medio CYGP y se cultivd durante una noche (18 horas) (ver Novick, Methods Enzymol 204:
587-636 (1991)). Las células cultivadas durante una noche fueron diluidas hasta DOggo ~ 0,03 en medio CYGP
fresco, y se distribuyeron en tubos de cultivo celular de poliestireno de 5 mL, donde cada tubo contenia 0,5 mL de
las células diluidas y el anticuerpo apropiado (0,2 mg/mL). Tras cultivar durante 20-24 horas a 37 °C en un incubador
himedo sin agitacién, las muestras fueron transferidas a los tubos de microcentrifuga (1,5 mL) y se centrifugaron a
13.000 rpm durante 5 minutos. Los sobrenadantes fueron esterilizados mediante filtracion a través de una unidad de
filtro Millex®-GV (0,22 um; Millipore, Irlanda), y se analizaron mediante SDS-PAGE (10% de gel Bis-Tris, Invitrogen,
Carlsbad CA). Para confirmar la expresion de a-hemolisina y de proteina A, se llevaron a cabo analisis de
transferencia Western blot usando el anticuerpo de a-hemolisina policlonal de oveja conjugado a HRP (Abcam Inc.,
Cambridge MA) y anticuerpo monoclonal de raton anti-Proteina A (Sigma-Aldrich, St. Louis MO) y se usé como
anticuerpo de control mAb de ratén SP2-6E11 (Park y Janda, datos no publicados). Para evaluar la actividad
hemolitica, los sobrenadantes de S. aureus (75 pL x 3) fueron aplicados sobre la placa de agar de sangre de oveja,
y las placas fueron incubadas a 37 °C durante 18 horas y a temperatura ambiente durante otras 24 horas.

Ejemplo 7 — Analisis de biopelicula estética

El analisis de biopelicula se llevd a cabo siguiendo un procedimiento de la bibliografia con unas pocas
modificaciones (ver O'Toole, Methods Enzymol 310: 91-109 (1999)). Después de cultivar células de S. aureus (200
uL) se cultivaron en medio de caldo de triptona de soja (TSB) que contenia 0,2 % glucosa con o sin el anticuerpo
(0,2 mg/mL) en la placa de 96 pocillos de poliestireno durante 20-24 horas sin agitacion, la placa se lavé mediante
inmersion en agua y se seco. Se afiadié una disolucidon de cristal violeta (200 pL, 0,1% en agua) para tefiir la
biopelicula, y a continuacion se lavé la placa vigorosamente con agua seguida de la adicion de acido acético (250
uL, al 30% en agua) para solubilizar el violeta cristal restante. Se midi6 la absorbancia a 570 nm con Spectramax
250 (Molecular Devices, Sunnyvale CA).

Ejemplo 8 — Analisis de PCR en tiempo real

Células RN4850 de S. aureus cultivadas durante una noche fueron diluidas hasta DOggo ~ 0,03 en medio CYGP
fresco (1 mL) que contenia el anticuerpo y se cultivaron durante 20-24 horas (DOgoo ~ 2) a 37 °C sin agitacion. Se
aislé ARN de las células usando el Mini Kit RNeasy® (QIAGENE Inc., Valencia CA) segun las instrucciones del
fabricante. EI ARN aislado fue purificado adicionalmente tratandolo con ADNsa libre de ARNasa (QIAGEN Inc.)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. El ADN de primera cadena se sintetizé usando el Sistema de Sintesis
SuperScriptTM First-Strand para RT-PCR (Invitrogen) usando ~ 300 ng de ARN purificado. Los experimentos de RT-
PCR se llevaron a cabo con al menos dos muestras independientes, y cada experimento se realizé por duplicado
usando LightCycler® FastStart DNA Master”""S SYBR Green | (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Se uso el
protocolo SYBR Green (gRoche) para las condiciones de PCR, y se realizaron analisis de cuantificacion relativa con
el sistema LightCycler- 2.0 (Roche Applied Science) usando el gen GyrA doméstico como referencia. Las
secuencias de los cebadores usados son las siguientes:

gyrA F: 5-TGGCCCAAGACTTTAGTTATCGTTATCC-3' (SEQ ID NO: 5);
gyrA R: 5-TGGGGAGGAATATTTGTAGCCATACCTAC-3' (SEQ ID NO: 6);
malll F: 5-GCACTGAGTCCAAGGAAACTAACTC-3' (SEQ ID NO: 7);
malll R: 5-GCCATCCCAACTTAATAACCATGT-3' (SEQ ID NO: 8);

hla F: 5-CTGAAGGCCAGGCTAAACCACTTT-3' (SEQ ID NO: 9);

hla R: 5-GAACGAAAGGTACCATTGCTGGTCA-3' (SEQ ID NO: 10);
spa F: 5-GCGCAACACGATGAAGCTCAACAA-3' (SEQ ID NO: 11);

spa R: 5-ACGTTAGCACTTTGGCTTGGATCA-3' (SEQ ID NO: 12);

eta F: 5-GTTCCGGGAAATTCTGGATCAGGT-3’ (SEQ ID NO: 13);

eta R: 5-GCGCTTGACATAATTCCCAATACC-3' (SEQ ID NO: 14);

sarA F: 5-CTGCTTTAACAACTTGTGGTTGTTTG-3' (SEQ ID NO: 15);
sarA R: 5-CGCTGTATTGACATACATCAGCGA-3’ (SEQ ID NO: 16);
saeA F: 5-CGCCTTAACTTTAGGTGCAGATGAC-3' (SEQ ID NO: 17);
saeA R: 5-~ACGCATAGGGACTTCGTGACCATT-3' (SEQ ID NO: 18);
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Ejemplo 9 — Modelo de infeccion dérmica en ratones

Todos los experimentos con ratones fueron llevados a cabo segun las guias y recomendaciones de TSRI. Se
obtuvieron ratones SKH1 eutimicos sin pelo, de 6-8 semanas de edad, de Charles River Laboratories y se alojaron
en el vivario de bio-contenciéon durante una semana antes de su uso en los experimentos. El agar de infusion
cerebro cardiaca era de BBL (n°211065) y el caldo CYGP contenia un 1% de casaminoacidos (Fisher BP1424) un
1% de extracto de levadura (EMD 1.03753), 0,59% de cloruro sddico, 0,5% de dextrosa y sal disédica de fosfato de
B-glicerol 60 mM (Fluka 50020) tal como se describe en Novick, Methods Enzymol 204: 587-636 (1991). Se
suspendieron particulas de Cytodex 1 (GE Healthcare 17-0448-01) (1 gramo en 50 mL) en disoluciéon salina
tamponada con fosfato de Dulbecco sin calcio/magnesio (Gibco) durante una noche a 20°C. Se decanto el
sobrenadante y las particulas se lavaron tres veces mediante suspension en DPBS y sedimentacién 1G seguida de
autoclavado (121°C, 1,03 bar (15 psi), 15 minutos). Se cultivdo RN4850 de Staphylococcus aureus (AIP4) a partir de
una reserva congelada (BHI + 20% de glicerol) sobre placas de agar de infusién cerebro cardiaca a 35°C durante
una noche. Se combinaron tres colonias representativas para inocular 2 mL de caldo CYGP, y después de una
incubacién de una noche sin agitacion, se usaron 0,25 mL de cultivo para inocular 5 mL de CYGP seguido de la
incubacién a 35°C, 200 rpm durante 3 horas. El cultivo se centrifugd a 3.000 rpm (1.300xG) a 4°C durante 20
minutos, el sobrenadante se elimind vertiéndolo, y la particula bacteriana se suspendié en 1 mL de DPBS sin
calcio/magnesio. EI SKH1 recibié 200 yL de inyecciones intradérmicas en el costado que contenian S. aureus (1 x
10" 6 1 x 10® bacterias), 4 uL de volumen empaquetado de particulas de Cytodex, DPBS, anticuerpo anti-AlP4 o IgG
de control (0,6 6 0,06 mg). Los animales de control adicionales recibieron 200 pL de inyecciones intradérmicas que
contenian particulas de Cytodex o particulas mas anticuerpo. Después de realizar las inyecciones, los ratones
fueron monitorizados al menos tres veces al dia a lo largo de un periodo de 4-7 dias. A la conclusion del periodo de
monitorizacion los ratones fueron sometidos a eutanasia y se recolectaron tejidos para analisis bacteriologico e
histolégico.

Ejemplo 10 — Inmunizacion pasiva de ratones con AP4-24H11

Se almacen6 RN4850 de S. aureus a -80°C en medio de glicerol al 20%/BHI, se descongeld y se cultivdé sobre
placas de agar-BHI durante una noche, y se tomaron muestras de tres colonias separadas para inocular 2 mL de
medio CYGP. El cultivo de in6culo se mantuvo 1 hora a 35°C sin agitar, seguido de agitacion a 200 rpm durante 3
horas. Las alicuotas del cultivo de inéculo recién cultivado fueron transferidas a 5 mL de medio CYGP en 50 mL de
tubos de polipropileno cénicos (diluciéon 1/20) seguido de agitaciéon a 200 rpm, 35°C durante 3 horas. Las bacterias
fueron agrupadas en particula mediante centrifugacion a 3.000 rpm (1300 x G) durante 10 minutos, 4 °C. Las
particulas bacterianas fueron resuspendidas en disolucion salina tamponada con fosfato de Dulbecco sin calcio o
magnesio (DPBS’), y se enumeraron usando una camara de conteo Petroff-Hausser. Se realizaron diluciones finales
en DPBS’ de tal modo que se administraron 3 x 108 bacterias i.p. en 0,5 mL. Para mantener la viabilidad, las
bacterias fueron administradas en las dos primeras horas desde la recoleccion.

Se administré i.p. en DPBS el Mab AP4-24H11, IgG de control de isotipo igualado (1 mg de cada uno) o DPBS a
ratones SKH1 (6-9 semanas de edad; 6 animales por grupo de tratamiento) seguido dos horas después por 0,5 mL
de DPBS' i.p. que contenia 3 x 10® S. aureus. Los ratones fueron monitorizados varias veces en el dia de inyeccion y
dos veces cada dia en los dias posteriores, observando el deambular, el estado de alerta, la respuesta al manejo y
midiendo la temperatura cutdnea mediante termometria infrarroja (Raytek MiniTemp MT4) usando una zona de piel
infraesternal de 1 cm de diametro. Los animales que mostraron una temperatura superficial consistentemente por
debajo de 30 °C y también una respuesta a manejo disminuida y un reflejo correcto debilitado fueron considerados
moribundos y se sometieron a eutanasia.

Ejemplo 11 — Anédlisis ELISA de competicién

Las concentraciones 6ptimas del conjugado AP4-BSA, asi como las de cada mAb, fueron determinadas. Se
recubrieron placas ELISA de 96 pocillos con la cantidad apropiada de conjugado AP4-BSA, respectivamente. Las
placas fueron bloqueadas con leche desnatada al 4%, se lavaron y se afiadieron los mAbs a la concentracion éptima
predeterminada. Las placas fueron lavadas y se afiadio antigeno libre, es decir los AlIPs 1-4 nativos, a los pocillos en
una serie de concentraciones empezando a 100 yM. La placa se incub6 durante 1 hora a 37 °C, se lavo
intensamente y se afnadié conjugado de peroxidasa de rabano (HRP) anti-ratén de cabra (Pierce, Rockford, IL).
Después de un periodo de incubacién de 1 hora a temperatura ambiente, la placa se lavé intensamente de nuevo y
se dejo desarrollar durante 15 minutos y se detuvo mediante la adicion de H,SO4 2 M. Se ley6 la absorbancia a 450
nm y los valores se representaron usando GraFit (Erithacus Software Ltd). La concentracion de antigeno libre a la
que el valor de la absorbancia es un 50 % de la absorbancia maxima se consideré la Kq del anticuerpo para dicho
antigeno.

Ejemplo 12 — Generacion de anticuerpos monoclonales anti-AP4

En base a la informacion estructural publicada para el AIP-4 (Mayville et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96: 1218-
1223 (1999)), se disefid y se sintetizd el hapteno AP4-5 para provocar una respuesta inmune de anticuerpos anti-
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AIP-4 en ratones (Esquema 1). La explicacion para el cambio quimico desde la tiolactona nativa hasta un hapteno
que contiene lactona se basa en una mayor estabilidad aminolitica de la lactona. Esta estrategia aseguré que los
conjugados de hapteno permanecian estructuralmente intactos durante el proceso de inmunizacion y la posterior
respuesta inmune; evitando asi la generacién de productos de degradacion con propiedades quimicas y biolégicas
desconocidas, tal como se ha descubierto previamente para otras moléculas QS. Esta sustitucion también evitdé un
posible cambio intramolecular de tiol entre la tiolactona conservada y el tiol de cisteina pendiente. Por lo tanto, se
incorpordé Fmoc-Serina(Trt)-OH en la posicion 4 en lugar del residuo de cisteina nativo.

El hapteno 5 se conjugé a las proteinas vehiculo hemocianina de lapa de ojo de cerradura (KLH) y albumina de
suero bovino (BSA) a través de un ligando bifuncional (Esquema 2). Se inmunizé ratones Balb/c con el conjugado
de KLH usando protocolos estandares (véase Kaufmann et al., J. Am. Chem. Soc. 128: 2802-03 (2006)). En general,
las inmunizaciones dieron como resultados titulos moderados (1600 — 3200), y en base a los analisis ELISA se
seleccionaron 20 anticuerpos monoclonales (mAbs).

De éstos, se determinaron las afinidades de union de tres mAbs de AP4. Sus afinidades de union, mostradas en la
siguiente tabla, se determinaron contra los cuatro AlPs naturales usando la metodologia de ELISA de competicion.

Constantes de union de anticuerpos monoclonales AP4 seleccionados determinadas mediante ELISA de
competicion

AP4-mAb AIP-1 AIP-2 AIP-3 AlP-4
23E6 ~6 UM > 25 UM > 25 pM ~ 390 nM
24H11 ~5uM > 25 UM > 25 pM ~90 nM
29E10 ~3uM > 25 UM > 25 pM ~ 24 nM

Todas las constantes de unién se midieron al menos dos veces, y se muestran los valores promedio. Aunque el
AP4-29E10 poseia una afinidad mayor por AlP-4, no fue seleccionado para una evaluacién bioldgica adicional
debido a las dificultades técnicas encontradas durante la fase de produccion de la proteina.

El AP4-24H11 poseia una fuerte afinidad de unién (Kq aip-4 ~ 90 nM) y una elevada especificidad por AlIP-4, aunque
mostraba un poco de reactividad cruzada por los otros AIPs (Kq aip-1 ~ 5 UM; Kq aip2 => 25 uM; Kq ap-3 => 25 pM). La
capacidad del AP4-24H11 para discriminar entre AIP1 y AIP4 es notable, ya que estos dos oligopéptidos difieren
solo en la posicion 5 con un residuo de acido aspartico en AIP-1, y un resto de tirosina en AlIP-4. Se selecciono el
AP4-24H11 para evaluacion biolégica adicional.

Ejemplo 13 — El AP4-24H11 altera la expresion de factores virulentos en S. aureus

La a-hemolisina y la proteina A son dos factores de virulencia principal en S. aureus, y la expresion de dichas
proteinas esta regulada estrechamente por las redes de sefializacion de S. aureus que incluyen el sistema agr QS
basado en AIP. El sistema agr QS regulad de forma positiva la expresién de la a-hemolisina, mientras que la
produccion de proteina A es regulada a la baja por la sefializacion de QS.

Para determinar si los anticuerpos anti-AIP son capaces de interferir con la sefializacion QS en S. aureus, si el mAb
anti-AlP-4 AP4-24H11 podia modular la expresiéon de la a-hemolisina y la proteina A en cepas de agr del grupo 1V,
se examinaron el RN4850 y el NRS168. Los resultados de la Figura 3A indican que el AP4-24H11 afecta a la
expresion y/o la secreciéon de exoproteinas de S. aureus, algunas de las cuales también podrian ser reguladas por
los circuitos de agr QS. Como se observa en la Figura 4A, el mAb AP4-24H11 puede reducir significativamente la
expresion de a-hemolisina en S. aureus, y no se observo ninguna actividad hemolitica en placas de agar de sangre
con el sobrenadante tratado con AP4-24H11, tal como se muestra en la Figura 3B. Por el contrario, la expresiéon de
proteina A aumento significativamente por accion del mAb AP4-24H11 en RN4850, lo cual también es consistente
con la inhibicién de agr QS.

La unica diferencia estructural entre AlIP-1 y AlP-4 es la posicién 5, y los datos sugieren que el AP4-24H11 es capaz
de unirse a AIP-1 con una afinidad moderada (~ 5 uM). Por lo tanto, se investigo si el AP4-24H11 podia afectar a la
sefalizacion QS en la cepa agr de grupo 1, a saber, Wood 46. El AP4-24H11 no fue capaz de bloquear la expresion
de a-hemolisina en Wood 46 de forma tan efectiva como en RN4850. Sin embargo, fue evidente un descenso
notable en la produccion de a-hemolisina en Wood 46 cultivado en presencia de AP4-24H11 (Figura 4A). Estos
datos sugieren que es posible generar mAbs de reactividad cruzada que suprimen la sefalizacion QS de S. aureus
de dos o0 mas grupos agr diferentes.

Es posible que la reduccién de la produccion de toxina y de la secrecion general de proteinas esté causada por un
defecto de crecimiento mediado por anticuerpos, los resultados indican que no se observaron cambios de
crecimiento significativos en S. aureus a lo largo de un periodo de crecimiento de 24 horas en presencia de AP4-
24H11 (Figura 4B). Adicionalmente, no se observaron efectos de crecimiento discernibles con el mAb SP2-6E11, un
control de isotipo no relacionado (ky2a) para AP4-24H11.
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Uno de los factores virulentos bacterianos importantes regulados por QS es la formacion de biopelicula. En S.
aureus, la formacion de biopelicula esta regulada negativamente por la sefalizacion agr QS, que es uno de los
problemas al controlar la virulencia de S. aureus mediante la inhibicion de agr QS. De forma consistente con
estudios previos, la inhibicion de QS mediada por AP4-24H11 condujo a un aumento de la formacién de biopelicula
en RN4850 (Figura 4C). Aunque el aumento de la formacién de biopelicula representa un problema significativo en
la infeccion crénica de S. aureus, se considera un predicamento menor en las infecciones agudas vy, por tanto, el
mAb AP4-24H11 puede ser un modo efectivo para controlar dichas infecciones de S. aureus.

Ejemplo 14 — El AP4-24H11 altera la expresion de factores virulentos interfiriendo con el sistema agr QS

Para examinar adicionalmente la inhibicion de agr QS mediante AP4-24H11, se llevo a cabo un analisis de reaccion
en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para evaluar si los cambios observados en la expresién del factor
virulento estaban provocados realmente por la interferencia con el sistema agr QS, es decir, si la presencia de AP4-
24H11 afecta a la transcripcion de rnalll, el producto inmediato de la autoinduccién de agr y el principal efector de
QS en S. aureus. Como era de esperar, el nivel transcripcional de rnalll en RN4850 durante la fase de crecimiento
estacionario se redujo significativamente (> 50 veces), por la accion de AP4-24H11. Por tanto, la alteracion de la
expresion de a-hemolisina y de proteina A es el resultado directo de la interferencia de la sefalizacién de QS
mediada por AIP-4 por accion de AP4-24H11 (Figura 4D). Ademas, los cambios minimos en la expresion global de
exoproteina (ver la Figura 3) podrian malinterpretarse como que el AP4-24H11 no bloquea la sefalizacion de QS de
forma eficiente. Sin embargo, el analisis de RT-PCR proporciona evidencias de que el AP4-24H11 inhibe de forma
significativa el QS basado en AlIP-4 en S. aureus RN4850.

Para analizar la especificidad de la interferencia de QS basada en anticuerpos en S. aureus, se investigaron los
niveles transcripcionales de dos factores de virulencia adicionales, a saber, sarA (regulador accesorio estafilococal)
y saeR (efector proteinico accesorio estafilococal), que controlan la respuesta al estrés ambiental, asi como la
expresion de factor de virulencia en S. aureus. Cabe destacar que no se observaron cambios significativos (< 2
veces) en la transcripcion de sarA o saeR, lo que indica que el AP4-24H11 solo afecta al sistema agr QS (Figura
4D).

Se analizo la transcripcion de a-hemolisina y de proteina A mediante RT-PCR como se ha indicado anteriormente.
Tal como se ha establecido (ver arriba), se observaron cambios significativos en el nivel de expresion de proteina.
En términos de transcripcién, los genes hla y spa fueron suprimidos y elevados respectivamente ~ 3 a 5 veces,
confirmando de nuevo que el rnalll afecta no solo a la transcripcién sino también a la traduccién de dichas proteinas.
Finalmente, se investigo la transcripcion de exofoliatina A (eta). La exofoliatina es otra toxina regulada por agr QS
producida exclusivamente por cepas de S. aureus que utilizan AIP-4. Los datos indicaron que el AP4-24H11 también
redujo la transcripcién de eta en ~ 10 veces (Figura 4D).

Ejemplo 15 — Desactivacion de AP4-24H11 por el AIP-4 sintético

Para determinar si el AP4-24H11 inhibia el agr QS a través de la unién a AIP-4 y su secuestro del medio de
crecimiento celular, o si el AP4-24H11 afecta a otros sistemas de sefalizacion en S. aureus que incluyen el péptido
lineal de inhibicién de RNAIII (RAP), que a su vez afecta a la red agr QS, se llevd a cabo el siguiente experimento
para determinar si la adicién externa de AIP-4 podria restaurar la red de sefializacion de agr QS en S. aureus
RN4850 en presencia de AP4-24H11. Resumidamente, el AP4-24H11 fue tratado con una cantidad equimolar de
AIP-4 sintético antes de la adicién de S. aureus al medio de crecimiento para asegurar la saturacion de los sitios de
unién de anticuerpo con el péptido AIP-4. Como se observa en la Figura 4E, la adicion de AlP-4 sintético redujo de
forma eficiente el efecto de parada de quérum del AP4-24H11, y como resultado, restauré completamente la
expresion de a-hemolisina en S. aureus RN4850. Este descubrimiento proporciona una confirmacion adicional de
que el AP4-24H11 secuestra al AlIP-4 en el medio de crecimiento de S. aureus e inhibe la sefalizacion QS
dependiente de AIP en S. aureus de un modo estrictamente dependiente de AlP-4.

Ejemplo 16 — El AP4-24H11 inhibe la apoptosis inducida por S. aureus en células de mamifero

Estudios recientes han demostrado que la incubacién células T Jurkat con sobrenadante de cultivo de S. aureus da
como resultado la induccién de apoptosis. Se trataron células Jurkat con los sobrenadantes de cultivos de S. aureus
(RN4850 y Wood 46) realizados en presencia o en ausencia de AP4-24H11. Tras una incubacién durante 4 horas
con el sobrenadante, se evalud la ruptura de poli(ADP-ribosa) polimerasa (PARP), un marcador bioquimico
indicativo de la induccion de apoptosis, en extractos de proteinas de células Jurkat. Tal como se muestra en la
Figura 5, el AP4-24H11 evité la ruptura PARP inducida por sobrenadante de RN4850 (1 %) en células Jurkat, y
también inhibié parcialmente el efecto del sobrenadante de Wood 46. Los resultados (Figura 4A y Figura 5) indican
una correlacion positiva entre la expresion de a-hemolisina y la apoptosis inducida por S. aureus.

Ejemplo 17 — El AP4-24H11 bloque la lesidén dérmica inducida por S. aureus en ratones

A continuacion se investigé el potencial del mAb AP4-24H11 para mitigar la lesién inducida por S. aureus in vivo
empleando un modelo de infeccidon subcutanea de raton. Se suspendieron S. aureus RN4850 recién cultivadas de
fase logaritmica en PBS que contenia particulas Cytodex y, cuando se indica, AP4-24H11 o IgG de control. Se
realizaron inyecciones subcutaneas de suspension bacteriana o de control de vehiculo en el costado de ratones
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SKH1 sin pelo, seguidas de una monitorizacion estrecha a lo largo de siete dias. Las dosis administradas fueron 10’
6 10° bacterias (unldades formadoras de colonia; cfu) y 0,6 6 0,06 mg de AP4-24H11 o de IgG de control. Los
ratones que recibieron 10" cfu desarrollaron hiperemia/edema minimos seguido de una induracién limitada a lo Iargo
de 7 dias (ver Figura 6). Sin embargo, a las seis horas de la inyeccion los ratones que recibieron 108 cfu
suspendidas en disolucién salina o IgG de control mostraron una hiperemia / rojez de etapa temprana en la zona de
inyeccion y que se extendia 3-5 mm horizontalmente y 5-10 mm verticalmente con un patrén diagonal a lo largo del
costado (Figura 7A). Tras reexaminar a las 18 horas, las mismas areas alrededor de la zona de inyeccion se
desvitalizaron, y la piel se transformé en una costra fragil marrén rojiza. Durante el periodo de observacion de 7 dias,
la costra endurecida comenzé a despegarse de la piel de apariencia relativamente normal circundante, y se
observaron pequenas cantidades de exudado purulento en la unlon de tejido normal/necrético. Por el contrario, la
lesion cutanea desaparecio en los ratones que recibieron 10® bacterias con 0,6 mg de AP4-24H11 (Figura 7C).
Como era de esperar, Ia menor dosis de AP4-24H11 (0,06 mg) no fue protectora (Figura 7B), y los ratones de
control que recibieron 108 cfu con 0,6 mg de IgG de control no fueron protegidos (ver Figura 6). Los ratones que
recibieron una inyeccion de complejo PBS/Cytodex solo o que contenia 0,6 mg de AP4-24H11 permanecieron
normales durante el periodo de observacion con la excepcién de alguna induracién local ocasional (Figura 7D). Los
animales que habia recibido la dosis protectora de 0,6 mg de AP4-24H11 en combinacion con S. aureus RN4850 no
desarrollaron ninguna lesion significativa a lo largo del periodo de observacion de 7 dias.

Ejemplo 18 — Inmunizacién pasiva con ratones protegidos con AP4-24H11 de fatalidad inducida por S.
aureus

Para evaluar la eficacia de una estrategia de inmunizacién pasiva usando AP4-24H11 contra una exposicion letal a
S. aureus, se inyecté a ratones SKH1 sin pelo 1 mL i.p. de AP4- 24H11 de IgG de control o de vehiculo (DPBS)
seguido 2 horas después de 0,5 mL de DPBS™ que contenia 3 x 10® S. aureus RN4850. Tal como se muestra en la
Figura 8, todos los ratones que recibieron AP4-24H11 (6/6) sobrevivieron durante el periodo de observacion de 8
dias. Por el contrario, solo uno de los ratones de control tratados con DPBS (1/6) y ninguno de los ratones de control
tratados con IgG de control (0/6) sobrevivieron mas de 24 horas. Estos datos validan adicionalmente nuestra
estrategia inmunofarmacoterapeutica para combatir infecciones agudas de S. aureus.

Ejemplo 19 — Anédlisis ELISA competitivo de anticuerpos monoclonales contra AP-1, AP-3y AP-4

Se prepararon los haptenos AP-1, AP-3 y AP-4 y anticuerpos monoclonales especificos para dichos haptenos como
se describe en los Ejemplos 4 y 12 anteriores.

Para el analisis ELISA competitivo se determinaron las concentraciones 6ptimas de los conjugados AP1-BSA, AP3-
BSA 6 AP4-BSA, asi como para cada mAb. Se recubrieron placas ELISA de 96 pocillos con la cantidad apropiada de
conjugado AP1-BSA, AP3-BSA 6 AP4-BSA, respectivamente. Las placas fueron bloqueadas con un 4% v/v de leche
desnatada, se lavaron y se afiadieron los mAbs a la concentracion optima predeterminada. Las placas fueron
lavadas y se afadio antigeno libre, es decir los AlPs 1-4 nativos, a los pocillos en una serie de concentraciones
comenzando en 100 pM. La placa se incubd durante 1 hora a 37 °C, se lavé intensivamente y se afiadié conjugado
de peroxidasa de rabano (HRP) anti-ratén de cabra (Pierce, Rockford, IL). Tras un periodo de incubacion de 1 hora a
temperatura ambiente, la placa se volvié a lavar intensivamente y se afiadio el sustrato de HRP (kit de sustrato TMB;
Pierce), se dejé desarrollar la reaccion durante 15 minutos y se detuvo mediante la adicion de H.SO4 2 M. Se leyd la
absorbancia a 450 nm y los valores se representaron usando GraFit (Erithacus Software Ltd). La concentracion de
antigeno libre correspondiente a un valor de absorbancia del 50 % de la absorbancia maxima se considero la Ky del
anticuerpo para su antigeno.

Los datos de afinidad y de reactividad cruzada se muestran en las siguientes tablas. Estos datos demuestran que
usando la estrategia de haptenos descrita en la presente memoria, se obtienen anticuerpos monoclonales (mAbs)
contra el analogo de lactona del péptido de tiolactona nativo como hapteno. Las afinidades de los mAbs oscilan
entre bajo nanomolar y alto micromolar, y algunos mAbs, aunque no todos, presentaron reactividad cruzada, es decir
reconocian el AIP nativo basado en el cual se disefié el hapteno original, asi como uno o dos de los otros AlPs
naturales.

AP1 Sups AIP1 wt AIP2 wt AIP3 wt AlP4 wt
1H11 > 25 pM > 100 uM > 25 pM > 100 M
2A9 > 25 pM > 100 uM > 25 pM > 100 M
2C2 ~ 800 NM > 100 M ~3uM > 100 M
2C10 > 25 pM > 100 uM > 25 pM > 100 M
2H9 ~6 UM > 100 uM > 25 UM ~12 pM
3B1 ~6 UM > 100 uM > 25 UM > 100 uM
3B11 ~6 UM > 100 uM > 25 pM > 100 uM
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3E11 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 pM
4D3 ~6 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
6H10 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 M
9A9 ~6 uM > 100 uM ~12 uM > 100 M
9B2 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
9B9 Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos
9C3 ~6 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
9C4 ~6 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
9F9 ~3uM > 100 uM ~3uM > 100 uM
10D6 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
10F4 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 M
11B10 ~3uM > 100 uM >25uM > 100 M
12A10 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
13A11 ~12 uyM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
13H3 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
15B4 ~ 800 nM > 100 uM ~1uM > 100 M
15G12 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
16E11 > 25 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
16F4 ~25uM > 100 uM > 25 uM > 100 uyM
16G9 ~12uM > 100 uM > 25 uM > 100 M
17F5 ~12 uM > 100 uM > 25 uM > 100 uM
AP3 Sups AlIP1 wt AlP2 wt AIP3 wt AlP4 wt
18A7 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
21C4 156 uM > 625 uM > 625 uM > 625 pM
21E10 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 uM
21H11 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 uM
22B3 > 625 uM > 625 uM > 625 uyM > 625 uM
22D1 156-312 uM > 625 uM 78 uM > 625 uM
22E12 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
22H10 156 uM > 625 uM 312 uyM > 625 uM
23C9 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
23H1 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
24H9 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 uM
25A3 > 625 uM > 625 uM > 625 uyM > 625 uM
25E2 > 625 yM > 625 uM > 625 uyM > 625 uM
25E9 156 uM > 625 uM > 625 uyM > 625 uM
25F5 625-312 uM > 625 uM 156-312 uM > 625 yM
26A2 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
26G3 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
26G11 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 yM
27E1 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 uM
28H8 > 625 uM > 625 uM > 625 uM > 625 uM
29A2 ~9,8 uM > 625 uM ~ 612 nM > 625 yM
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29B8 > 625 uM > 625 pM > 625 M > 625 yM
29D5 > 625 pM > 625 uM > 625 yM > 625 pM
30C9 156 uM > 625 yM > 625 yM > 625 yM
30H8 > 625 yM > 625 uM > 625 pM > 625 uM
30H11 156 uM 156 uM 4,9-2,5 uM > 625 uM
AP4 Sups AIP1 wt AlIP2 wt AIP3 wt AlP4 wt
9G2 > 25 uM >25uM > 25 uM ~ 700 nM
12A2 > 25 uM > 25 M > 25 uM > 25 uM
13G5 > 25 uM > 25 uM > 25 uM > 25 uM
15B3 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
15C3 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
15E8 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
16D1 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
17G2 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
18D3 > 25 uM > 25 uM > 25 uM > 25 uM
18G10 > 25 uM > 25 uM > 25 uM > 25 uM
22B8 > 25 uM > 25 uM > 25 uM > 25 uM
22D9 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
22F2 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
22G7 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
23C4 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
23E6 ~6uM > 25 uM > 25 uM ~ 390 nM
24H11 ~5uM > 25 uM > 25 uM ~98nM
26E8 > 25 uM > 25 uM > 25 uM > 25 uM
27E9 > 25 uM >25uM > 25 uM > 25 uM
29E10 ~3uM >25uM >25uM ~ 24 nM

Todos los hibridomas competitivos fueron re-evaluados, mostrandose el promedio. EI AP4-29E10 fue evaluado 5
veces distintas, mostrando una variabilidad que oscila entre 2 nM y 110 nM, pero centrada principalmente alrededor
de 24 nM.

Las secuencias de aminoacidos y de nucleotidos correspondientes a anticuerpos monoclonales seleccionados
fueron determinadas, y se muestran en las Tablas presentadas a continuacion.

Secuencias de aminoacidos de las cadenas variables pesadas y ligeras de anticuerpos monoclonales de

ratéon
Anticuerpo Cadena pesada variable Cadena ligera variable
AP1-15B4 EVHLVESGGDLVKPGGSLKLS DIVRTQSPLSLSVSLGDQASISC

CAASGFAFSDFAMSWVRQTPE
KRLEWVAIIKSDDSYTYYPDS
VRDRFTISRDNARNTLYLQMT
SLRSEDTALYYCTKIYDAYFY
AMDYWGQGTSVTVSS (SEQ
ID NO: 19)

RSSQSLLHSNGNTYLHWYLOQKPG
QSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSG
SGSGTDFTLKISILEAEDLGIYF
CSQSTHFPTFGGGTKLEIK
(SEQ ID NO: 147)
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AP4-24H11 EVKPQESGPGLVKPSQSLSLT DIVMTQATLSLPVSLGDQASISC
CTVTGYSITSNYAWNWIRQFP RSSQRLVPSNGNIYLHWFLQKPG
GNKLEWMGFISSYGTTTYNPS QSPKLLIYKLSSRFSGVPDRFSG
LKSRFSITRDTSKNQFFLQLH SGSGTDFTLKISRVESEDLGIYF
SVTIEDTGTYFCTREGDYWGQ CSQTTHVPYTFGGGTKLEIK
GTTLTVSS (SEQ ID NO: (SEQ ID NO: 148)

20)

AP4-29E10-1 EVQOLQQSGPELEKPGASVKIS DIVMTQATASLTVSLGQRATISC
CKASGHSFTGYNMNWVKQSND RASKSVSTSGYSYMHWYQQKPGQ
KSLEWIGNIAPYYGVTAYNQK PPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
FKGKATLTGDKSSSTAYMQLK GSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC
SLASEDSAVYYCVLDTSGYAS QHSREVPYTFGGGTKLELK
WGOGTLVTVSA (SEQ ID (SEQ ID NO: 149)

NO: 21)

AP4-29E10-2 QVOLQQOSGPELEKPGASVKIS DIEMTQITASLTVSLGQRATISC
CKASGHSFTGYNMNWVKQSND RASKSVSTSGYSYMHWYQQKPGQ
KSLEWIGNIAPYYGVTAYNQK PPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
FKGKATLTGDKSSSTAYMQLK GSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYC
SLTSEDSAVYYCVLDTSGYAS QHSREVPYTFGGGTKLELK
WGOGTLVTVSA (SEQ ID (SEQ ID NO: 150)

NQ: 22)

AP1-15B4-A GGDLVKPGGSLKLSCAASGFA PLSLSVSLGDQASISCRSSQSLL
FSDFAMSWVRQTPEKRLEWVA HSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLI
IIKSDDSYTYYPDSVRDRFTI YKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDF
SRDNARNTLYLQMTSLRSEDT TLKISILEAEDLGIYFCSQSTHF
ALYYCTKIYDAYFYAMDYWGQ PTFGGGT (SEQ ID NO:

GTS (SEQ ID NO: 23) 151)
AP4-24H11-A GPGLVKPSQSLSLTCTVTGYS TLSLPVSLGDQASISCRSSQRLV

ITSNYAWNWIRQFPGNKLEWM
GFISSYGTTTYNPSLKSRFSI
TRDTSKNQFFLQLHSVTIEDT

PSNGNIYLHWFLQKPGQSPKLLI
YKLSSRFSGVPDRFSGSGSGTDF
TLKISRVESEDLGIYFCSQTTHV

GTYFCTREGDYWGQGTT PYTFGGGT (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 24) 152)

AP4-29E10-1-A GPELEKPGASVKISCKASGHS TASLTVSLGQRATISCRASKSVS
FTGYNMNWVKQSNDKSLEWIG TSGYSYMHWYQQKPGQPPKLLIY
NIAPYYGVTAYNQKFKGKATL LASNLESGVPARFSGSGSGTDET
TGDKSSSTAYMQLKSLASEDS LNIHPVEEEDAATYYCQHSREVP
AVYYCVLDTSGYASWGQGTL YTFGGGT (SEQ ID NO:

(SEQ ID NO: 25) 153)

AP4-29E10-2-A GPELEKPGASVKISCKASGHS TASLTVSLGQRATISCRASKSVS
FTGYNMNWVKQSNDKSLEWIG TSGYSYMHWYQQKPGQPPKLLIY
NIAPYYGVTAYNQKFKGKATL LASNLESGVPARFSGSGSGTDFT
TGDKSSSTAYMQLKSLTSEDS LNIHPVEEEDAATYYCQHSREVP
AVYYCVLDTSGYASWGQGTL YTFGGGT (SEQ ID NO:

(SEQ ID NO: 26)

154)
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Ejemplo 20 — Evaluacién de otros anticuerpos anti-AlP

Se evalud la capacidad de ruptura del quérum de algunos de los anticuerpos anti-AlIP recién obtenidos, p.ej. los
anticuerpos anti-AP1 y anti-AP3. Para las cepas del grupo | (RN6390B y Wood 46), se evaluaron dos anticuerpos
monoclonales, AP1-2C2 y AP1-15B4, que mostraron una elevada afinidad hacia AIP-1 en el ensayo ELISA
competitivo. La Figura 9 muestra que los anticuerpos anti-AP1 también inhiben de forma eficiente la percepcion de
quorum de las cepas del grupo I, dando como resultado cambios en la expresion de factores virulentos.
Adicionalmente, también se evaluaron los anticuerpos anti-AP3 contra una de las cepas del grupo Ill, RN8465.
Debido a la baja expresion de exoproteina en RN8465, los efectos de ruptura del quérum no se determinaron con
precision.

Ejemplo 21 — Efectos terapéuticos de vacunas basadas en péptido ciclico

Para evaluar la eficacia de las vacunas basadas en péptidos ciclicos, se llevaron a cabo los siguientes
experimentos. Los calendarios de vacunacion activa y pasiva son los siguientes:

Calendario de vacunacion activa

Titulo inicial: dia -1
Inmunizacion inicial: dia0 50-200 pg de proteina
Titulo pre-recuerdo 1: dia 6
Recuerdo 1: dia 7-14

(1-2 semanas desde la inmunizacion inicial) 50-200 g de proteina
Titulo pre-recuerdo 2: dia 20
Recuerdo 2: dia 21-28

(1-2 semanas desde el recuerdo 1) 50-200 pg de proteina
Titulo pre-exposicion: dia X (1 dia antes de la exposicion)
Exposicion dia X (1 semana antes del recuerdo 2)

Calendario de vacunacion pasiva

Titulo inicial: dia -1
Inmunizacion: dia0 100-1000 pg de IgG/raton
Titulo pre-exposicion: dia 1
Exposicion dia 2

Las vacunas se administran mediante inyeccién intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutdnea a ratas
Balb/c macho de 25-30 g y de entre 8-12 semanas de edad. En cada grupo de tratamiento se incluyen 20 animales.

Para determinar si la vacuna protege al animal frente a una exposicién a sistema letal, se usa la cepa de S. aureus
de cualquiera de un grupo agr conocido. Se administran aproximadamente 10%-10° C.F.U. de las bacterias mediante
inyeccion intraperitoneal. Se determinan las temperaturas corporales y la supervivencia cada 12 horas. La muerte o
la supervivencia después de 10 dias representan el punto final del estudio. Los detalles adicionales se han descrito
anteriormente.

Para determinar si la vacuna protege al animal frente a sepsis, se usa la cepa de S. aureus de cualquiera de un
grupo agr conocido. Se administran aproximadamente 10’-10® C.F.U. de las bacterias mediante inyeccion
intravenosa. De este modo, la S. aureus se administra directamente a la corriente sanguinea y se extiende
hematogéneamente por todo el cuerpo. Se determinan las temperaturas corporales y la supervivencia cada 12
horas. La muerte o la supervivencia después de 10 dias representan el punto final del estudio.

Para determinar si la vacuna protege al animal frente a artritis séptica, se usa la cepa LS-1 de S. aureus (una cepa
adaptada a raton perteneciente al grupo agr 1), o cualquier cepa de un grupo agr conocido que sea capaz de
producir espontaneamente artritis. Se administran aproximadamente 10%-10" C.F.U. de las bacterias mediante
inyeccion intravenosa. Se determinan las temperaturas corporales y la supervivencia cada 12 horas, el hinchamiento
de articulaciones (puntuacion), la rojez, cambios en los patrones de movimiento y morbidez. La muerte o la
supervivencia después de 28 dias representan el punto final del estudio.

Para determinar si la vacuna protege al animal frente a un absceso renal, se usa la cepa de S. aureus de cualquier
grupo agr conocido. Se administran aproximadamente 10%-10" C.F.U. de las bacterias mediante inyeccion
intravenosa. Los animales son evaluados en base a la actividad, estado de alerta y condicion del pelo (puntuacion 0-
2 para normal, ligeramente anormal, muy anormal). Adicionalmente, se extraen los rifiones asépticamente y se
evaluan histolégicamente (formacién de absceso; 0 — no abscesos visibles; 1 — 1 absceso pequefio; 2 — varios
abscesos; y 3 — rifiones con abscesos graves) y se recuperan los recuentos de C.F.U. a partir de rifiones
homogeneizados. La muerte o la supervivencia después de 7 dias representan el punto final del estudio.
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Se puede usar el mismo modelo para determinar si las vacunas pueden bloquear la formacién de abscesos renales,
en cuyo caso se considera el comportamiento general y el absceso renal en base a evaluacion histologica de los
rifones.

Para determinar si la vacuna protege al animal frente a una propagacion por todo el cuerpo, asi como de colonizar
un catéter, se usa el modelo de cuerpo extrafio. Se implanta un trozo de catéter en un espacio subcutaneo del ratén.
Después de 24 horas se administra una suspension de cepa de S. aureus de cualquier grupo agr conocido mediante
inyeccion subcutédnea de aproximadamente 106-108 C.F.U. en el lecho del catéter. Se evalua la capacidad de las
bacterias para propagarse por todo el cuerpo y para colonizar el catéter determinando la temperatura corporal, la
supervivencia cada 12 horas, la formacion de abscesos subcutaneos y el recuento de C.F.U. recuperadas del catéter
a diversos tiempos. La muerte o la supervivencia después de 7 dias representan el punto final del estudio. De forma
alternativa, en este modelo se podria usar un catéter colonizado.

Para determinar si la vacuna protege al animal frente a mastitis, se administr6 a ratones CD1 lactantes mediante
inyeccion intramamaria de aproximadamente 10%-10* C.F.U. de una cepa de S. aureus de cualquier grupo agr
conocido. Se determiné el recuento de C.F.U. de las glandulas mamarias a diversos tiempos y se expresdé como
C.F.U./gldndula o C.F.U./gramo de tejido mamario. También se evallua la cantidad de leche presente en la glandula y
la supervivencia, y la muerte o la supervivencia a los 5 dias marcan el punto final del estudio. Este es un modelo
establecido de mastitis bovina provocado por infeccion intramamaria que induce la inflamacion de la glandula
mamaria. El S. aureus provoca mastitis clinica, pero mas frecuentemente produce infecciones subclinicas que
tienden a hacerse croénicas y dificiles de erradicar mediante terapias antimicrobianas convencionales.

Ejemplo 22 — La vacunacion activa con AP4-KLH protege a los ratones frente a una exposicion sistémica
letal a S. aureus

Se inmunizo ratones i.p. con 100 yg del inmunoconjugado junto con ADN bacteriano que contenia como adyuvantes
oligodesoxinucledtidos que contienen estructuras de dinucleétido citosina-guanosina no metiladas (CpG-ODNSs).
Chuang et al., J Leukoc Biol 71: 538-44 (2002). Los animales recibieron inmunizaciones de recuerdo 7 dias y 21 dias
después de la vacunacioén inicial. Se tomaron muestras de suero para analisis del titulo de anticuerpos anti-AlP-4 de
todos los animales antes del experimento de infeccion.

Los resultados que ilustran los efectos protectores de la vacunacion en ratones SKH1 sin pelo que habian recibido
0,5 mL de PBS i.p. que contenian 3 x 10® S. aureus RN4850 (Park et al., Chem Biol 14: 1119-1127 (2007)) se
resumen en la siguiente tabla.

La vacunacion activa contra AIP4 protege a los ratones frente a una exposicion letal a S. aureus

Vacuna Supervivientes
AlP4-KLH 4/6
KLH 1/6
PBS 2/6

Como se ha mostrado anteriormente, 4 de los 6 ratones que recibieron el conjugado AP4-KLH sobrevivieron durante
el periodo de observacion de 8 dias. Por el contrario, solo uno de los ratones de control vacunados con KLH (1/6) y 2
de los ratones inmunizados con PBS (2/6) sobrevivieron al periodo de observacion.

El analisis de los titulos de anticuerpos reveld que los conjugados y el protocolo de inmunizaciéon provocaron una
respuesta inmune con titulos en el rango de 1:1000, es decir, la dilucién a la cual el 50% de la fuerza de sefal
maxima se sigue observando, evaluado usando metodologia ELISA estandar. Este analisis también demostré que la
inmunizacién inducia una respuesta inmune especifica de AIP-4 con reactividades cruzadas para AIP1 y AIP3
(titulos anti-AlP4: hasta 1:6400; titulos anti-AlP1: hasta 1:6400; titulos anti-AIP3: hasta 1:3200).

Ejemplo 23 — Evaluacién de anticuerpos anti-AlP1

Todos los mAbs anti-AlP1 obtenidos fueron evaluados contra la cepa RN6390B de S. aureus del grupo I. Los
resultados de la Figura 10B muestran que una serie de anticuerpos anti-AP1 inhibieron eficientemente la percepcion
de quérum del S. aureus de grupo | dando como resultado cambios en la expresion de hemolisina. EIl mAb AP1-
15B4 (n°4) exhibi6 la actividad mas potente en los experimentos de inmunizacién.

La formacion de biopelicula mediante la cepa RN6390B de S. aureus también fue evaluada en presencia del mAb
AP1-15B4, ya que no se habia descrito un aumento de la formacién de biopelicula en respuesta a la inhibicion de
sefalizacion agr QS en S. aureus. Los resultados de la Figura 10B muestran un aumento en la formacion de
biopelicula por la cepa RN6390B de S. aureus en presencia del mAb AP1-15B4.

Ejemplo 24 — Seleccion de anticuerpos scFv humanos usando tecnologia de presentacion de fagos
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Se realizé un escrutinio de una biblioteca de presentacion de fagos generada usando el método descrito por Gao et
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99: 12612-6 (2002)) usando los conjugados AP1-BSA, AP3-BSA y AP4-BSA para
identificar anticuerpos scFv anti-AlIP-1, AIP-3 y anti-AlP-4. Las particulas de fagos presentadoras de anticuerpos
fueron substraidas frente a BSA primero para eliminar clones especificos de BSA, asi como ligandos no especificos.
Después de 4 rondas de cribado, los clones seleccionados fueron analizados mediante secuenciamiento de ADN vy
ELISA contra BSA y AP1-BSA, AP3-BSA y AP4-BSA. En las siguientes tablas se muestran las secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos scFv, las secuencias de ADN que codifican las cadenas variables pesadas y ligeras,
asi como las secuencias de ADN que codifican los anticuerpos scFv.
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Ejemplo 25 — Supresion de la expresion de hemolisina en RN4850 por acciéon de un scFv humano anti-AlP4,
el AP4-4-20

De los 20 clones obtenidos en el cribado de una biblioteca de presentacion de fago de anticuerpo, el clon mas
potente, el AP4-4-20, fue expresado como anticuerpo scFv en E. coli. El anticuerpo scFv expresado fue purificado y
se evaluo para determinar su capacidad para suprimir la expresiéon de hemolisinas en S. aureus RN 4850 como se
indica a continuacion.

El S. aureus RN4850 fue incubado en presencia de scFv AP4-4-20 (2,7 uM) en medio CYGP durante 24 horas, y se
evalud la expresion de a-hemolisina mediante andlisis de transferencia Western usando sobrenadantes de cultivo de
S. aureus. Los resultados se muestran en la Figura 11. EIl mAb AP4-24H-11 (1,3 uM) y un control de anticuerpo
scFv no relacionado (10 uyM) se usaron como controles positivo y negativo, respectivamente. En presencia de los
anticuerpos 4-20 y AP4-24H11 especificos de AIP-4, se puede detectar una clara reducciéon en la secrecion de
hemolisinas, lo que es fuerte indicativo de la inhibicion de QS dependiente de AIP en S. aureus.

Ejemplo 26 — El mAb anti-AIP1 AP1-15B4 protege a ratones frente a la exposicidn sistémica letal a MRSA
USA300 en terapia post-exposicion

La eficacia de nuestra estrategia de inmunizacién pasiva fue demostrada en un escenario post-exposiciéon usando el
mAb AP1-15B4 en un modelo de ratén de exposicion letal a S. aureus. Ratones C57BL/6 recibieron 1 mg de AP1-
15B4 (i.p.), IgG de control de isotipo o PBS 2 horas después de que hubieran sido infectados con al menos 1 x 108
S. aureus USA300, una cepa MRSA agr |. Ver Diep et al., Lancet 2006, 367, (9512), 731-739. En realidad el USA300
es una de las cepas MRSA adquiridas en comunidad (CA-MRSA) mas comunes y constituye una amenaza creciente
para civiles y personal militar. Hageman et al., Diagn Microbiol Infect Dis 2008; James et al., Arch Dis Child Fetal
Neonatal Ed 2008, 93, (1), F40-4; Tenover et al., J Clin Microbiol 2006, 44, (1), 108-18; Beilman et al., Surg Infect
(Larchmt) 2005, 6, (1), 87-92. Tal como se muestra en la Figura 12, 4 de cada 6 ratones que recibieron AP1-15B4
sobrevivieron al periodo de observacion de 48 horas. Por el contrario, solo dos de los ratones de control tratados con
PBS (2/6) y 2 de los ratones tratados con IgG de control (2/6) sobrevivieron mas de 24 horas. Estos datos
demuestran por vez primera la existencia de una ventana terapéutica para una estrategia de detencién del quérum
en S. aureus. Esto valida adicionalmente nuestra estrategia inmunofarmacoterapéutica para prevenir infecciones de
S. aureus, ya que demuestra que nuestros anticuerpos de detencién de quérum pueden ser administrados después
de la infeccidn del paciente.

Todas las patentes y publicaciones referenciadas o mencionadas en la presente memoria son indicativas de los
niveles de habilidad de los especialistas en la técnica a la que pertenece la descripcion. Los solicitantes se reservan
el derecho de incorporar fisicamente a esta especificacion cualesquier o todos los materiales e informacién de
cualquiera de dichas patentes o publicaciones mencionadas.

Los métodos y composiciones especificos descritos en la presente memoria son representativos de ejemplos
preferidos y son ejemplos, y no se pretende que sean limitativos del alcance de la descripcion. Otros objetivos,
aspectos y ejemplos se les ocurriran a los especialistas en la técnica tras considerar esta especificacion, y quedan
abarcados dentro de la descripcion tal como se define por el alcance de las reivindicaciones. Sera facilmente
evidente para los especialistas en la técnica que se pueden realizar sustituciones y modificaciones variadas a la
invencién descrita en la presente memoria sin alejarse del alcance de la invencion. La invencién descrita
ilustrativamente en la presente memoria se puede llevar a la practica de forma adecuada en ausencia de cualquier
elemento o elementos, o limitacion o limitaciones, que no estén descritos especificamente en la presente memoria
como esenciales. Los métodos y procesos descritos de forma ilustrativa en la presente memoria se pueden llevar a
la practica de forma adecuada en diferentes 6rdenes de las etapas, y que no estan necesariamente restringidos a
los 6rdenes de etapas indicados en la presente memoria o en las reivindicaciones. Tal como se usa en la presente
memoria y en las reivindicaciones anexas, las formas singulares “un”, “una”, y “el’, “Ia” incluyen la referencia al plural
a menos que el contexto claramente dicte lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, una referencia a “un anticuerpo”
incluye una pluralidad (por ejemplo, una disolucién de anticuerpos o una serie de preparaciones de anticuerpo) de
dichos anticuerpos, e igual con el resto. Bajo ninguna circunstancia puede interpretarse la patente como limitada a
los ejemplos especificos o a los ejemplos o métodos especificamente descritos en la presente memoria. Bajo
ninguna circunstancia puede interpretarse la patente como limitada por ninguna aseveracion realizada por algun
Examinador o por cualquier otro oficial o empleado de la Oficina de Patentes y Marcas, a menos que dicha
aseveracion sea adoptada expresamente, de manera especifica y sin calificacion o reserva, en un escrito de
respuesta de los Solicitantes.

Los términos y expresiones que han sido empleados se usan como términos de descripcion y no de limitacion, y no
existe intencion en el uso de dichos términos y expresiones de excluir cualquier equivalente de las caracteristicas
mostradas y descritas o porciones de las mismas, pero se reconoce que dentro del alcance de la invencion, tal y
como se reivindica, son posibles varias modificaciones. Por tanto, debe entenderse que aunque la presente
invencién ha sido descrita especificamente mediante ejemplos y caracteristicas opcionales preferidos, la
modificacién o la variacion de los conceptos descritos en la presente memoria pueden ser recurridos por los
especialistas en la técnica, y que dichas modificaciones y variaciones se consideran dentro del alcance de esta
invencion tal como se define a través de las reivindicaciones anexas.
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La invencion ha sido descrita ampliamente y de forma genérica en la presente memoria. Todas las subespecies y los
grupos subgenéricos que entran dentro de la descripcidon genérica también forman parte de la invencion. Esto
incluye la descripcién genérica de la invencién con la condiciéon o limitacién negativa de eliminar cualquier materia
objeto del género, independientemente de si el material escindido es recitado especificamente en la presente
memoria 0 no.

Otras realizaciones se encuentran incluidas en las reivindicaciones siguientes. Adicionalmente, cuando las
caracteristicas o aspectos de la invencién se describen en términos de grupos de Markush, los especialistas en la
técnica reconoceran que la invencion también queda descrita en términos de cualquier miembro individual o
subgrupo de miembros del grupo de Markush.
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<160> 181
<170> FastSEQ for Windows Versién 4.0

<210> 1

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<400> 1
Tyr Ser Thr Ser Tyr Phe Ile Met
1 5

<210> 2

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<400> 2
Ile Asn Ser Asp Phe Leu Leu
1 5

<210>3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<400> 3
Tyr Ser Thr Ser Asp Phe Ile Met
1 5

<210> 4

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<400> 4
Gly Val Asn Ala Ser Ser Ser Leu Phe

1l 5

<210>5
<211> 28
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55

60

65

<212> DNA
<213> Staphylococcus aureus

<400> 5
tggcccaaga ctttagttat cgttatcc

<210>6

<211> 29

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 6
tggggaggaa tatttgtagc catacctac

<210>7

<211> 25

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 7
gcactgagtc caaggaaact aactc

<210> 8

<211>24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 8
gccatcccaa cttaataacc atgt

<210>9

<211>24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 9
ctgaaggcca ggctaaacca ctit

<210> 10

<211> 25

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 10
gaacgaaagg taccattgct ggtca

<210> 11

<211>24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 11
gcgcaacacg atgaagctca acaa

<210> 12

<211>24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 12
acgttagcac tttggcttgg atca

<210> 13

<211>24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

28

25

24

24

24

25

24

29
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<400> 13
gttccgggaa attctggatc aggt

<210> 14

<211>24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 14
gcgcttgaca taattcccaa tacc

<210> 15

<211> 26

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 15
ctgctttaac aacttgtggt tgtttg

<210> 16

<211> 24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 16
cgctgtattg acatacatca gcga

<210> 17

<211> 25

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 17
cgccttaact ttaggtgcag atgac

<210> 18

<211> 24

<212> DNA

<213> Staphylococcus aureus

<400> 18
acgcataggg acttcgtgac catt

<210> 19
<211> 120
<212> PRT
<213> Murina

<400> 19 »
Glu Val His Leu Val Glu
1 5
Ser Leu Lys Leu Ser Cys
20
Ala Met Ser Trp Val Arg

35
Ala Ile Ile Lys Ser Asp
50
Arg Asp Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Gln Met Thr Ser Leu
85
Thr Lys Ile Tyr Asp Ala
100
Gly Thr Ser val Thr Vval
115

24

24

26

24

25

24

Ser
Ala

Gln

Asp
Ser
Arg
Tyr

Ser

Gly
Ala
Thr

40
Ser

Arg
Ser
Phe

Ser
120

ES 2603 061 T3

Gly
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
Glu

Tyr
105

Asp
Gly

Glu

Thr
Asn
Asp

90
Ala

Leu
Phe

Lys

Tyr
Ala
75

Thz

Met

val
Ala
Arg
Tyr
60

Arg
Ala

Asp

87

Lys
Phe
Leu

45
Pro

Asn
Leu

Tyr

Pro
Ser

30
Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly Gly
15
Asp Phe

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95

Gly Gln
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<210> 20
<211> 113
<212> PRT
<213> Murina

<400> 20

Glu Val Lys
1

Ser Leu Ser

Tyr Ala Trp
35
Met Gly Phe
50
Lys Ser Arg
65
Leu Gln Leu

Thr Arg Glu
Ser

<210> 21
<211> 116
<212> PRT
<213> Murina

<400> 21

Glu Val Gln
1

Ser Val Lys

Asn Met Asn

Gly Asn Tle
50

Lys Gly Lys

65

Met Gln Leu

Val Leu Asp

Thr Val Ser
115

<210> 22
<211> 116
<212> PRT
<213> Murina

<400> 22

Gln Val Gln
1

Ser Val Lys

Asn Met Asn
35
Gly Asn Ile
50
Lys Gly Lys
65
Met Gln Leu

Val Leu Asp

Thr Val Ser
115

Pro
Leu
20

Asn
Ile
Phe
His

Gly
100

Leu

Ile
20

Trp
Ala
Ala
Lys
Thr

100
Ala

Leu

Ile
20
Trp

Ala
Ala
Lys
Thr

100
Ala

Gln
Thr
Trp
Ser
Ser
Ser

85
Asp

Gln
Ser
val
Pro
Thr
Ser

85
Ser

Gln
Ser
Val
Pro
Thr
Ser

85
Ser

Glu
Cys
Ile
Ser
Ile
70

val

Tyr

Gln
Cys
Lys
Tyr
Leu
70

Leu

Gly

Gln
Cys
Lys
Tyzx
Leu
70

Leu

Gly

Ser
Thr
Arg
Tyr
55

Thr

Thr

Tzp

Ser
Lys
Gln
Tyr
55

Thr

Ala

Tyr

Ser
Lys
Gln
Tyr
55

Thr

Thr

Tyr

Gly
val
Gln
40

Gly
Arg

Ile

Gly

Gly
Ala
Ser
Gly
Gly
Ser

Ala

Gly
Ala
Ser
40

Gly
Gly

Ser

Ala
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Ero
Thr
25

Phe
Thr
Asp

Glu

Gln
105

Pro
Ser
25

Asn
Val
Asp
Glu

Ser
105

Pro
Ser
25

Asn
Val
Asp
Glu

Ser
105

Gly
10

Gly
Pro
Thr
Thr

Asp

Gly

Glu
10

Gly
Asp
Thr
Lys
Asp

90
Trp

Glu
10

Gly
Asp
Thr
Lys

Asp
90
Trp

Leu
Tyr
Gly
Thr
Ser
75

Thx

Thr

Leu
His
Lys
Ala
Ser
75

Ser

Gly

Leu
His
Lys
Ala
Ser
75

Ser

Gly

Val
Ser
Asn
Tyr
60

Lys
Gly

Thr

Glu
Ser
Ser
Tyr
60

Ser

Ala

Gln

Glu
Ser
Ser
Tyr
60

Ser

Ala

Gln

88

Lys
Ile
Lys
45

Asn
Asn

Thr

Leu

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser

val

Gly

Lys

Phe.

Leu
45

Asn
Ser

val

Gly

Pro Ser
15

Thr Ser

30

Leu Glu

Pro Ser
Gln Phe

Tyr Phe

95
Thr val
110

Pro Gly
15

Thr Gly

30

Glu Trp

Gln Lys
Thr Ala

Tyr Tyr

95
Thr Leu
110

Pro Gly
15

Thr Gly

30

Glu Trp

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
95

Thr Leu
110

Gln
Asn
Trp
Leu
Phe
80

Cys

Ser

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Val

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

val
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<210> 23
<211> 108
<212> PRT
<213> Murina

<400> 23

Gly Gly Asp
1

Ala Ser Gly

Thr Pro Glu
35
Ser Tyr Thr
50
Arg Asp Asn
65
Ser Glu Asp

Phe Tyr Ala

<210> 24
<211> 101
<212> PRT
<213> Murina

<400> 24

Gly Pro Gly
1

Val Thr Gly

Gln Phe Pro
35
Gly Thr Thr
50
Arg Asp Thr
65
Ile Glu Asp

Gly Gln Gly

<210> 25
<211> 104
<212> PRT
<213> Murina

<400> 25

Gly Pro Glu
1

Ala Ser Gly

Ser Asn Asp
35
Gly val Thr
50
Gly Asp Lys
65
Ser Glu Asp

Ala Ser Trp

<210> 26
<211> 104
<212> PRT
<213> Murina

Leu
Phe
20

Lys
Tyr
Ala

Thr

Met
100

Leu
Tyr
20

Gly
Thr
Ser

Thr

Thr
100

Leu
His
20

Lys
Ala
Ser
Ser

Gly
100

val
Ala
Arg
Tyr
Azg
Ala

85
Asp

val
Ser
Asn
Tyr
Lys
Gly

85
Thr

Glu
Ser
Ser
Tyr
Ser
Ala

85
Gln

Lys
Phe
Leu
Pro
Asn
70

Leu

Tyr

Lys
ITle
Lys
Asn
Asn

70
Thr

Lys
Phe
Leu
Asn
Ser
70

val

Gly

Pro
Ser
Glu
Asp
Thr
Tyr

Trp

Pro
Thr
Leu
Pro
Gln

Tyr

Pro
Thzr
Glu
Gln
Thr
Tyr

Thr

Gly
Asp
Trp
40

Ser
Leu

Tyr

Gly

Ser
Ser
Glu
Ser
Phe

Phe

Gly.

Gly
Trp
40

Lys
Ala
Tyr

Leu
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Gly
Phe
25

val
Val
Tyr
Cys

Gln
105

Gln
Agn
25

Trp
Leu

Phe

Cys

Ala
Tyr
25

Ile
Phe
Tyr

Cys

Ser
10

Ala
Ala
Arg
Leu
Thr

90
Gly

Ser
10

Tyr
Met
Lys

Leu

Thr
920

Ser
10

Asn
Gly
Lys
Met

val
90

Len
Met
Ile
Asp
Gln
75

Lys

Thr

Leu
Ala
Gly
Ser
Gln

75
Arg

Val
Met
Asn
Gly
Gln

75

Leu

Lys
Ser
Ile
Arg
Met
Ile

Ser

Ser
Trp
Phe
Arg
Leu

Glu

Lys
Asn
Ile
Lys
60

Leu

Asp

89

Leu

Trp
Lys
45

Phe
Thr

Tyr

Leu
Asn
Ile
Phe
Hisg

Gly

Ile

Trp
Ala
45

Ala
Lys

Thr

Ser
Val
30

Ser
Thr

Ser

Asp

Thr

Trp
30

Ser
Ser

Ser

Asp

Ser
Val
30

Pro
Thr

Ser

Ser

Cys
15

Arg
Asp
Ile

Leu

Ala
95

Cys
15

Ile
Ser
Ile

val

Tyr
95

Cys
15

Lys
Tyr
Leu

Leu

Gly
95

Ala
Gln
Asp
Ser
Arg

80
Tyr

Thr
Arg
Tyr
Thr

Thr
80

Trp

Lys
Gln
YL
Thr
Ala

80
Tyr
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<400> 26

Gly Pro Glu
1

Ala

Ser Gly

Ser Asn

35
val Thr
50

Asp

Gly

Gly
65
Ser

Lys
Glu

Ala Ser

<210> 27
<211> 360
<212> DNA
<213> Murina

<400> 27

gaggtgcacce
tcetgtgeag
coggagaaga
ccagacagtg
ctgcaaatga
gatgcttact

<210> 28
<211> 339
<212> DNA
<213> Murina

<400> 28

gaggtgaagce
acctgeactyg
ttteccaggaa
aacccttete
ctgcaattge
gactactggg

<210> 29
<211> 348
<212> DNA
<213> Murina

<400> 29

gaggtccage
tcctgoaagg
aatgacaaga
aaccagaagt
atgcagetca
tcgggetacy

<210> 30
<211> 348
<212> DNA
<213> Murina

<400> 30 _

caggteccage
tcctgeaagy
aatgacaaga
aaccagaagt
atgcagctca
tegggetacg

Asp

Asp

Trp

Leu
5
His
20
Lys

Ala

Ser
70

Ser
85

Gly
100

tggtggagte
cctotggatt
ggctggagtyg
tgagggaccqg
ccagtctgag
tctatgctat

ctcaggagtc
tcactggcta
acaaactgga
tcazaagtcg
attetgtgac
gccaaggcac

tgcaacagtce
cttctggteca
gcettgagtg
tcaagggcaa
agagectgge
cttcctgggg

tgcagcagtce
cttctggtea
geecttgagtg
tcaagggcaa
agagectgac
ctteotgggg

Glu Lys
Ser Phe
Ser Leu
Tyr Asn
Ser Ser
Ala Val

Gln Gly

Pro Gly

Thr Gly

Ala

Tyr

ES 2603 061 T3

Ser Val
10

Asn Met

25

Glu
40
Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Thr Leu

tgggggagac
cgctttcagt

ggtecgeaate
attcaccatce
gtctgaagac
ggactactgg

aggacctggce
ctcaatcace
gtggatgggce
attcetetate
tattgaggac
cactctcaca

cggacctgag
ttcattcact
gattggaaat
ggccacattg
atctgaggac
ccaagggact

tgggectgag
ttecattcact
gattggaaat
ggccacattg
atctgaggac
ccaagggact

Ile
Phe
Tvr

Cys

Gly Asn

Lys Gly
Gln
75
Leu

Met

val
30

ttagtgaagc
gactttgeca
attaaaagtg
tccagagaca
acggecttgt
ggtcaaggaa

ctggtgaaac
agtaattatg
ttcataagtt
actegagaca
acaggcacat
gtetectea

ctggagaagc
ggctacaaca
attgeteett
actggagaca
tctgcagtct
ctggtaactg

ctggagaagce
ggctacaaca
attgctcctt
actggagaca
tctgecagtct
ctggtcactg

Lys Ile Ser
val
30

Pro

Asn Trp

Ile Ala
45
Lys Ala Thr
60
Leu

Lys Ser

4Asp Thr Ser

ctggggggte
tgtcttgggt
atgattctta
atgccaggaa
attactgtac
cctcagtcac

ctteteagte
cctggaactg
cctatggaac
catecaagaa
atttetgtac

ctggcgettce
tgaactgggt

actatggtgt
aatcctacag

attactgtgt
tctetgea

ctggcegette
tgaactgggt
actatggtgt
aatecctecag

attactgtgt
tctctgea

90

Cys
15
Lys

Lys
Gln
Tyr Tyr
Leu Thr

Thr
80
Tyr

Leu

Gly
95

cctcaaactce
tcgeccagact
cacctactat
caccctttac
aaaaatctat
egtetecteg

tctgteccete
gatccggcag
cactacctac
ccagttotte
aagagagggt

agtgaagata
gaagcagagc
tactgectac
cactgeetac
cctagacacc

agtgaagata
gaagcagage
tactgecctac
cactgcetac
cctagacacc

60

120
180
240
300
360

60

120
180
240
300
339

60
120
180
240
300
348

60

120
180
240
300
348
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15

20

25

30

35

<210> 31
<211> 324
<212> DNA
<213> Murina

<400> 31

gggggagact
gotttcagtg
gtcgcaatca
ttcaccatct
tctgaagaca
gactactggg

<210> 32
<211> 303
<212> DNA
<213> Murina

<400> 32
ggacctggee
tcaatcacca

tggatgggct
ttetetatea

attgaggaca
act

<210> 33
<211> 312
<212> DNA
<213> Murina

<400> 33

ggacctgage
tcattcactyg
attggaaata
goccacattga
tctgaggact
caagggactc

<210> 34
<211> 312
<212> DNA
<213> Murina

<400> 34

gggcctgage
tcattcactg
attggaaata
gccacattga
tctgaggact
caagggactc

<210> 35
<211> 251
<212> PRT

tagtgaagec
actttgeccat
ttaaaagtga
ccagagacaa
cggecttgta
gtcaaggaac

tggtgaaace
gtaattatge
tcataagtte
ctegagacac
caggcacata

tggagaagece
gctacaacat
ttgetectta
ctggagacaa
ctgcagtcta
tg

tggagaagcc
gctacaacat
ttgctectta
ctggagacaa
ctgcagtcta
tg

<213> Homo sapiens

tggggggtee
gtcttgggtt
tgattcttac
tgccaggaac
ttactgtaca
ctca

ttectecagtcet
ctggaactgg
ctatggaace
ateccaagaac
tttetgtaca

tggcgcettca
gaactgggty
ctatggtgtt
atccteocage
ttactgtgtc

tggcgettea
gaactgggtyg
ctatggtgtt
atcctecage
ttactgtgte

ES 2603 061 T3

ctcaaactct
cgecagacte
acctactatc

‘accetttace

aaaatctatyg

ctgtccctea
atccggecagt
actacctaca
cagttecttee
agagagggtg

gtgaagatat
aagcagagca
actgectaca
actgcetaca
ctagacacct

gtgaagatat
aagcagagca
actgeetaea
actgecctaca
ctagacacct

cctgtgcage
cggagaagag
cagacagtgt
tgcaaatgac
atgcttactt

cctgeactgt
ttccaggaaa
acccttectet
tgcaattgca
actactgggg

cctgeaagge
atgacaagag
accagaagtt
tgcagctcaa
cgggctacge

cctgcaagge
atgacaagag
accagaagtt
tgcagcteaa
cgggetacge

91

ctectggatte
getggagtygg
gagggaccyga
cagtectgagg
atatgetatyg

cactggctac
caaactggag
caaaagtcga
ttctgtgact
ccaaggcace

ttctggteat
cettgagtgg
caagggcaag
gagoaetggea
ttcctggage

ttetggteat
ccttgagtgg
caagggcaag
gagectgaca
ttectgggge

60

120
180
240
300
324

60

1290
180
240
300
303

60

120
180
240
300
312

60

120
180
240
300
312
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<400> 35

Gln
1
Ser

Trp
Gly
Gln
65

Leu
Ala
Tyr
Ser
Glu
145
Glu
Leu
Gly
Gly

Asp

225
Thr

val
Leu
Ile
Arg
50

Gly
Gln
Arg
Tyx
Gly
130
Ile
Arg
Ala
Ala
Ser

210
Phe

Phe

<210> 36

<211> 252

Gln
Arg
Ser
35

Ile
His
Trp
Gln
Gly
il1l5
Gly
val
Ala
Trp
Ser
195
Gly

Ala

Gly

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Leu

Ile
20

Trp
Asp
Val
Ser
Leu
100
Met
Gly
Leu
Thr
Tyr
180
Ser

Thr

Vval

Gln

val
Ser
Val
Pro
Ile
Ser
Ile
Asp
Gly
Thr
Leu
165
Gln
Arg
Asp
Tyr

Gly
245

Gln
Cys
Arg
Ser
Ile
70

Leu
val
Val
Ser
Gln
150
Ser
Lys
Ala
Phe

Tyr

230
Thr

Ser
Lys
Gln
Asp
55

Ser
Lys
val
Trp
Gly
135
Ser
Cys
Piroc
Thr
Thr

215
Cys

Lys

Gly
Gly
Met
40

Ser
Val
Ala
Val
Gly
120
Gly
Pro
Arg
Gly
Gly
200

Leu

Gln

Val

ES 2603 061 T3

Ala
Ser
25

Pro
Tyr
Asp
Ser
Pro
105
Gln
Gly
Gly
Ala
Gln
185
Ile
Thr

Gln

Glu

Glu
10

Gly
Gly
Ser
Lys
Asp
Ala
Gly
Gly
Thr
Ser
170
Ala
Pro

Ile

Tyr

Ile
250

val
Tyr
Lys
Asn
Ser
75

Thr
Ala
Thr
Ser
Leu
155
Gln
Pro
Asp
Ser

Gly

235
Lys

Lys
Ser
Gly
Tyr
€0

Ile
Ala
Pro
Leu
Ser
140
Ser
Thr
Arg
Arg
Arg

220
Ser

92

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
Ile
Tyr
Val
125
Gly
Leu
Val
Leu
Phe
205

Leu

Ser

Prc
Thr
30

Glu
Pro
Thr
Tyr
Tyr
110
Thr
Gly
Ser
Asn
Leu
190
Ser

Glu

His

Gly
Ser
Trp
Ser
Ala
Tyr
95

Tyr
Val
Gly
Pro
Ser
175
Ile
Gly

Pro

Pro

Glu
His
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Tyr
Ser
Ser
Gly
160
Tyr
Tyr
Ser
Glu
Trp

240
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<400> 36

Gln val
1

Ser val

Ala Ile

Gly Gly
50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Arg
Gly Tyr

Ser Ser
130

Ser Asp

145

Gly Asp

Gln

Lys

Ser

Ile

Arg
Leu
val

Tyr

115

Gly

Ile

Arg

Trp Leu Ala

Ile Tyr

Gly Ser
210

Pro Glu

225

Tyr Thr

<210> 37
<211> 243

Ala

185

Gly
Asp

Phe

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 37

Gln VvVal
1

Ser Val

Ala Ile

Gly Gly
50

Gln Gly

65

Met Glu

Gln
Lys
Ser
35

Ile
Arg

Leu

Leu

Val

20
Trp

Ile

val

Ser

Phe

100

Gly
Gly
Gln

Val

Trp

180

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
Val
20

Trp
Ile
Val

Ser

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Gly
Met
Gly
Met

Thr

165

Tyr

Ser

Gly
Ala

Gln
245

val
s
Ser
val
Pro

Thr

Ser
85

Gln

Cys

Ile
Ile
70

Leu
Ser
Glu
Gly
Thr
150
ITle
Gln
Ser
Thr
Thr

230
Gly

Glu
Cys
Arg
Ile
Ile

T0
Leu

Ser
Lys
Gln
Phe
Thr
Arg
Glu
val
Ser
135
Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
215
Tyr

Thr

Ser
Lys
Gln
Phe
55

Thr

Arg

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala

Ser

Ser

Trp
120
Gly
Ser
Cys
Lys
Gln
200
Phe
Tyr

Lys

Gly
Ala
Ala
49

Gly
Ala

Ser

ES 2603 061 T3

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp
Glu
Gln
105
Gly
Gly
Pro
Arg
Pro
185
Ser
Thr
Cys

Leu

Ala
Ser
25

Pro
Thr
Asp

Glu

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu
Asp
90

Asp
Glin
Gly
Ser
Ala
170
Gly
Arg
Leu

Gln

Glu
250

Glu
10

Gly
Gly
Ala
Glu

Asp
20

val
Gly
Gln
Asn
Ser
15

Thr
Pro
Gly
Gly
Ser
155
Ser
Lys
Val
Thr
Gln

235
Ile

Ala
Gly
Gln
Asn
Ser

5
Thr

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thx
Ala
Ser
Thr
Ser
140
Val
Gln
Ala
Pro
Ile
220
Ala

Lys

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr

Ala

93

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Ile
Asp
Leu
125
Gly
Ser
Gly
Pro
Ser
205

Ser

Asn

Lys
Phe
Leu
45

Ala

Ser

val

Pro
Ser
Glu
Gln
Thr
Tyr
Ile
110
Vval
Gly
Ala
Ile
Lys
190
Arg
Ser

Ser

Pro
Ser
Glu
Gln
Thr

Tyr

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Trp
Thr
Gly
Ser
Ser
175
Leu
Phe

Leu

Phe

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala

Tyr
95

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyx
80

Cys
Ser
Val
Gly
Vval
160
Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
240

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr

80
Cys
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15

Ala Arg Ala Gly Ile
100
Gln Gly Thr Leu Val
115
Gly Gly Ser Gly Gly
130
Ser Ser Leu Ser Ala
145
Ala Ser Gln Ser Ile
165
Gly Lys Ala Pro Lys
180
Gly Val Thr Ser Arg
195
Leu Thr Ile Ser Ser
210
Gln Gln Ser Tyr Ser
225
Glu Ile Lys

<210> 38

<211> 249

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38
Gln Val Gln Leu Val
1 - 5
Ser Val Lys Leu Ser
20
Ser Met Val Trp Val
35

Gly Gly Ile Asn Thr
50

Thr Glu Arg Phe Val

65

Leu Gln Ile Ser Ser

Ala Arg Asp Trp Ala
100
Ser Asp His Trp Gly
115
Gly Gly Ser Gly Gly
130
Met Thr Gln Ser Pro
145
Thr Leu Ser Cys Arg
165
Tyr Gln Gln Lys Fro
180
Ser Thr Arg Ala Thr
195
Gly Thr Glu Phe Thr
210
Ala Val Tyr Tyr Cys
225

Gly Gly Gly Thr Lys
245

<210> 39

<211> 242

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Thr
Thr
Gly
Ser
150
Ser
Leu
Phe

Leu

Thr
230

Gln
Cys
Arg
Asn
Phe
Leu
Tyr
Gln
Gly
Ala
150
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln

230
Val

Gly
Val
Gly
135
Val
Ser
Leu
Ser
Gln

215
Pro

Ser

Gln
Thr
55

Ser
Lys
Ser
Gly
Gly
135
Thr
Ser
Gln
Ile
Thx
215
Gln

Glu

Thr
Ser
120
Ser
Gly
Tyr
Ile
Gly
200

Pro

Pro

Gly
Ala
Ala
Gly
Phe
Ala
Gly
Thr
120
Ser
Leu
Gln
Ala
Pro
200
Ile
Tyr

Ile

ES 2603 061 T3

Thr
105
Ser
val
Asp
Leu
Tyr
185
Ser

Glu

Thr

Ser
Ser
25

Pro
Asn
Asp
Glu
Ser
105
Leu
Gly
Ser
Ser
Pro
185
Ala
Ser

Asn

Lys

Ala
Gly
Ile
Arg
Asn
170
Ala
Gly

Asp

Phe

Glu
10

Gly
Gly
Pro
Ser
Asp
30

Trp
val
Gly
Val
Val
17¢C
Arg
Arg

Ser

Ile

Pro Pro
Gly Gly

Trp Met

140
Val Thr
15%

Trp Tyr
Ala Ser
Ser Gly

Phe Ala

220
Gly Gln
235

Leu Lys
Tyr Thr
Glu Gly

Thr Tyr
&0

Ser val

75

Thr Ala

Pro Leu
Thr Val
Gly Gly
149
Eer Pro
155
Ser Arg
Leu Leu
Fhe Ser
Leu Gln
220

Trp Pro
235

94

Asp
Gly
125
Thr
Ile
Gln
Ser
Thr
205
Thr

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Gly
Ser
125
Ser
Gly
Asn
Ile
Gly
205

Ser

Pro

Tyr
110
Ser
Gln
Thr
Arg
Leu
190
Asp
Tyr

Thr

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr
Gln
110
Ser
Glu
Glua
Leu
Tyr
150
Ser

Glu

Leu

Gly
Ser
Cys
Lys
175
Gln
Phe

Tyr

Lys

Gly
15
Ser

Trp
Gly
Ala
Tyr
95

Asn
Gly
Ile
Arg
Ala
175
Asp
Gly

Asp

Thr

Gly
Gly
Pro
Arg
160
Pro
Ser
Thr
Cys

Leu
240

Ala
Tyx
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Pro
Gly

val

Ala
160
Trp

Thr
Ser
Ser

Phe
240
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<400> 39
Gln val
1

Thr Leu

Tyr Arg

Gly Glu
50

Ser Arg

65

Leu Arg

Ile Arg
Thr Val

Gly Gly
130

Thr Leu

145

val His

Gly Gln
Gly Val

Leu Lys
210

Met Gln

225

Tle Lys

<210> 40
<211> 245

Gln
Ser
Thr
35

val
Leu
Phe
Pro
Ser
115
Ser
Gly
Ser
Pro
Pro
195

Ile

Ala

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 40

Glu val
1

Ser Val

Ser Met

Gly Gly
50

Gln Gly

65

Met Asp

Ala Thr
Tyr Trp
Ser Gly

130

Gln Ser
145

Gln
Lys
His
35

Phe
Arg
Leu
Gln
Gly
115
Gly

Pro

Leu

Leu
20

Trp
Asn
Thr
Met
Arg
100
Serx
Asp
Gln
Asp
Pro
180
Asp

Ser

Thr

Leu

val
29
Trp

Asp
Val
Ser
Arg
100
Gln
Gly

Ala

Gln
Thr
Ile
Asp
Ile
Thr
85

Tyr
Gly
Ile
Pro
Gly
165
Arg
Arg
Arg

Gln

Val
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85
Leu
Gly
Gly

Ile

Gln
Cys
Arg
Arg
Ser
70

Ala
Gly
Gly
Val
Ala
150
Asn
val
Phe

val

Leu
230

Gln
Cys
Arg
Glu
Met
70

Leu
Cys
Thr

Ser

Met
150

Trp
Ala
Gln
Gly
55

Ile
Ala
Met
Gly
Met
135
Ser
Thr
Leu
Ser
Glu

215
Tyr

Serxr
Lys
Glﬁ
Asp
Thr
Arg
Ser
Thr
Gly

135
Ser

Gly

Val

‘Ser

40
Ser

Asp
Asp
Asp
Gly
120
Thr
Ile
Tyr
Ile
Gly
200

Ala

Thr

Gly
val
Ala
40

Gly
Glu
Ser
Gly
val
120
Gly

Ala

ES 2603 061 T3

Ala
Tyr
25

Pro
Pro
Thr
Thr
Val
105
Ser
Gln
Ser
Leu
His
185
Ser

Glu

Phe

Ala
Ser
Pro
Glu
Asp
Glu
Gly
105
Thr

Gly

Ser

Gly
10

Gly
val
Asn
Ser
Ala
Trp
Gly
Thr
Cys
Thr
170
Lys
Gly

Asp

Gly

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
15

Val
Gly
Gly
Pro
Arg
155
Trp
Val
Ala

val

Gln

235

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thx
Asp
Arg
val
Gly

Pro

val
Tyr
Lys
Ile
Ser
75

Thr
Cys
Ser

Ser

Gly
155

Leu
Ser
Gly
Asn
60

Asn
Tyr
Gln
Gly
Leu
1490
Ser
Phe
Ser
Gly
Gly

220
Gly

Lys
Thr
Gly
Ser
60

Thr
Ala
Tyr
Ser
Glu

140
Glu

95

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Leu
Ser
Gly
Gly
125
Ser
Ser
His
Asn
Thr
205
val

Thr

Lys
Leu
Leu
45

Ala
Asp
val
Ser
Gly
125
Thr

Arg

Pro
Ser
Glu
Ser
Ser
Cys
Thr
110
Ser
Ser
Gln
Gln
Leu
190
Asp
Tyr

Lys

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr
His
110
Gly

Thr

val

Ser
15

Gly
Trp
Phe
Leu
Ala
95

Met
Ser
Pro
Ser
Arg
175
Phe
FPhe
Tyr

val

Gly
15
Glu

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Phe
Gly

Leu

Thr

Glu
TyT
Ile
Lys
Lys
80
Arg
Val
Gly
vVal
Leu
160
Pro
Ser
Thr
Cys

Glu
240

Ala
Leu
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Asp
Gly

Thr

Met
160
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15

ES 2603 061 T3

Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Ile Arg Tyr
165 170
Lys Pro Gly Ser Ser Pro Arg Leu Leu Ile
180 185
Ala Pro Gly Val Pro Phe Arg Phe Ser Gly
195 200
Tyr Ser Leu Thr Ile Asn Arg Met Glu Ala
210 215
Tyr Cys Gln Glu Trp Ser Gly Tyr Pro Tyr
225 230
Lys Val Glu Ile Lys
245

<210> 41

<211> 244

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
Gln Met Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu
1 5 10
Ser vVal Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly

20 25
Vval Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
Gly Trp Ile Ser Ala Tyr Asn Gly Asn Thr
50 55
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp
85 30
Ala Arg Val Trp Ser Pro Leu Asp Tyr Trp
100 105
Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
115 120
Gly Gly Ser Asp Ile Val Met Thr Gln Ser
130 135
Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys
145 150
Leu Tyr Ser Ser Asn Asn Met Asn Tyr Leu
165 170
Pro Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
180 185
Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
195 200
Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu
210 215
Cys Gln Gln Tyr Tyr Ser Thr Pro Pro Thr
225 230
Leu Glu Ile Lys

<210> 42

<211> 246

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42

Ile Tyr Trp
Tyr Asp Thr

Ser Gly Ser
205
Glu Asp Ala
220
Thr Phe Gly
235

val Lys Lys
Gly Thr Phe

Gln Gly Leu
45
Asn Tyr Ala
€0
Ser Thr Ser
75
Thr Ala Val

Gly Gln Gly

Gly Gly Gly
125
Pro Asp Ser
140
Lys Ser Ser
155
Ala Trp Tyr

Trp Ala Ser

Gly Ser Gly
205
Asp Ala Ala
220
Phe Gly Gln
235

Tyr
Ser
190
Gly
Ala

Gly

Pro
Asn
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Thr
110
Ser
Leu
Gln
Gln
Thr
190
Thr
Val

Gly

Gln
175
Asn
Thr
Thr

Gly

Gly
15
Thr

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Leu
Gly
Ala
Ser
Gln
175
Arg
Asp
Tyr

Thr

Gln
Val
Ser
Tyr

Thr
240

Ser
Tyr
Met
Leu
Tyr
80

Cys
Val
Gly
val
Val
160
Lys
Glu
Phe
Tyr

Lys
240

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10

15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Gly Tyr
20 25

96

30
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Tyr Met His

Gly Trp
50

35
Ile

Gln Gly Arg

65

Met Glu leu

Ala Arg Asp

Thr Leu Val

11%

Ser Ser Gly

120

Ser Gly Ala

145
Ser Ser

Ile

Gly Lys Thr

Gly val Pro

Leu Val
210

Gln Ser

225

Lys Leu

<210> 43
<211> 244

195
Ile

Tyr

Thr

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 43

Trp
Asn
Val
Ser
Asn
100
Thr
Gly
Pro
Gly
Pro
180
Asp
Thr

Asp

Val

val
Pro
Ala
Arg
Gly
Val
Gly
Gly
Ala
165
Lys
Arg
Arg
Ser

Leu
245

Gln val Gln Leu Val

1

Ser Leu Lys Ile

Trp Ile

Gly Ile
50

Gln Gly

€5

Leu Gln

Val Arg
Gly Gln

Gly Gly
130

Pro Ser

145

Arg Ala

Pro Gly
Ser Gly

Thr Leu
210

Cys Gln

225

Val Glu

<210> 44
<211> 239

Gly
35

Ile
Gln
Trp
Arg
Gly
115
Gly
Ser
Ser
Lys
val
195
Thr

Gln

Ile

20
Trp

Tyr
val
Ser
Val
100
Thr
Ser
Leu
Gln
Ala
180
Pro
Ile

Tyr

Lys

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Pro
Leu
Gly
Ser
Gly
165
Pro
Ser

Ser

Lys

Pro
Asn
Met
70

Leu
Arg
Ser
Ser
Gln
150
Gly
Leu
Phe
Val
Ser

230
Gly

Gln
Cys
Arg
Gly
Ile
70

Leu
Leu
Val
Gly
Ala
150
Ile
Lys
Lys

Ser

Ser
230

Gln
Asn
55

Thr
Arg
val
Ser
Gln
135
Ser
Tyr
Leu
Ser
Gln

215
Leu

Ser
Thr
Gln
Asp
55

Ser
Lys
Tyr
Thr
Gly
13%
Ser
Ser
Ser
Tyr
Leu

215
Tyr

Ala
40

Gly
Arg
Ser
Thr
Gly
120
Ser
Val
Asp
Ile
Gly
200
Ile

Ile

Gly
Ala
Met
40

Ser
Ala
Ala
Thr
val
120
Gly
Vval
Asn
Leu
Ser
200
Gln

Pro

ES 2603 061 T3

Pro
Gly
Asp
Asp
Thr
105
Gly
Val
Thr
val
Tyr
185
Ser

Glu

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Asp
Asp
Ser
Asn
105
Ser
Ser
Gly
Tyr
Ile
185
Gly

Pro

Leu

Gly
Thr
Thr
Asp
Gly
Giy
Leu
Ile
Gln
170
Gly
Arg
Asp

Pro

Glu
10
Gly

Gly

Thr

Lys
Asp
90

Asn
Ser
Ala
Asp
Leu
170
Tyr
Ser

Glu

Thr

Gln Gly

Asn Tyr
60

Ser Ile

75

Thr Ala

Gly Tyr
Gly Ser

Thr Gln
140

Ser Cys

155

Trp Tyr

Asn Asp
Ser Tyr
Glu Ala

220

Gln Phe
235

Val Lys
Tyr Asn
Gln Gly

Arg Tyr
60

Ser Ile

75

Thr Ala

His Tyr
Gly Gly
Ile Gln
140
Arg vVal
155
Ala Trp
Ala Ala
Gly Ser
Asp Phe
220

Phe Gly
235

97

Leu
45

Asp
Ser
Val
Trp
Gly
125
Pro
Ala
Gln
Asn
Thr
205
Asp

Gly

Lys
Phe
Leu
45

Ser
Ser
Thr
Leu
Gly
125
Met
Thr
Phe
Ser
Gly
205

Ala

Gly

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Gly
Pro
Gly
Gln
Arg
190
Ser
Tyr

Gly

Pro
Ala
30
Glu
Pro
Thr
Tyr
Asp
110
Gly
Thr
Ile
Gln
Ser
190
Thr

Thr

Gly

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gln
Gly
Ser
Thr
Leu
175
Pro
Ala
Tyr

Gly

.Gly
15
Ser

Trp
Ser
Ala
Tyr
9%

Tyr
Ser
Gln
Thr
Gln
175
Leu
Asp

Tyr

Thr

Met
Phe
TYyr
80

Cys
Gly
Gly
Leu
Ser
160
Pro
Ser
Ser
Cys

Thr
240

Glu
Tyz
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Trp
Gly
Ser
Cys
160
Lys
Gln
Phe

Tyr

Lys
240
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 44

Glu
1
Ser
Phe
Gly
Gln
65
Met
Thr
val
Gly
Ala
145
Thr
Lys
Arg

Ser

Ser
225

Vval
Val
Met
Val
50

Gly
Glu
Arg
Thr
Gly
130
Ser
Ser
Leu
Phe
Leu

210
Tyr

<210> 45

<211> 246

Gln
Lys
His
35

Ile
Arg
Leu
Val
Vval
115
Gly
Val
Arg
Leu
Ser
i95
Gln

Pro

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 45

Gln Val Gln Leu Val

1
Ser

Gly
Ala
Lys

65
Leu

Leu

val
20
Trp

Asn
Val
Ser
Gly
100
Ser
Ser
Gly
Phe
Ile
180
Gly

Pro

Leu

Vval
5
Ser
val
Pro
Thr
Ser
85
Tyr
Ser
Asp
Asp
Leu
165
Tyr
Ser

Glu

Thr

5

Leu Arg Leu Ser

20

Met His Trp Val

35

Leu Ile Ser Ser

50

Gly Arg Phe Thr

Gln Met Asn Ser

Gln
Cys
Arg
Thr
Met
70

Leu
Tyr
Gly
Ile
Arg
150
Asn
Ala
Gly
Asp

Phe
230

Gln
Cys
Arg
Asp
Ile

70
Leu

Ser
Lys
Gln
Gly
55

Thr
Arg
Gly

Gly

val

135
val

Trp
Ala
Ser
Phe

215
Gly

Ser
Ala
Gln
Gly

Ser

Thr

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Met
Gly
120
Met
Thr
Tyx
Ser
Gly
200

Ala

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Ty

Gly

Ser

ES 2603 061 T3

Ala
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Asp
105
Gly
Thr
Ile
Gln
Ser
185
Thr

Thr

Gly

Gly
Ser

25
Pro

Asp

Glu

Glu
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
Val
Ser
Gln
Thr
Gln
170
Leu
Asp
Tyr

Thr

Gly
10

Gly
Gly
Gln

Asn

Asp

Val Lys
Tyr Thr
Gln Gly

Thr Tyr
60

Ser Thr

75

Thr Ala

Trp Gly
Gly Gly
Ser Pro
140
Cys Arg
155
Lys Pro
His Ser
Phe Thr
Tyr Cys
© 220

Lys Val
235

Val val
Phe Thr
Lys Gly
Ala Tyr
60
Ser Lys

75
Thr Ala

98

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
Val
Gln
Gly
125
Ser
Ala
Gly
Gly
Leu
205
Gln

Glu

Gln
Phe
Leu
45

Ala

Asn

val

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Ile
Tyr
Gly
110
Gly
Thr
Ser
Lys
val
150
Thr

Gln

Ile

Val
Thr
Glu
Asp
Thr

Tyr

Ser
vVal
Tyr
95

Thrx
Ser
Leu
Gln
Ala
175
Pro
Ile

Thr

Lys

Gly
15

Asn
Trp
Ser

Val

Tyr

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Leu
Gly
Ser
Ser
160
Pro
Ser

Ser

Ser

Arg
Phe
val
val
Tyr

80
Cys
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15

85

Ala Ile Ile Pro Pro

100
Trp Gly Gln Gly Thr
115
Gly Gly Gly Gly Ser
130

Ser Pro Gly Thr Leu

145

Cys Arg Ala Ser Gln
165

Gln Lys Pro Gly Gln

180
Arg Ala Thr Gly Ile
195
Asp Phe Thr Leu Thr
210

Tyr Tyr Cys Gln Gln

225

Thr Lys Val Glu Ile
245

<210> 46

<211> 247

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46
Gln Val Gln Leu Gln
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr
20
Tyr Trp Gly Trp Ile
35
Gly Glu Ile Asn His
50
Ser Arg vVal Thr Thr
65
Lys Leu Thr Ser Val
85
Arg Arg Arg Leu Ser
100
Asp Val Trp Gly Gln
il15
Gly Ser Gly Gly Gly
130
Thr Gln Thr Pro Gly
145
Leu Ser Cys Arg Ala
165
Gln Gln Lys Pro Gly
180
Asn Arg Ala Thr Gly
185
Thr Asp Phe Thr Leu
210
val Tyr Tyr Cys His
225

Gly Thr Lys Val Giu
' 245

<210> 47

<211> 248

<212> PRT

<213> Homo sapiens

val
Leu
Gly
Ser
150
Ser
Ala
Pro
Ile
Tyr

230
Lys

Gln

Cys

.Arg

Ser
Ser
70

Thr
Ser
Gly
Gly
Thr
150
Ser
Gln
Ile
Thr
Gln

230
Ile

Leu
Val
Gly
135
Leu
Val
Pro
Asp
Ser

215
Tyr

Trp
Ala
Gln
Gly
55

val
Ala
Asp
Thr
Ser
135
Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
215
Tyr

Lys

Arg
Thr
120
Gly
Ser
Ser
Arg
Arg
200

Ser

Asn

Gly
val
Pro
40

Ser
Asp
Ala
Leu
Leu
120
Gly
Ser
Gly
Pro
Leu
200

Ser

Gly

ES 2603 061 T3

Ile
105
Val
Gly
Pro
Ser
Leu
185
Phe

Leu

Thr

Ala
Tyr
25

Pro
Thr
Lys
Asp
Phe
105
val
Gly
Ser
Val
Arg
185
Arg
Arg

Ser

90
Phe

Ser
Ser
Gly
Pro
170
Leu
Ser

Gln

Pro

Gly
10

Ser
Gly
Asn
Ser
Thr
Met
Thr
Gly
Ser
Ser
170
Leu
Phe

Leu

Ser

Asp
Ser
Glu
Glu
155
Tyr
Ile
Gly
Ala

Leu
235

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Arg
val
Gly
Pro
155
Ser
Leu
Ser

Glu

Pro
235

Trp
Gly
Thr
140
Arg
Leu
Tyr
Ser
Glu

220
Thr

Leu
Ser
Gly
Asn
60

Asn
val
Gly
Ser
Ser
140
Gly
Asn
Ile
Gly
Pro

220
Tyr

99

Glu
Gly
125
Thr
Ala
Ala
Gly
Gly
205
Asp

Phe

Lys
Phe
Leu
45

Pro
Gln
Tyr
val
Ser
125
Asp
Glu
Leu
Tyr
Ser
205
Glu

Thr

Phe
110
Gly
Leu
Thr
Trp
Ala
190
Ser

Glu

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Ser
Phe
Tyr
Gly
110
Gly
Ile
Arg
Ala
Asp
190
Gly
Asp

Phe

95
Asp

Gly
Thr
Leu
Tyr
175
Ser
Gly
Ala

Gly

Ser
15
Arg

Leu
Ser
Cys
95

Gly
Gly
val
Ala
Trp
175
Ala
Ser

Phe

Gly

Tyr
Ser
Gln
Ser

160
Gln

Asn

Thr
val

Gly
240

Glu
Asp
Ile
Lys
Leu
80

Ala
Met
Gly
Met
Thr
160
Tyr
Ser
Gly

Ala

Gln
240
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<400> 47

Glu
1
Ser
Gly
Gly
Gln
65
Met
Ala
Phe
Gly
Met
145
Thr
Tyr
Ser
Gly
Ala

225
Gly

Val
val
Ile
Trp
50

Gly
Glu
Arg
Asp
Gly
130
Thr
Tle
Gln
Ser
Thr
210
Thr

Gly

<210> 48

<211> 249

Glx:x
Lys
Ser
35

Ile
Arg
Leun
val
Tyr
115
Ser
Gln
Thr
Gln
Leu
195
Asp
Tyr

Thr

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 48

Gln
1
Ser
Ala
Gly
Gln

65

Met
Ala
val

Ser

val
val

Ile

Trp
50
Gly

Glu

Trp

Gly

Gln
Lys
Tyr
35

Ile
Arg
Leu
Ala
Gly

115
Gly

Leu Val Gln

val
20
Trp

Ser
val
Arg

Pro
100
Trp

Gly
Ser
Cys
Lys
180
Gln
Phe
Tyr

Lys

Leu
val
20

Ile
val
Ser
Ala
100

Gln

Gly

5
Ser

val
Ala
Thr
Ser
85

Arg
Gly
Gly
Pro
Arg
165
Pro
Serx
Thr
Cys

Leu
245

val
5
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
85
Gly
Gly

Gly

Cys
Arg
Tyr
Met
70

Leu
Tyr
Gln
Gly
Ser
150
Ala
Gly
Gly
Leu
Gln

230
Glu

Gln
Cys
Arg
Ile
Ile
70

Leu
His
Thr

Ser

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr
Arg
Phe
Gly
Gly
135
Thr
Ser
Lys
Val
Thr
215
Gln

Ile

Ser
Lys
Gln
Leu
S5

Thr
Arg
Ser

Leu

Ser

Gly
Ala
Ala
Gly
Thr
Ser
Asp
Thr
120
Ser
Leu
Gln
Ala
Pro
200
Ile

Ala

Lys

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ala
Ser
Thr
val

120
Gly

ES 2603 061 T3

Ala
Ser
25

Ser
Asn
Asp
Asp
Trp
105
Leu
Ser
Ser
Gly
Pro
185
Ser

Ser

Asn

Ala
Ser
25

Pro
Ile
Asp
Glu
Asn
105
Thr

Gly

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
30

Leu
val
Gly
Val
Ile
170
Lys
Arg

Ser

Ser

Glu
Gly
Gly
Ala
Lys
Asp
30

Tyr
Val

Gly

val
Tyr
Gin
Asn
Ser
75

Thr
Leu
Thr
Gly
Ser
155
Ser
Leu
Phe

Leu

Phe
235

Val
Gly
Gln
Asn
Ser
75

Thr
Tyr
Ser

Ser

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Tyr
val
Gly
140
val
Ser
Leu
Ser
Gln
220

Pro

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Thr
Ala
Tyr
Ser

Gln

100

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Ser
val
Gly
Ser
125
Ser
Gly
Txp
Ile
Gly
205

Pro

Leu

Glu
Phe
Leu
45

Ala
Sex
val
Tyr
Gly

125
Thr

Pro
Thr
Glu
Gln
Thr
Tyr
Ser
110
Ser
Asp
Asp
Leu
Tyr
190
Ser

Glu

Thr

Pro
Ser
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Gly
110
Gly

Val

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr
25

Asp
Gly
Ile
Arg
Ala
175
Ala
Gly
Asp

Phe

Gly
15
Ser

Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Met
Gly

Val

Ala
Tyr
Met
Leu
Tyr
80

Cys
Tyr
Gly
Gln

val
160

Trp
Ala
Ser
Phe

Gly
240

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Asp
Gly

Thr
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15

130

Gln Glu Prc Ser Leu

145

Cys Gly Ser Ser Thr
165
Phe Gln Gln Lys Pro

180

Ser Asn Lys His Ser

195

Gly Gly Lys Ala Ala

210

Ala Glu Tyr Tyr Cys

225

Gly Gly Thr Lys Leu
245

<210> 49

<211> 245

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49

Glu val Gln Leu Vval

1

5

Ser Val Lys Val Ser

20

Tyr Met His Trp Val

35

Gly Ile Ile Asn Pro

50

Gln Gly Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Ser

85

Ala Arg Asp Phe Lys

100

Gly Gln Gly Thr Leu

115
Gly Gly Gly Ser
130

Ser

Ser Ser Val Ser Val

145

Gly Asp Val Leu Ala

165

Gly Gln Ala Pro Val

180

Gly Ile Pro Glu Arg

135

Leu Thr Ile Ser Gly

210

Tyr Ser Ala Ala Asp

225

val Thr val Leu Gly

<210> 50

<211> 246

<212> PRT

<213> Homo sapiens

245

Thr
150
Gly
Gly
Trp
Leu
Leu

230
Thr

Gln
Cys
Arg
Ser
Met
70

Leu
Glu
val
Gly
Ser
150
Lys
Leu
Phe

Ala

Asn
230

135
val

Ala
Gln
Thr
Thr
215

Leu

val

Ser
Lys
Gln
Gly
55

Thr
Arg
Tyr
Thr
Gly
135
Pro
Lys
val
Ser
Gln

215
Asn

Ser
val
Ala
Pro
200
Leu

Ser

Leu

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ser
Ser
val
120
Gly
Gly
Cys
Ile
Gly
200
Val

Leu

ES 2603 061 T3

Leu
Thr
Bro
i85
Ala
Ser
Tyr

Gly

Ala
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Arg
105
Ser
Ser
Gln
Ala
Tyr
185
Ser

Glu

Gly

Gly
Ser
170
Arg
Gly

Ser

Glu
Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Thr
Ser
Ser
Thr
Arg
170
Lys
Ser

Asp

Val

149
Gly Thr
155

Gly His

Thr Leu
Phe Ser
Ala Gln

220

Gly Thr
235

Vval Lys
Tyr Thr
Gln Gly

Ser Tyr
60

Ser Thr

75

Thr Ala

Gly Tyr
Gly Gly
Tyr Glu
140
Ala Arg
155
Trp Phe
Asp Ser
Ser Gly
Glu Ala
220

FPhe Gly
235

101

Val
Tyr
Ile
Gly
205

Pro

Arg

Lys
Phe
Leau
45

Ala
Ser
val
Phe
Gly
125
Leu
Ile
Gln
Glu
Thr
205
Asp

Gly

Thr
Pro
Tyr
190
Ser

Glu

val

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Asp
110
Gly
Met
Thr
Gln
Arg
190
Thr

Tyr

Gly

Leu
Tyr
175
Asp
Leu
Asp

Phe

Gly

Asn

Lys
Val

Tyr

95

Tyx
Ser
Gln
Cys
Lys
175
Pro
Val
Tyr

Thr

Thr
160
Trp

Thr
Leu
Glu

Gly
2440

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Trp
Gly
Pro
Ser
160
Pro
Ser
Thr
Cys

Lys
240
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<400> 50

Gln
1
Thr
Gly
Trp
val
65
Vval
Cys
BPro
Ser
Gln
145
Thr
Gln
Leu
Asp
Tyr

225
Thr

Ile
Leu
Gly
Leu
50

Lys
Leu
Ala
Trp
Gly
130
Ser
Cys
Lys
Gln
Phe
210

Tyr

Lys

<210> 51

<211> 249

Thr
Thr
Gly
3s

Ala
Asn
Thr
His
Gly
115
Gly
Pro
Arg
Pro
Ser
195
Thr
Cys

Val

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 51

Gln
1
Ser
Phe
Gly
Gln
65
Met
Ala
Tyr
Ser
Gln
145
Cys

Tyr

val
Val
Ile
Leu
50

Gly
Glu
Arg
Trp
Gly
130
Pro

Thr

Gln

Gln
Lys
His
35

Leu
Arg
Leu
Glu
Gly
115
Gly
Pro

Gly

Gln

Leu
Leu
20

Val
Val
Arg
Met
Leu
100
Gln
Gly
Ser
Ala
Gly
180
Gly
Leu

Gln

Glu

Leu

Val
20

Trp
Asn
Ile
Ser
Gly
100
Gln
Gly
Ser

Thr

His

Lys
Thr
Gly
Ile
Leu
Thr
85

Met
Gly
Gly
Ser
Ser
165
Lys
val
Thr
Lys

Ile
245

Val
Ser
Val
Pro
Thr
Ser
Gly
Gly
Gly
Val
Ser

165
Pro

Glu
Cys
Trp
Tyr
Thr
70

Asn
Met
Thr
Ser
Leu
150
Gln
val
Pro
Ile
Tyr

230
Lys

Gln
Cys
Arg
Thr
Met
70

Leu
Ala
Thr
Ser
Ser
150

Ser

Gly

Ser
Asn

Leu

Trp
55

Ile
Met
Asp
Leu
Gly
135
Ser
Gly
Pro
Ser
Ser

215
Asn

Ser
Lys
Gln
Asp
55

Thr
Arg
Asp

Leu

Ser
135

‘Gly

Asp

Lys

Gly
Phe
Arg
40

Ser
Thr
Asp
Thr
val
120
Gly
Ala
Ile
Lys
Axrg
200

Ser

Ser

Gly
Ala
Ala
40

Ser
Ser
Ser
Thr
Val
120
Gly
Ser

val

Ala

ES 2603 061 T3

Pro
Ser
25

Gln
Asp
Lys
Pro
Ser
105
Thr
Gly
Ser
Ser
Leu
185
Phe

Leu

Ala

Ala
Ser
25

Pro
Gly
Asp
Asp
Thr
105
Thr
Gly
Pro

Glu

Pro

Ala
10

Gly
Pro
Gly
Asp
val
Ile
val
Gly

val

Asn

170

Leu
Ser
Gln

Pro

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Arg
Val
Gly
Gly
Ala

170
Lys

Leu val-

Phe Ser
Pro Gly
Lys Arg
Thr Ser
75
Asp Thr
Thr Thr
Ser Ser
Ser Ala
140
Gly Asp
155
Tyr Leu
Ile Tyr
Gly Ser
Pro Glu
220

Gly Thr
235

Val Lys
Tyr Thr
Gln Gly
Leu Tyr
60
Ser Thr
75
Thr Ala
Val His
Ser Ser
Ser Gln
140
Gln Ser
155
Tyr Asn

Leu Met

102

Lys
Leu
Lys
45

Tyr
Lys
Ala
His
Gly

125
Ile

Ala
Ala
Gly
205
Asp

Phe

Lys
Phe
Leu
45

Ala
Asn
Met
Ser
Gly
125
Ala
Ile
Tyr

Ile

Pro

Ser

Ala

Ser
Asn
Thr

Irp
110
Gly
Arg
val
Trp
Ala
190
Ser

Val

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Gln
Thr
Tyr
Ser
110
Gly
Val
Thr

val

Tyr

Thr
15

Thr
Leu
Pro
His
Tyr
95 .
Phe
Gly
Met
Thr
Tyr
175
Ser
Gly
Ala

Gln

Gly
15
Asn

Tzp
Asn
Val
Tyr
95

Phe
Gly
Leu
Ile
Ser

175
Asp

Gln
Tyr
Glu
Ser
val
80

Tyr
Asp
Gly
Thr
Ile
160
Gln
Thr
Thr

Thr

Gly
240

Ser
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys
Asp
Gly

Thr

Ser
160

Trp

val
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180 185 190
Ser Asn Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Ser Lys Ser
195 200 205
Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu Gln Ala Glu Asp Glu
210 215 220 .
Ala Asp Tyr Tyr Cys Ser Ser Tyr Thr Ser Ser Arg Thr Trp Val Phe
225 ' 230 235 240
Gly Gly Gly Thr Lys Val Ile Val Leu
245

<210> 52

<211> 246

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Gln val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 . 10 . 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
Ala Leu His Trp Val Axg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Val Thr Val Lys Tyr Ala Val Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Phe
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ala lLeu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Lys Ala Arg Gly Ala leu Leu Glu Ala Ala Asp Thr Pro Ser Asp
100 108 110
Asp Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Gly Gly Gly Gly
115 : 120 125
Ser Gly CGly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Asp Ile Val Met Thr
130 135 140
Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile
145 150 155 160
Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln
165 170 175
Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Ser
180 185 190
Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
195 200 205
Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser leu Gln Pro Glu Asp Val Ala Thr
210 215 220 :
Tyr Tyr Cys Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly
225 230 235 240
Thr Lys Val Asp Ile Lys
245

<210> 53

<211> 244

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53
Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Ala Gly Leu Leu Arg Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Gly Leu Tyr Gly Gly Ser Phe Ser Gly His
20 25 30
Tyr Trp Asn Trp Ile Arg Gln Ser Pro Glu Lys Gly Leu Val Trp Ile
35 40 45

103
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15

20

Gly Glu Tle

Ser Vval
€5

Lys

Arg

Leu Ser

Arg Gly Asp

Thr Val
115
Gly

Leu

Ser Gly

130
Pro Val Ala
145
Ser

Asn Ile

Thr Ala Pro

Ile Pro Asp
195
Ile Thr

210
Trp

Gly

Thr
225
Leu

Asp

Thr val
<210> 54
<211> 801
<212> DNA
<213> Homo s

<400> 54

caggtgcagce
tectgeaagyg
cceggygaaag
agceoctect
ttgcagtgga
attgtagtag
caaggaacce
ggtggcggat
gaaagagcca
cagtagaaac
ggcatecccag
agactggagc
tggacgttcg
tacaaagatg

<210> 55
<211> 801
<212> DNA
<213> Homo s

<400> 55

caggttcage
tcctgeoaagg
cctggacaag
gceacagaagt
atggagctga
ggttccgagt
ggccaaggaa
ggcggtggeg
ggagacagag
tatcagcaga
agtagggtcc
agcagcctge
tacacttttg
tacaaagatg

Thr His

Ile Thr

Phe Val
85
Tyr Tyr
100
Thr vVal

Gly Gly

Pro Gly

Ser
Ser
70

Thr
Gly
Ser

Ser

Gln

Gly Thr
55
val Asp

Pr¢ Ala

Tyr Trp

Thr
Thr
Asp

Tyr-
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Asn Tyr

Ser Lys
75
Thr Ala
90

Phe Asp

105

Ser Gly
120
Gln Ser
135

Lys Val

150

Asn
165
Leu

Gly

Lys
180
Arg Phe

Gly Leu

Ser Ser

Asn

Leu

Ala

Gln

Leu

Tyr Val

Ile Tyr

Gly
Val
Thr
Ser

Asp

Gly Gly

Leu Thr

Ile Ser
155
Trp Tyr
170

Thr Asn

185

Gly Ser
200
Thr Gly
215

Ser Ala

230

Leu

apiens

tggtgeagtc
gttctggata
gectggagtyg
tccaaggeca
gcagcctgaa
taccagcetge
tggtcaccgt
ccgaaattgt
cectetectg
ctggccaggc
acaggttcag
ctgaagattt
gccaagggac
acgatgacaa

apiens

tggtgcagtc
cttotggagg
ggcttgagtg
tecagggeag
gcagcctgag
cgcaagatce
cectggteac
gatcegacat
tcaccatcac

aaccagggaa
catcaaggtt
agcctgaaga
geccaggggac
acgatgacaa

tggagcagag
cagctttace
gatggggagy
cgtecatcate
ggccteggac
tccetattac
ctectcagge
gttgacgcag
cagggccagt
tceccaggeto
tggcagtggg
tgcagtgtat
caaggtggag
a

tggggctgag
caccttecage
gatgggaggg
agtcacgatt
atctgaggac
gteegatatt
cgtetectea
ccagatgacc
ttgtcgggeg
agccectaag
cagcggcagt
ttttgeaact
caagctggag
a

Lys
Asp

Gly

Ser Gly

Glu Ala

val Phe
235

gtgaaaaagc
agccactgga
attgatccta
tcagttgaca
accgecatat
tactactact
ggcggeggct
tctccaggca
cagactgtta
cteoatctatg
tctgggacag
tactgtcage
atcaaacgtg

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatcccta
accgeggacy
acggccatat
tggagtggtt
ggcggtggeg
cagtctcegt
agtcagggta

ctcectgatet

ggatctggga
tactattgte
atcaaacgtg

Asn
60
Asn

Pro Ser

Gln Tyr

val Tyr Tyr

Leu Gly
110
Gly

Trp
Ser Gly
125
Gln Pro
140

Cys

Pro

Ser Gly

Gln Gln Leu
Pro
1990

Ala

Lys Arg

Thr Ser
208
Asp Tyr
220
Gly

Tyr

Gly Gly

ccggggagte
tcagctgggt
gtgactctta
agtccatcag
attactgtge
acggtatgga
ctggcggagg
cecctgtettt
acagctactt
gtgcatcecag
acttcactet
agtatggtag
gccteggggg

ctgggtccte
tcagetgggat
tctttggtac
aatccacgag
attactgtge
attacggtat
gctetggegg
ctteegtgte
ttagcagctg
atgctgcecate:
cagatttcac
aacaggctaa
gcetcggggyg

104

Leu Lys
Leu
80

Ala

Ser

Cys
95
Arg Gly

Gly Gly

Ser Val
Ser
160
Gly

Ser

Pro
175
Ser Gly

Thr Leu

Cys Gly

Thr Lys '
240

teoctgaggate
gcgecagatg
tagcaactac
cactgectac
gagacagctce
cgtctggggce
tggcagcage
gtecteccaggg

agcctggtac
cagggccact

caccatcage
ctcacatceg

cctggtcgac

ggtgaaggte
gcgacaggcec
agcaaactac
cacagcctac
gagagtcttt
ggaagtetgy
aggtggcagc
tgcatctgta
gttagcctgg
cagtttgecaa
tctcaccate
cagtttcceg

cctggtegac

60

120
180
240
300
360
429
480
5490
600
660
720
780
801

[-14]

120
180
2490
300
360
429
480
540

600
660
720
780
801
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<210> 56
<211> 729
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 56
caggtgcage
tectgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ataactggaa
tcaggcggcg
acccagtete
gcaagtcaga
aagctcctga
agtggatcety
acttactact
gagatcaaa

<210> 57
<211> 792
<212> DNA

tggtggagte
cttetggagg
ggcttgagtg
tccagggceag
gcagcctgag
ctacggctcc
geggetcegg
catectceet
gcattagcag
tctatgectge
ggacagattt

gtcaacagag

<213> Homo sapiens

<400> 57

caggtgcage
tectgeaggg
cctggagaag
gcccagggct
ctgcaaatca
gcgtatageg
ctggtcaccg
tccgaaatag
accectcetect
cctggccagg
gccaggttca
tctgaagatt
Jggcggaggga
gacgatgaca

<210> 58
<211> 774
<212> DNA

tggtgcagte
cttctggata
ggcttgagtg
tcacagaacg
gcagcctaaa
gecagetggec
tcteoctcagg
tgatgacgca
gcagggccag
ctccecagget
gtggcagtgg
ctgcagttta

ccaaggtgga
aa

<213> Homo sapiens

<400> 58

caggtgeage
acctgegetyg
ccagtgaaqgqg
ccgtecttea
aagttgagat
aggtacggta
ggctotggeg

ctetecteac
ctegtacaca
ccaagagtec
ggcagtgggg

gagggtttatt
gaaatcaaac

<210> 59
<211> 735
<212> DNA

tacagcagtg
tetatggtgg
ggctggagtyg
agagtcgact
ttatgaccge
tggacgtetg
gaggtggcag

ctgtcaccct
gtgatggaaa
tcattcataa
cagggacaga
actgecatgea
gtggcctegg

<213> Homo sapiens

tggggctgag
caccttecage
gatgggagag
agtcacgatt
atctgaggac
cccagactac
cggaggtgge
gtctgoatet
ctatttaaat
atccagtttg
cacteteace
ttacagtace

cggatctgag
cacattecact
gatgggaggg
gtttgtctte
ggctgaggac
cttaggcecag
cggeggegge
gtcteccagee
tcagagtgtt
ccteatctat
gtetgggaca
ttactgtcag
gatcaaacgt

gggegeagga
gtcetteagt

gattggggaa
caccatatca

cgcggacacy
gggccaggygy
cageggtgge

tggacagccg
cacctacttg
ggtttctaac
tttcacactg
agctacacaa

gggcctggtc
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gcgaagaagc
agctatgcta
atcatececta
accgeggacg
acggcegtgt
tggggccagg
agcggeggtyg
gtaggagaca
tggtatcage
caaagtgggg
atcagecagte
ccteocgacgt

ttaaagaagc
agttattecca
atcaacacca
tecttegaca
actgecgtgt
aacccttetg
tetggeggag
accctgtctyg
agccgcaact
gatacatcca
gagttcacte
cagtataata

ggcctegggg

ttgttgaagc
ggttactacec
gtcaatgatc
atcgacacgt
getgtatatt
acaatggtca
ggateegata

gcctecatcet
acttggtttc
ctgttetetyg
aaaatcagca
ttgtacactt
gactacaaag

ctgggtccte
tcagctgggt
tetttggtac
aatccacgag
attactgtagc
gcaccctggt
geggatcegt
gagtcaccat
ggaaaccagyg
tcacatcaag
tgcaacctga
tcggecaagy

ctggggcctce
tggtttgggt
acactgggaa
gctcekgteag
attactgtgc
accactgggg
gtggecagegg
tgtctocagg
tagcctggta
cecagggeeac
tcaccatcag
tetggectee

gectggtega

cttcggagac
ggacctggat
gtggaagccc
ccaagaacta
cgtgtgcgag
cegtetecte
ttgtgatgac

cctgcaggte
accagaggcc
gggtcececaga
gggtggaage
ttggcecaggy
atgacgatga

105

ggtgaaggtc
gcgacaggec
agcaaactac
cacagcctac
gagagccggt
caccgtctce
catctggatg
cacttgeegg
gaaagcecct
gttcagtgge
agattttgea
gaccaagetg

agtgaagctt
gegacaggece
ceccaacgtat
cacggcatat
gagagattgg
ccagggeace
cggtggegga
ggaaagagec
ccagcagaaa
tggtatecca
cagcectgeaqg
actcacttte
ctacaaagat

cctgtcecte
cegecagtcoe
caactacaac
gttatccctg
aattaggeet
aggcggcggce
ccagacteeca

tagtcaaagce
aggccagect
cagattcagt
tgaggatgtc
gaccaaggtg
caaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
729

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
792

60

120
180
249
300
360
420

480
540
600
660
720
774
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<400> 59

gaggtccage
tecctgcaagg
cctggaaaag
gogcagaagt
atggatctga
ttgtgtagtg
accgtctect
acgacactca
acctgeagtyg
tcecceagac
agtggcagtg
gctgccactt
aaggtggaga

<210> 60
<<211> 777
<212> DNA

tggtacagtce
tttceggata
ggcttgagty
tccagggeag
gcagcctgag
gtggtcgetg
caggcggegyg
cgcagtctee
ccagetcaag
tectgattta
ggtctgggac
attactgcca
tcaaa

<213> Homo sapiens

<400> 60

cagatgcagc
tectgeaagy
cectggacaag
gcacagaagc
atggagctga
agtcceettg
tctggeggag
tcectggetyg
ttatacaget
cctaagetge
ggcagcgggt
gecagtttatt
ctggagatca

<210> 61
<211> 783
<212> DNA

tggtgecagte
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggeag
ggagcctgag
actactgggg
gtggcagegg
tgtctetggg
ccaacaatat

taatttactyg
ctgggacaga
actgtcagea
aacgtggcct

<213> Homo sapiens

<400> 61

caggtgcagc
tcctgcaagyg
cctggacaag
gaccagaagt
atggagctga
gggagggtga
ggcggeggct
cecteocteat
tccageateg

aaactcctca
tecaggtett
gattattact
aagctgaceg
tac

<210> 62
<211> 732
<212> DNA

tggtgcaatc
gttctggata
ggcttgagty
ttcagggcag
gcaggctgag
ccacaggggg
ctggcggagy
tgtctggggce
gggcaggtta

tctacgggaa
acacctcage
gccagtcgta
tectaggtgg

<213> Homo sapiens

tggggctgag
caccctcact
gatgggaggt
agtcaccatg
atctgaggac
ctactcceac
cggctetgge
agcaatcatg
tatacgttac
tgacacatece
ctcttattct

ggagtggagt

tggggctgag
caccttcaac
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
ccagggecacce
cggtggegga
cgagagggec
gaactactta
ggcatctace
tttcactcte
gtattatagt
cgggggcctg

tggggctgag
cacdcetteace
gatgggatag
ggtegecaty
atctgacgac
ctactgggge
tggcagcage
cecogggacag
cgatgtacag

tgataatcgg
cteoectggte
tgacagcagt
ccteggggace
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gtgaagaagc
gaattatceca
tttgatectg
accgaggaca
acggeegttt
tttgactact
ggaggtggca
tctgecatecte
atatattggt
aacgtggcte
ctcacaatca

ggttatecegt

gtgaagaage
acctatgtta
atcagcgett
accacagaca
acggccgtgt
ctggtcaccg
tccgacatceg
accatcaact
gecttggtace
cgggaatceg
accatcagca
actcctccga
gtcgactaca

gtgaagaage
ggctactata
atcaacecta
accagggaca
actgeegtgt
cagggcaccc
ggtggcggat
agtgtcacea
tggtaccage

ccctcagggg
atcactagag
ctcattggtc
ctggtcgact

ctggggecte
tgcactaggt
aagatggtga
catctacaga
attactgtge
ggggccaggg
gcggeggtgg
caggggagag
accaacagaa
ctggagtece
accgaatgga
acacgttegg

etgggtecete
tcagttgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtge
tctectcagg

tgatgacecca

gcaagtccag
agcagaaacce
gggtcecctga
gectgeagge
cgtteoeggeca
aagatgacga

ctggggecte
tgcactgggt

acaatggtgg
cgtecatete

attactgtge
tggtcaccgt
cccagtetgt
tetectgege
aacttecagg

tcectgaceg
tccagattga
ctcaattcgg
acaaagatga

106

agtgaaggtc
gecgacagget
aacaatctee
cacagecctac
aacgeagege
caccacggte
cggatccgaa
ggtcaccatg
gcctggatce
ttttegette
ggctgaggat
aggggggaceo

ggtgaaggte
gegacaggec
cacaaactat
cacagectac
gagagtttgg
cggeggtgge
gtctcecagac
cecagagtgtt
aggacagcecct
ccgattcagt
tgaagatgeg
agggaccaag
tgacaaa

agtgaaggtc
gccacaggec
cacaaactat
cacagcctac
gagagataat
ctcctcagge
gttgacgcag
tgggaccagt
aaaaacecce

attctctgga
ggatgagget
cggggggacce
ccatgacaaa

60

120
180
240
300
360
420
480
540
£00
660
720
735

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
177

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
783
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<400> 62

caggtgcagc
teoctgtacyy
cccgggeaag
agteccegtect
ctgcagtgga
cccetectaca
tecteaggeg
atgacccagt
cgggcgagte
cctaagtcee
ggcagtggat
gcaacttatt
gtagagatca

<210> 63
<211> 762
<212> DNA

tggtgcaatce
ccteccggata
gcctggagtyg
tccaaggceca
gcagcctgaa
ctaacaacca
geggeggete
ctecatecte
agggcattag
tgatctatge
ctgggacaga
actgccaaca
aa

<213> Homo sapiens

<400> 63

gaggtgcage
tcctgtaagg
cctggacaag
gcacagagcet
atggagctga
tactacggta
ggetetggey
tccaccctgt
actagcaggt
tatgctgcat
acagatttca
caacagactt

ggcetegggy

<210> 64
<211> 783
<212> DNA

tggtgecagte
catctggata
dggcttgagtg
tccagggeaqg
gceagectgag
tggacgtctg
gaggtggcag
ctgcatctgt
ttttaaattg
ccagtttgca
ctctecaccat
ccagttaccce

gectggtega

<213> Homo sapiens

<400> 64

caggtccagce
toctgtygegy
ccaggcaagyg
gcagactceg
ctgcaaatga
cctgtattac
gtetectcag
acactcacge
tgcagggcea
caggctccca
ttcagtggeca

gatgaggeag
accaaggtgyg
aaa

<210> 65
<211> 786
<212> DNA

tggtacagtc
cetctggatt
ggctggagty
tgaagggeeg
acagcctgac
ggatttttga
geggeggegy
agtctcecagy
gtcagagtgt
ggctcctecat
gtgggtctgg

tttattactg
aaatcaaacqg

<213> Homo sapiens

tggggctgag
caactttgee
gatggggatc
ggtcacecatc
ggccteggac
ctaccttgac
tggeggaggt
actgtectgea
caattattta
tgcatccagt
tttcactctc
gtataagagt

tggggctgaa
cacctteage
gatgggagta
agtcaccatg
atctgaagac
gggccaaggce
cggcggtygge
aggagacaga
gtatcagcag
tagtggegte
cagcagtcetg
tetcactttce
ctacaaagat

tgggggaggc
caccttcaca
ggtggeacte
gttcaccatce
aagtgaggac
ttgggaattt
ctctggegga
caccetgtet
ttccageecece
ttatggtgca
gacagacttec

tcagcaatac
tagectegag
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gtgaaaaage
agctactgga
atctatcctg
tcagececgaca
accgecacgt
tattggggcc
ggcageggeg
tctgtaggag
gcectggttte
ttgcaaagtg
accatcagca
taccececctca

gtgaagaagce
gactacttta
atcaacccaa
accagagaca
acggcogtgt
accctggtca
ggatccgaca
gtcaccatca
aaacctggga
ccatcaaggt
caacctgaag
ggcggaggga
gacgatgaca

gtggtccagg
aactttggca
atcteatetyg
tccggagaca
acggetgttt
gactactggg
ggtggcageg
ttgtetecag
tacttageet
tcetaacaggg
actctcacca

tacaatactce
ggectggteg

ecggggagte
teggctgggt
gtgactctga
agtccatecag
attactgtgt
agggcacect
gtggeggate
acagagtcac
agcagaaacc
gggtcccatc
gcetgecagec
cttteggegg

ctggggecte
tgcactgggt
ctggtggttc
cgtccacgag
actactgtac
ccgtetecte
tegtgatgac
cttgecggge
aagccecctaa
teagtggecag
attttgcaac

ccaaggtgga
aa

ttgggaggtc
tgcactgggt
atggatatag
actccaagaa
attactgtge
gccagggaac
geggtggegy
gggaaagagce
ggtaccagca
ccactggcat
tcagcagect

cgeteacttt
actacaaaga

107

tctgaagatce
gegecagatg
taccagatac
cacecgectac
gagacgggtc
ggtcaccgte
cgecatecag
catcacttgt
agggaaagcc
aaagtacagc
tgaagatttt
agggaccaag

agtgaaggtt
gcgacaggee
cacaacctac
catagtctac
gcgagtcgge
aggeggcegyge
ccagtcteca
aagtcagage
actcctgate
tggatctggg
ttactactgt
aatcaaacgt

cctgagactt
ccgecagget
adaggcecetat
cacagtgtat
catcatacec
cetggteace
atccgaaacg
caccctetec
gaaacctgge
cccagacagqg
gcaggctgaa

eggcggaggyg
tgacgatgac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
732

€0

120
180
240
300
360
420
480 -
540
600
660
720
762

60

129
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
783
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<400> 65
caggtgcage
.acectgegetg
ccegggaagyg
cegteecteca
aagttgacct
tctagecgace
gtcacegtet
gatattgtga
ctetectgea
ggcecaggcte
aggttcagtg
gaagattttg

gggaccaagg
gacaaa

<210> 66
<211>789
<212> DNA

tacagcagtg
tctatagtagg
ggctggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccge
tcttcatgceg
cctcocaggegg
tgacccagac
gggecagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtgtatta
tggaaatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 66
gaggtgcage
tectgeoaagy
tctggacaag
gcacagaagc
atggagetga
cgatattttg
ctggtcaceg
tecgacatee
accatcactt
ccagggaaaqg
tcaaggttca
cctgaagatt
ggagggacca
gatgacaaa

<210> 67
<211> 747
<212> DNA

tggtgecagte
cttetggtta
ggcttgagtg
tccagggeag
ggagcetgag
actggttatt
teteectecagg
agatgacecca
gtegggegag
ccectaaget
geggeagtgg
ttgcaactta
agctggagat

<213> Homo sapiens

<400> 67

caggtgcage
toctgeaagg
cectggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggtcatagta
accgtetect

actgtggtga
tgtggecteca

cctggecaag
gcceggttet
cctgaggatg
ggagggacca

<210> 68
<211>735
<212> DNA

tggtgcaate
cttetggagg
ggcttgagtg
tccagggceag
gcagectgag
ctaactacta
<caggcggcgg
cccaggagec
gcactggage
cececaggac
caggcteect

aggctgagta
agctgaccgt

<213> Homo sapiens

gggcgeaggce
gtettttact
gattggggaa
caccacgtceg
cgoggacacy
gggggttggc
cggeggetcet
tccaggcacce
gggtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtcaccag
acgtggccte

tggagetgag
cacctttace
gatgggatgg
agtcaccatg
atectgacgac
atacgggage
cggcggegge
gtcteettee
tcagggtatt
cctgatctat
atctgggaca
ctattgtcaa
caaacgtggce

tggagctgag
cacctteage
gatgggatgg
agtcacgatt
atctgaggac
ctactacggt
cggectctgge
ctcactgact
tgtcaccagt
actgatttat
cettggggge
ttactgcttg
cctaggt
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ctgttgaagce
cgtgactact
atcaatcata
gtagacaagt
getgtetatt
ggtatggacg
ggcggaggtg
ctgtcttegt
agcaacttag
gcatccaaca
ttcactctca
tatggtagct
gggggcctgg

gtgaagaagc
agctatggta
atcagegett
accacagaca
acggeegtgt
gactactttg
tectggcggag
accctgtetyg
agcagetggt
getgeateca
gattteacte
caggctaaca
ctcgggggec

gtgaaggagc
agctatgeta
atcatcecta
accgcggaca
acggeegtgt
atggacgtct
ggaggtggca

gtgtcectag
ggtecattatc

gatacaagca
aaagctgecc

ctetectata

ctteggagac

ggggctggat
gtggaagcac
ccaagaatca
actgtgcgag
tctggggeca
gcageggegg
ctecagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccgtacac
tcgactacaa

ctggggccecte
tcagetgggt
acaatggtaa
catcecacgag
attactgtge
actactgggg
gtggcagcag
tatctgtagg
tagectggta
gtttgeaaag
tcactateag
gtttccecget
tggtegacta

ctgggtcete
tctactgggt
tecttggtat
aatceacgag
attactgtge
ggggccaagg
gcagcggtgg
gagggacagt
cctactggtt
acaaacactc
tgacccttte

gtggtactcg

108

cctgteccte
cegecageee
caactacaac
gttctcectg
acgeecggcett
aggcaccctg
tggcggatcet
aagagccacc
gcagaaacct
cataccacte
actggaacct
ctttggecag
agatgacgat

agtgaaggtce
gegacaggac
cacaaactat
cacagcctac
gagagtacce
ccagggaacc
cggtggegga
agacagagte
tcagcagaaa
tggggtceca
cagectgeag
cactttcggce
caaagatgac

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
agcaaactac
cacagectac
gagagcetgeco
caccctggte
cggatcecag
cactcetcaca
ccagcagaag
ctggacccct
gggtgcgcag

ggtgttegge

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
786

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
789

60

120
180
240
300
360
420
4890
540
600
660

720
747
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<400> 68

gaggtgcage
tcctgeaagy
cctggacaag
gcacagaagt
atggagetga
aaagagtata
tcctcaggceg
ctgatgcage
ggagatgtac
gtgctggtga
tccagecteag
gactattact
gtcaccgtoe

<210> 69
<211> 783
<212> DNA

tggtgcagtc
catctggata
ggcttgagtg
tocagggcag
gcagcctgag
gccgtacggg
gcggeggate
catcctcagt
tggcaaaaaa
tttataaaga
ggaccacagt
gttactctge
taggt

<213> Homo sapiens

<400> 69
cagatcacct
acctgcaact
cagecoceayg
tacagccect
gtectgacaa
atgatggata
accgtctcect
atccggatga
acttgccggg
aaagttccta
ttcagcggeca
gatgttgcaa
accaaggtgg
aaa

<210>70
<211> 747
<212> DNA

tgaaggagtc
tctetgggtt
gaaaggecect
ctgtaaagaa
tgaccaacat
catctattac
caggcggcgg
cccagtctec
cgagtcaggg
agctcctgat
gtggatctgg
cttattactg
agatcaaacg

<213> Homo sapiens

<400> 70

caggtgcage
tcetgeaagyg
cetggacaag
gcacagaact
atggagetga
ggggcecgaca
accgtctect
gectgtgetga
tgcactggaa

ccaggcaaag
aatcgettct
gctgaggacg
ggcggaggga

<210> 71
<211> 738
<212> DNA

tggtgcaatce
catctggata
ggcttgagtyg
tccagggcag
gcagectgag
ataccegggt
caggcggcgyg
ctecagecgee
ccagcagtga

ceccccaaact
ctggetocaa
aggctgatta
ccaaggtcat

<213> Homo sapiens

tggggctgag
caccttcace
gatgggaata
agtcaccatg
atctgaggac
¢ctactttgac
tggcggaggt
gtcagtgtct
atgtgcectcegg
cagtgagcgg
caccttgacc
ggctgacaac

tggtcctgey
ctcecteage
ggagtggett
ccggetecace
ggaccectgtyg
tacceactgg
cggctctgge
atcctecetg
cattageaat
ctatgctgea
gacagatttc
tcaaaagtat
tggectcggg

tggggctgag
caccttcace
gatgggacta
aatcaccatg
atctgacgac
ccactetteg
cggctctgge
ttcegtgteg
cgttgaaget

catgatttat
gtctggcaac
ttactgcagce
cgtecta
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gtgaagaagc
aactactata
atcaacccta
actagggaca
acggecgtgt
tactggagece
ggcagcagceg
ccgggacaga
tggtteccagce
cccteaggga
atcagcgggg
aacctggggg

ctggtgaaac
acttatggag
gaecgteattt
atcaccaagg
gacacagcca
ttegacecet
ggaggtggea
tctgecatctyg
tatttagect
tccactttge
actctcacca
aacagtgcce
ggcctggteg

gtgaagaagc
aactacttta
ctcaacecta
accagtgaca
acggccatgt
tttgactact
ggaggtggca
gggtetcctg
tacaactatg

gatgtcagta
acggcctcec
tcatatacaa

ctggggecte
tgcactgggt
gtggtggtag
cgtccacgag
attactgtge
agggcaccct
gtggeggatce
cagccaggat
agaagccagg
tccectgageg
cccaggttga
tgtteggcgy

ccacacagac
ggggtatggg
attggagtga
acacctcecaa
cctattattg
ggggccaggyg
gcggcggtag
taggagacag
ggtatcagea
aatcaggggt
tcagcagcct
ctgggacgtt
actacaaaga

ctgggtecte
tacactgggt

ctgatagtygy
cgteccacaaa
attactgtge
ggggccaggy
gcageggtgg
gacagtcgat
tcteoetggta

atcggeccte
tgaccatcte
gcagcagceac

109

agtgaaggtt
gcgacaggecd
cacaagctac
cacagtctac
gagagatttc
ggtcaccgtc
ctcctatgag
cacctgcteca
ccaggcecect
attctecgge
ggatgaggct
agggaccaag

cctcacgetg
ctggctecgt
tggtaaacge
aaaccacgtg
tgcacacctt
aaccetggte
cggatccgec
agtcaccatce
gaaaccaggyg
cccatetegg
gcagcctgaa
cggccaaggyg
tgacgatgac

ggtgaaggtt
gcgacaggec
cacactctac
cacagtctac
aagagagggyg
aaccctggte
cggatcccag
caccatctee
tcaacaacac

aggggtttat
tgggectecag

ttgggtgttc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
735

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
783

60

120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
747
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<400> 71
caggtgcage
teetgtgeag
ccagggaagyg
geggtetetg
ctgcaaatga
ggggccctct
accgtctect
atecgtgatga
acttgceggy
aaagecccta
ttcagtggea
gatgttgcaa
accazagtgg

<210>72
<211>732
<212> DNA

tgcaggagtc
cctetggatt
gcctggagtyg
tgaagggecg
acgctctgag
tagaagcagc
caggcggcgyg
cccagtctec
caagtcagag
agetectgat
gtggatetgg
cttattactg
atatcaaa

<213> Homo sapiens

<400> 72

caggtacage
acctgcggtc
ccagaaaagg
ccgtecectea
aagctgagcet
tatgggtact
ggcggegget
ccgecccteag
tccaacatty
ctecteattt
aagtctggea
tattactgeg
ctgaccgtcc

<210>73
<211> 369
<212> DNA

tgcagecagtce
tctatggtgg
ggctggtgtg
agagtcgagt
ttgtgaccce
ggtacttcga
ctggeggagg
ttecctgtgge
ggaataatta
atgacactaa
cgtcagceac
gaacatggga
ta

<213> Homo sapiens

<400> 73
gaaattgtgt

ctectectgea
ggcecaggete
aggttcagtg
gaagattttg
caagggacca
gatgacaaa

<210> 74
<211> 366
<212> DNA

tgacgcagtc
gggecagtcea
ccaggctcet
gcagtgggtc
cagtgtatta

aggtggagat

<213> Homo sapiens

<400> 74
gacatccaga
atcacttgte
gggaaagcece
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaage
gacaaa

<210> 75
<211> 366
<212> DNA

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaagetccet
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

<213> Homo sapiens

ggggggaggc
cacctttgat

ggtctcaggt
gttcaccate
atctgaggac
tgacacacca
cggetetgge
gtcctcocoetg
cattagcage
ctatgetgea
gacagatttc
tcaaaagtat

aggcgcaggt
gtccttecagt

gattggggaa
catcacatca

tgcggacacg
tctctggggce
tggcagcggce
cccaggacag
tgtatectygyg
taagecgacec
cctgggcatc
tagcagecetg

tccaggecacc
gactgttaac
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagecag
caaacgtggc

tccgtettee

gggtattage
gatctatget

tgggacagat
ttgtcaacag
acgtggecte
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ttggtacagc
gattatgecee
attagttgga
tcecagagaca
acggeccttat
tctgacgact
ggaggtggca
tctgeatctg
tatttaaatt
tecagtttge
actctcacca
aacagtgccce

ctattgagge
ggtcactatt
atcactcata
gtagacacgt
gccgtgtatt
cgtggcaccc
ggtggcggat
aaggtcacca
taccagcage
tcagggatte
accggactec
agtgctggeg

ctgtcotttgt
agctacttag

geatecagea
ttcactctea
tatggtaget

ctegggggee

gtgtctgeat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactcteca
gctaacagtt

gggggcctgg

ctggcaggtc
tecactgggt
atagtgttac
acgccaagaa
attactgtgce
ggggceaggg
gcggeggtgg
taggagacag
ggtatcagca
aaagtggggt
tcagcagect
cgtggacgtt

cttcggagac
ggaactggat
gtggaaccac
ccaagaatca
actgtgcgag
tggtcaccgt

cccagtctgt
tetectgete

tcccaggaac
ctgaccgatt
agactgggga
tgtteggegg

ctcecagggga
cctggtacca
gggecactgg
ccatcagcag
cacatcegtg
tggtegacta

ctgtaggaga
cctggtatcea
tgcaaagtag
ccatcageag
tcecegtacac
tcgactacaa

110

cctgagacte
cecggceaaget
cgtaaagtat
ctcoetgttt
aaaagccaga
caccctggtc
cggatccgac
agtcaccate
gaaaccaggyg
cecatcaagy
gcagcectgaa
caggcecaaggg

cctgteeete
cegecagtec
caattacaac
gtactcectg
aggtgattac
ctcetcagge
gttgacgecag
tggaagcage
agcccccaaa
cgctggctee
cgaggecegat
agggaccaag

aagagccacc
gtagaaacct
catceoecagac
actggagcct
gacgttegge
caaagatgac

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagect
ttttggeccag
agatgacgat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
738

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
732

60
120
180
240
300
360
369

60

120
180
240
300
360
366
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<400> 75
gtcatctgga
atcacttgec
gggaaagcac
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagc
gacaaa

<210> 76
<211> 369
<212> DNA

tgacccagtce
gggcaagtca
ctaagotect
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 76
gaaatagtga
ctctectgea

ggccaggete

aggttcagtg
gaagattcety

ggagggacca
gatgacaaa

<210>77
<211> 333
<212> DNA

tgacgcagtc
gggcecagtca
ceaggetect
gcagtgggte
cagtttatta

aggtggagat

<213> Homo sapiens

<400> 77

gatattgtga
atcteoctgea
tttcaccaga
tctggggtec

agcagggtgg
acttttggee

<210> 78
<211> 363
<212> DNA

tgacccagac
ggtctagtea
ggccaggaca
cagacagatt
aagctgagga
aggggaccaa

<213> Homo sapiens

<400> 78

gaaacgacac tcacgcagte
atgacctgeca gtgecagetce

tcctececeeca gactcectgat
ttcagtggea gtgggtcetgg
gatgetgeca cttattactg
accaaggtgg agatcaaacg

daa

<210>79
<211> 384
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 79

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccagc
gaatcegggg
atcagcagce
cctocgacgt
gactacaaag

<210> 80
<211> 333

tgacccagtc
agtccagceca
agaaaccagg
tcecctgaceg
tgcaggctga
tecggecaaqgqg
atgacgatga

tccatectee
gagcattage
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag
acgtggecte

tcocagecace
gagtgttagce
catctatgat
tgggacagag
¢tgteageag
caaacgtggce

teccactectec
aagcctegta
gccteccaaga
cagtggcagt
tgtcggggtt
ggtggaaatc

tocageaate
aagtatacgt

ttatgacaca
gacctcttat
ccaggagtgg
tggectcegag

tccagactce
gagtgtttta
acageeteet
attcagtggc
agatgcggcea
gaccaagcetyg
caaa
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ctgtctgecat
agctatttaa
gcatcecagtt
ttcactctca
agttacagta
gggggectgg

ctgtetgtgt
cgcaacttag
acatccacca
ttcactctca
tataatatct

ctegggggece

tcacctgteca

cacagtgatg
gtectcattc

ggggcaggga
tattactgca
aza

atgtctgeat
tacatatatt

tecaacgtgg
tctctcacaa
agtggttate
ggcctggteg

ctggctgtgt
tacagctcea
aagetgetea
agcgggtctg
gtttattact
gagatcaaac

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
ccectececgac
tegactacaa

ctecagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggectecact

tggtcgacta

cecttggaca
gaaacaccta
ataaggtttc
cagatttcac
tgcaagctac

ct.acagggga
ggtaccaaca

ctectggagt
tcaaccgaat
cgtacacgtt
actacaaaga

ctcotgggega
acaatatgaa
tttactggge
ggacagattt
gtcagcagta
gtggectegg

111

cagagtcacc
gcggaaacca
ggtcacatca
tctgcaacct
gttcggccaa
agatgacgat

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagee
cctgeagtet
cactttegge
caaagatgac

geecggectec
cttgacttgg
taacctgtte
actgaaaatc
acaattgtac

gagggtcace
gaagcctgga

cecttttege
ggaggctgag
cggagggyggy
tgacgatgac

gagggccacc
ctacttaget
atetaceccgg
cactctcacce
ttatagtact
gggectggte

60

120
180
240
300
360
366

60

120
180
240
300
360
369

60

120
180
2490
300
333

60
120

180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
360
384
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 80

cagtctgtgt
tectgegety
ctteccaggaa
ccetgacegat
cagattgagg
caattcggcg

<210> 81
<211> 321
<212> DNA

tgacgcagee
ggaccagtte
aaacccccaa
tctetggate
atgaggctga
gggggaccaa

<213> Homo sapiens

<400> 81

gceatccaga
atcacttgte
gggaaagece
aagtacagceg
gaagattttg
gggaccaagyg

<210> 82
<211> 321
<212> DNA

tgacceagte
gggcgagtcea
ctaagtcect
gcagtggatce
caacttatta
tggagatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 82

gacatcgtga
atcacttgece
gggaaagcce

aggttcagtyg
gaagattttg

gggaccaagqg

<210> 83
<211> 324
<212> DNA

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta
tggaéatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 83

gaaacgacac
cteteoctgea
cctggecagyg
gacaggttca
gctgaagaty
ggagggacca

<210> 84
<211> 321
<212> DNA

tcacgcagtc
gggccagtea
cteoccagget
gtggcagtag
aggcagttta
aggtggaaat

<213> Homo sapiens

<400> 84

gatattgtga
ctcteetgea
ggccaggctce

aggttoagty
gaagattttg

gggaccaagy

<210> 85
<211> 321
<212> DNA

tgacccagac
gggccagtca
ccaggetect
gcagtgggte

cagtgtatta
tggaaatcaa

<213> Homo sapiens

tocctcattyg
cagcateggy
actcctcatce
caggtcttac
ttattactgce
gctgacegte

tecatectea
gggcattage
gatctatget
tgggacagat
ctgccaacag
a

teccatecace
gagcactagc
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag
a

tccaggcacc
gagtgtttee
cocteatttat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaa

teccaggeace
gggtgttage
catctatgat
tgggacagac
ctgtcaccag
a

ES 2603 061 T3

tctggggeec
gcaggttacy
tacgggaatg
acctecagect
cagtcgtatg
cta

ctgtetgeat
aattatttag
gcatccagtt
ttcactcteca
tataagagtt

ctgtctgeat
aggtttttaa
geatcecagtt
ttcactctca
actteccagtt

ctgtetttgt
ageeectact

ggtgcatcta
gactteacte
caatactaca

ctgtcttegt
agcaacttag
gcatgcaaca
ttcactctca
tatggtagect

cgggacagayg
atgtacagtg
ataatcggec
cectggteat
acagcagtet

ctgtaggaga
cctggtttca
tgcaaagtgg
cdatcagecag
acceectcac

ctgtaggaga
attggtatca
tgecatagtgyg
ccatcagcag
accctetcac

ctcecagggga
tagectggta
acagggccac
teaccateag
atactccget

ctcecagggga
cetggtacea
gggceactgyg
ccatcagecag
caccgtacac

112

tgtcaccatce
gtaccagcaa
cteaggggte
cactagagte
cattggtect

cagagtcace
gcagaaacca
ggtcccatea
cctgeagect
ttteggegga

cagagtcacc
gcagaaacct
cgtcccatea
tctgeaacct
ttteggegga

aagagccacc
dcagcagaaa
tggcatccea
cagcctgeag
cactttegge

aagagccace’

gcagaaacct
catceocacte
actggaacct
ctttggceag

60

120
180
240
300
333

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
324

60

120
180
240
300
321
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<400> 85

gacatccaga
atcacttgte
gggaaagcee
aggttecageg
gaagattttg
gggaccaage

<210> 86
<211> 327
<212> DNA

tgacceagte
gggcgagtca
ctaagetect
gcagtggate
caacttacta
tggagatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 86

cagactgtgg
acctgtgget
aagcctggec
cctgoecggt
cagcctgagyg
ggcggaggga

<210> 87
<211> 321
<212> DNA

tgacccagga
coageactag
aagcccecag
totcaggete
atgaggctga
ccaagctgac

<213> Homo sapiens

<400> 87

tectatgage
acctgeteag
caggccectg
ttctecgget
gatgaggctg

gggaccaagg
<210> 88

<211> 321
<212> DNA

tgatgecagecc
gagatgtact
tgctggtgat
ccagctecagg
actattactg

tocacegtect

<213> Homo sapiens

<400> 88
gccatecgga
atcacttgee
gggaaagtte
cggttcageg
gaagatgttyg
gggaccaagg

<210> 89
<211> 330
<212> DNA

tgacccagte
gggegagtea
ctaagetect
gecagtggatce
caacttatta
tggagatcaa

<213> Homo sapiens

<400> 89

caggctgtge
tcectgeactyg
cacgcaggca
tctaatcget
caggctgagyg
tteggeggag

<210> 90
<211> 321
<212> DNA

tgacteagee
gaaécaqcag
aageadcgaa
tetetggete
acgaggctga
ggaccaaggt

<213> Homo sapiens

tccttecace
gggtattage
gatctatget
tgggacagat
ttgtcaacag
a

gccceteactg
agetgteace
gacactgatt
cctecttggg
gtattactgce
cgtccta

atecctcagtg
ggcaaaaaaa
ttataaagac
gaccacagte
ttactetgeg

a

tecatcctec
gggcattage
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaaaag
a

gecttcegtyg
tgacgttgaa
agctecatgatt
caagtctggce
ttattactge
catecgtccta
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ctgtctgtat
agctggttag
gcatcecagtt
ttcactctca
gctaacagtt

actgtgtcce
agtggtcatt
tatgatacaa
ggcaaagcetyg
ttgetetect

tcagtgtcte
tgtgcteggt
agtgagcgge
accttgacca
gctgacaaca

ctgtctgcat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca
tataacagtg

teggggtete
gettacaact

tatgatgtca
aacacggcct
agctcatata

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ctatcagcag
tccegetcac

taggagggac
atccctactg

gcaacaaaca
cectgacect
atagtggtac

cgggacagac
ggttcecagca
cctcagggat
tecagecggggce
acctgggggt

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag
ccectgggac

c¢tggacagte
atgteteetg
gtaateggee
ccectgaccat
caagecageag

113

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcet
tttcggcgga

agtcactcte
gttccageag
ctcctggace
ttegggtgeg
tegggtgtte

agceaggate
gaagccagge
ccctgagega
ccaggttgag
gtteggegga

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatet
cctgecagect
gttcggecaa

gatcaccate
gtatcaacaa
ctecaggggtt
ctctgggete

cacttgggtyg

€0

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
327

60

120
180
240
300

321

60

120
180
240
300
321

60

120
180
240
300
330
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<400> 90

gacatcgtga
atcacttgee
gggaaagece
aggttcagtg
gaagatgttyg
gggaccaaag

tgacceagte
gggcaagtea
ctaagetcect
gcagtggate
caacttatta
tggatatcaa

<210> 91

<211> 330

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 91

cagtctgtgt tgacgcagcee
tcctgetetg gaageagete
ccaggaacag cccccaaact
gaccgattcg ctggctccaa
actggggacyg aggcecgatta
ttecggeggag ggaccaaget

<210> 92

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE
<222> 4

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 92

tocgtectee
gagcattage
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaaaag
a

geectcagtt
caacattggg
cctecatttat
gtctggeacg
ttactgcgga
gaccgtecta

Tyr Ser Thr Xaa Asp Phe Ile Met

1 5

<210> 93

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE
<222> 4

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 93

Tyr Ser Thr Xaa Tyr Phe Ile Met

1 5

<210> 94

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE

ES 2603 061 T3

ctgtctgeat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca
tataacagtg

cctgtggece
aataattatg
gacactaata
tcagccacec
acatgggata

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag

ccecegtggac

caggacagaa
tatcctggta
agcgacccte
tgggcatcac
gecagectgag

114

cagagtcace
gcagaaacca
ggtoccatca
cctgeagect
gtteggecaa

ggtcaccate
ccageagete
agggattcct
cggactcocag
tgctggegtyg

60

120
180
240
300
321

690

120
180
240
300
330
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<222>3
<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 94
Ile Asn Xaa Asp Phe lLeu leu
1 5

<210> 95

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a
Gly Val Asn Ala Xaa Ser Ser Leu Phe
1 5
<220>
<221>VARIANTE
<222>5
<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 95

<210> 96

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 96
Gly Val Asn Pro Xaa Gly Gly Trp Phe
1 5

<210> 97

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 97
Lys Ala Lys Thr Xaa Thr Val Leu Tyr
1 5

<210> 98

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

115
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<220>
<221>VARIANTE
<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 98

ES 2603 061 T3

Lys Thr Lys Thr Xaa Thr Val Leu Tyr

1

<210> 99
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE
<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<220>

<221> MOD_RES
<222> 6

<223> Xaa = Orn

<400> 99
1
<210> 100

<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE
<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 100

5

5

Gly Ala Asn Pro Xaa Xaa Leu Tyr Tyr

Gly Ala Asn Pro Xaa Ala Leu Tyr Tyr

1

<210> 101
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE
<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 101

5

Gly Tyr Ser Thr Xaa Ser Tyr Tyr Phe

1

5
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ES 2603 061 T3

<210> 102

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 102
Gly Tyr Arg Thr Xaa Asn Thr Tyr Phe
1 5

<210> 103

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>4

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 103
Tyr Asn Pro Xaa Val Gly Tyr Phe
1 5

<210> 104

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 104
Gly Gly Lys val Xaa Ser Ala Tyr Phe
1 5

<210> 105

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

17
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ES 2603 061 T3

<400> 105
Ser Val Lys Pro Xaa Thr Gly Phe Ala
1 5

<210> 106

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222> 4

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 106
Asp Ser Val Xaa Ala Ser Tyr Phe
1 5

<210> 107

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 107
Lys Tyr Asn Pro Xaa Ser Asn Tyr Leu
1 5

<210> 108

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 108
Lys Tyr Asn Pro Xaa Ala Ser Tyr Leu
1 5

<210> 109

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>
<221>VARIANTE

118
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ES 2603 061 T3

<222>5
<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 109
Lys Tyr Asn Pro Xaa Ala Asn Tyr Leu
1 5

<210> 110

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 110
Arg Ile Pro Thr Xaa Thr Gly Phe Phe
1 5

<210> 111

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>3

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 111
Asp Ile Xaa Asn Ala Tyr Phe
1 5

<210> 112

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>3

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 112
Asp Met Xaa Asn Gly Tyr Phe
1 5

<210> 113

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

119
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ES 2603 061 T3

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 113
Lys Tyr Asn Pro Xaa Leu Gly Phe Leu
1 5 ‘

<210> 114

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 114
Lys Tyr Tyr Pro Xaa Phe Gly Tyr Phe
1 5

<210> 115

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 115
Gly Ala Arg Pro Xaa Gly Gly Phe Phe
1 5

<210> 116

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>5

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 116
Gly Ala Lys Pro Xaa Gly Gly Phe Phe
1 5

<210> 117

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

120
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ES 2603 061 T3

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222> 4

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 117
Tyr Ser Pro Xaa Thr Asn Phe Phe
1 5

<210> 118

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222> 4

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 118
Tyr Ser Pro Xaa Thr Asn Phe
1 5

<210> 119

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> péptido sintético a

<220>

<221>VARIANTE

<222>3

<223> Xaa = Ser, Tyr, Cys, Lys o un aminoacido con una cadena lateral quimicamente modificada

<400> 119
Gln Asn Xaa Pro Asn Ile Phe Gly Gln Trp Met
1 5 10

<210> 120

<211>8

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 120
Tyr Ser Thr Cys Asp Phe Ile Met
1 5

<210> 121

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 121
Gly Val Asn Ala Cys Ser Ser Leu Phe
1 5

<210> 122
<211>7

121
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<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 122
Ile Asn Cys Asp Phe Leu Leu
1 5

<210> 123

<211>8

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 123
Tyr Ser Thr Cys Tyr Phe Ile Met
1 5

<210> 124

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus arlettae

<400> 124
Gly Val Asn Pro Cys Gly Gly Trp Phe
1 5

<210> 125

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus auricularis

<400> 125
Lys Ala Lys Thr Cys Thr Val Leu Tyr
1 5

<210> 126

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus auricularis

<400> 126
Lys Thr Lys Thr Cys Thr val Leu Tyr
1 5

<210> 127

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus capitis

<220>

<221> MOD_RES
<222> 6

<223> Xaa = Orn

<400> 127
Gly Ala Asn Pro Cys Xaa Leu Tyr Tyr
1 5

<210> 128

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus capitis

<400> 128

Gly Ala Asn Pro Cys Ala Leu Tyr Tyr
1 5 :
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<210> 129

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus caprae

<400> 129
Gly Tyr Ser Thr Cys Ser Tyr Tyr Phe
1 5

<210> 130

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus caprae

<400> 130
Gly Tyr Arg Thr Cys Asn Thr Tyr Phe
1 5

<210> 131

<211>8

<212> PRT

<213> Staphylococcus carnosus

<400> 131
Tyr Asn Pro Cys Val Gly Tyr Phe
1 5

<210> 132

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus cohnii

<400> 132
Gly Gly Lys val Cys Ser Ala Tyr Phe
1 5 :

<210> 133

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus cohnii

<400> 133
Ser Val Lys Pro Cys Thr Gly Phe Ala
1 5

<210> 134

<211>8

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermis

<400> 134
Asp Ser Val Cys Ala Ser Tyr Phe
1 5

<210> 135

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermis

<400> 135
Lys Tyr aAsn Pro Cys Ser Asn Tyr Leu
1 5

<210> 136

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermis
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<400> 136
Lys Tyr Asn Pro Cys Ala Ser Tyr Leu
1 5

<210> 137

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermis

<400> 137
lys Tyr Asn Pro Cys Ala Asn Tyr Leu
1 5

<210> 138

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus intermedius

<400> 138
Arg Ile Pro Thr Ser Thr Gly Phe Phe
1 5 ’

<210> 139

<211>7

<212> PRT

<213> Staphylococcus lugdunensis

<400> 139
Asp Ile Cys Asn Ala Tyr Phe
1 5

<210> 140

<211>7

<212> PRT

<213> Staphylococcus lugdunensis

<400> 140
Asp Met Cys Asn Gly Tyr Phe
1 5

<210> 141

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus simulans

<400> 141
Lys Tyr Asn Pr¢ Cys Leu Gly Phe Leu
1 5

<210> 142

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus simulans

<400> 142
Lys Tyr Tyr Pro Cys Phe Gly Tyr Phe
1 5

<210> 143

<211>10

<212> PRT

<213> Staphylococcus gallinarum

124
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<400> 143

val Gly Ala Arg Pro Cys Gly
1 5

<210> 144

<211>9

<212> PRT

<213> Staphylococcus xylosus

<400> 144

Gly ala Lys Pro Cys Gly Gly
1 5

<210> 145

<211>8

<212> PRT

<213> Staphylococcus warneri

<400> 145

Tyr Ser Pro Cys Thr Asn Phe
1 5

<210> 146

<211> 11

<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

<400> 146

Gln Asn Ser Pro Asn Ile Phe
1 5

<210> 147

<211> 111

<212> PRT

<213> Murina

<400> 147

Asp Ile Val Arg Thr Gln Ser
1 5

Asp Gln Rla Ser Ile Ser Cys

20
Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His
3s
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65 70

Ser Ile Leu Glu Ala Glu Asp

85
Thr His Phe Pro Thr Phe Gly
100

<210> 148

<211> 112

<212> PRT

<213> Murina

ES 2603 061 T3

Gly Phe Phe
10

Phe Phe

Phe

Gly Gln Met

Trp
10

Ser Leu Ser Val Ser

10
Ser

Pro Leu

Arg Ser Gln Ser Leu Leu

25
Tyr Gln Pro
45

Ser

Trp Leu
40

val

Lys Gly
Phe
€0

Phe

Ser Asn Arg Gly

Ser Gly Thr Asp Thr Leu

75
Ile Tyr
90

Thr

Leu Gly Phe Cys Ser

Gly Gly

105

Glu Ile

110

Lys Leu

125

Leu
15

His
Gln
val
Lys
Gln

95
Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile

80
Ser
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<400> 148
Asp Ile Val
1

Met

Thr
5

Asp Gln Ala Ser Ile

Asn Gly Asn
35

20
Ile

Tyr

Pro Lys Leu Leu Ile

50
Asp Arg Phe
65

Ser

Gly

Ser Arg Val Glu Ser

Thr His Val

<210> 149
<211> 111
<212> PRT
<213> Murina

<400> 149

Asp Ile Val
1

Gln Arg Ala

Gly Tyr Ser
35
Llys Leu Leu
50
Arg Phe Ser
65
Pro Val Glu

Glu vVal Pro

<210> 150
<211> 111
<212> PRT
<213> Murina

<400> 150

Asp Ile Glu
1

Gln Arg Ala

Gly Tyr Ser
35
Lys Leu Leu
50
Arg Phe Ser
65
Pro Val Glu

Glu Val Pro

<210> 151
<211> 99
<212> PRT
<213> Murina

Pro
100

Met
Thr

20
Tyr

Ile
Gly
Glu

Tyr
100

Met
Thr
20

Tyr
Ile
Gly
Glu

Tyr
100

85
Tyr

Thr

Ile

Met
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

Thr
Ile
Met
Tyr
Ser
Glu

85
Thr

Gln
Ser
Leu
Tyr
Ser
70

Glu

Thr

Gln

Ser

His
Leu
Gly
70

Asp

Phe

Gln
Ser
His
Leu
Gly
70

Asp

Phe

Ala
Cys
His
Lys
55

Gly
Asp

Phe

Ala

Cys

Ala
55

Ser
Ala

Gly

Ile
Cys
Trp
Ala
55

Ser

Ala

Gly

Leu
Ser
Leu

Gly

Thr
Arg
Tyr
40

Ser
Gly
Ala

Gly

Thr
Arg
Tyr
40

Ser
Gly
Ala

Gly

ES 2603 061 T3

Leu
Ser
25

Phe
Ser
Gly
Gly

Gly
105

Ala
Ala

25
Gln

Asn
Thr
Thr

Gly
105

Ala
Ala
25

Gln
Asn
Thr
Thr

Gly
105

Ser
10

Ser
Leu
Ser
Thr
Ile

90
Gly

Ser
10
Ser

Gln
Leu
Asp
Tyr

30
Thr

Ser
10

Ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

20
Thr

Leu
Gln
Gln
Arg
Asp
75

Tyr

Thr

Leu

Lys

Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Leu
Lys
Lys
Glu
Phe
75

Tyx

Lys

Pro
Arg
Lys
Phe
60

Phe

Phe

Lys

Thr

Ser

Pro
Ser
€0

Thr
Cys

Leu

Thr
Ser
Pro
Ser
60

Thr
Cys

Leu

126

Vval
Leu
Pro
45

Ser
Thr
Cys

Leu

val
Val
Gly
45

Gly
Leu
Gln

Glu

val
val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Ser
val
Gly
Gly
Leu
Ser

Glu
110

Ser
Ser

30
Gln

Val
Asn
His

Leu
110

Ser
Ser
Gln
val
Asn
His

Leu
110

Leu
15

Pro
Gln
val
Lys
Gln

95
Ile

Leu
15
Thr

Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Leu
Thr
Pro
Pro
Ile
Ser

95
Lys

Gly
Ser
Ser
Pro
Ile
80

Thr

Lys

Gly

Ser

Pro
Ala

His

‘80

Arg

Gly
Ser
Pro
Ala
His

80
hArg
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<400> 151

Pro Leu Ser
1

Arg Ser Ser

Trp Tyr Leu
35
Val Ser Asn
50
Ser Gly Thr
65
Leu Gly Tle

Gly Gly Thr

<210> 152
<211>100
<212> PRT
<213> Murina

<400> 152

Thr Leu Ser
1

Arg Ser Ser

Trp Fhe Leu
35

Leu
Gln
20

Gln
Arg
Asp

Tyr

Leu

Gln
20
Gln

Ser Val
Ser Leu
Lys Pro
Phe Ser
Phe Thr
70

Phe Cys
85

Pro Val
"5
Arg Leu

Lys Pro

Leu Ser Ser Arg Phe Ser

50

Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65
Leu Gly Ile

Gly Gly Gly

<210> 153
<211> 99
<212> PRT
<213> Murina

<400> 153

Thr Ala Ser
1

Arg Ala Ser

Tyr Gln Gln
35
Ser Asn Leu
50
Gly Thr Asp
65
Ala Thr Tyr

Gly Gly Thr

<210> 154
<211> 99
<212> PRT
<213> Murina

Tyr

Thr
100

Leu
Lys
20

Lys
Glu
Phe

Tyr

70
Phe Cys
85

Thr vVal
-]
Ser val

Pro'Gly

Ser Gly

Thr Leu
70

Cys Gln
85

Ser Leu

Leu His

Gly Gln
40

Gly Val

55

Leu Lys

Ser Gln

Ser Leu
Val Pro

Gly Gln

Ser Leu
Ser Thr

Gln Pro
40

Val Pro

55

Asn Ile

His Ser

ES 2603 061 T3

Gly Asp
10

Ser Asn

25

Ser Pro

Pro Asp

Ile Ser

Ser Thr
90

Gly Asp
10

Ser Asn

25

Ser Pro

Pro Asp

Ile Ser

Thr Thr
90

Gly Gin
Ser Gly
25

Pro Lys
Ala Arg

His Pro

Arg Glu

Gln
Gly
Lys
Arg
Ile

15
His

Gln
Gly
Lys
Arg

75
His

Arg
Tyr
Leu
Phe
val

75
val

Ala
Asn
Leu
Fhe
60

Leu

Phe

Ala

Asn

Leu

Phe

val

val

Ala

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

127

Ser Ile

Thr Tyr
30

Leu Ile

45

Ser Gly

Glu Aala

Pro Thr

Ser Ile
Ile Tyr
30
Leu Ile
Ser Gly
Glu Ser

Pro Tyr

Thr Ile

Tyr Met
30

Ile Tyr

45

Gly Ser

Glu Glu

Tyr Thr

Ser
15

Leu
Tyr
Ser

Glu

Phe
95

Ser
15

Leu
Tyxr
Ser

Glu

Thr
95

Ser
15

His
Leu
Gly
Asp

Phe

Cys
His
Lys
Gly
Asp

80
Gly

Cys
His
Lys
Gly
Asp

80
Phe

Cys
Trp
Ala
Ser
Ala

80
Gly
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<400> 154

Thr Ala Ser

1

Arg Ala Ser

Tyr

35

Ser

50

Gly
65

Ala

Gly

<210> 155
<211> 333
<212> DNA
<213> Murina

<400> 155

gacattgtga
atctcttgta
tacctgcaga
tctggggtcece
agcatattgg

acgttcggtg

<210> 156
<211> 336
<212> DNA
<213> Murina

<400> 156

gacattgtga
atctottgea
ttcectgeaga
tetggggtee
agcagagtgy
tacacgttcg

<210> 157
<211> 333
<212> DNA
<213> Murina

<400> 157

gacattgtga
atcteatgea
caacagaaac
gaggtcecty
cctgtggagg
acgttcggag

<210> 158
<211> 333
<212> DNA
<213> Murina

<400> 158
gacattgaga
atctcatgca
caacagaaac
ggggtccctg
cetgtggagy
acgtteggayg

Gln Gln
Asn Leu
Thr Asp

Thr Tyr

Leu Thr

Lys Ser
20
Lys Pro

Glu Ser

Phe Thr

Val Ser
Val Ser
Gly Gln
Gly Val

Leu Asn

Leu

Thr

Gly

Ser

ES 2603 061 T3

Gln Arg

Gly Tyr

25

Pro
40
Pro
55

Ile

70

Tyr Cys

85

Gly Thr

ggacacagtc
gatctagtca

agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gaggcaccaa

tgactcagge
gatccagtea
agccaggcca
cagacaggtt
agtctgagga
gaggggggac

tgactcecagge
gggecageaa
caggacagcce
ccaggttcag
aggaggatgc
gggggaccaa

tgacccagat
dgggccagcaa
caggacagcece
ccaggttcag
aggaggatge
gggggaccaa

Gln His

Ser

tccactctee
gagecetttta
gtcectccaaaa
cagtggcagt
tetgggaatt
gcetggaaata

tacactctec
gcgecttgtt
gtctecaaag
cagtggcagt
tctgggaatt
caagctggaa

tactgettee
aagtgtcagt
acccaaactc
tggcagtgag
tgcaacctat
getggagetg

tactgcttee
aagtgtcagt
acccaaacte

tggcagtggyg
tgcaacctat

gctggagety

Pro
Ala
His

Arg

Lys Leu

Arg Phe

Pro
75
Glu Val

- 80

ctgtctgtca
cacagtaatg
ctoctgatet
ggatcaggga
tatttctget
aaa

ctgcectgtea
cccagtaatg
ctectgatct
ggatcaggga
tatttctget
atcaaa

ttaactgtat
acatctggct
ctcatctatc
tctgggacag
tactgtcage
aaa

ttaactgtat
acatetgget
ctcatctatc
tctgggacag
tactgtcage
aaa

Val’

Ala Thr Ile
Met
30

Tyr

Ser Tyr
Ile
45
Gly

Leu
Ser Ser
€0

Glu

Glu Glu

Pro Tyr Thr

gtcttggaga
gaaacaccta
acaaagttte
cagattteac
ctcaaagtac

gtcttggaga
gaaacattta
acaaacttte
cagatttecac
ctcaaactac

ctctggggca
atagttatat
ttgcatccaa
acttcacect
acagtaggga

ctectggggea
atagttatat
ttgcatccaa
actteaccet

acagtaggga

128

Ser
15
His

Cys
Txp
Leu Ala
Gly Ser
Asp Ala

Phe
95

Gly

tcaagecetee
tttacattgg
caaccgattt
actcaagatc
acattttecyg

ccaagectece
tttacattgg
cagtegattt
actcaagatc
acatgttcca

gagggccace
gecactggtac
cctagaatct
caacatceat

ggttcegtac

gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caacatccat

ggtteoeogtac

60

129
180
240
300
333

60

120
180
240
300
336

60

120
180
249
360
333

60

120
180
240
300
333
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<210> 159
<211> 297
<212> DNA
<213> Murina

<400> 159

ccactctece
agccttttac
tctccaaaac

agtggcagtg
ctgggaattt

<210> 160
<211> 300
<212> DNA
<213> Murina

<400> 160

acactctece
cgecttgtte
tctccaaage

agtggcagtg
ctgggaattt

<210> 161
<211> 297
<212> DNA
<213> Murina

<400> 161

actgcttcect
agtgtcagta
cccaaactceo

ggcagtgggt
gcaacctatt

<210> 162
<211> 297
<212> DNA
<213> Murina

<400> 162

actgcttect
agtgtcagta
cccaaactce

ggcagtgggt
gcaacctatt

<210> 163
<211> 387
<212> DNA

tgtctgtcag
acagtaatgg
tcctgatcta
gatcagggac
atttctgetc

tgcectgtcag
ccagtaatgg
tcctgatcta
gatcagggac
atttetgete

taactgtatc
catctggeta
tcatctatct
ctgggacaga
actgtcagca

taactgtatc
catctggeta
tcatctatct
ctgggacaga
actgtcageca

<213> Homo sapiens

<400> 163

caggtgeage
tactgeaagg
ccegggaaag
agcccctect
ttgcagtgga
attgtagtag
caaggaacce

<210> 164
<211> 390
<212> DNA

tggtgeagte
gttctggata
gcctggagtg
tccaaggeca
gcagcctgaa
tacecagectge
tggtcaccgt

<213> Homo sapiens

tcttggagat
aaacacctat
caaagtttec
agatttcaca
tcaaagtaca

tcttggagac
aaacatttat
caaactttce
agatttcaca
tcaazactaca

tetggggeag
tagttatatg
tgcatccaac
ctteacecete

cagtagggag

tctoggggcag
tagttatatg

tgcatccaac
cttecacccte
cagtagggag

tggagcagag
cagctttace
gatggggagg
cgteatcate
ggceteggac
tcoctattac
ctcetea

ES 2603 061 T3

caagcecteca
ttacattggt
aacecgatttt
ctcaagateca
catttteega

caageocteca
ttacattggt
agtecgatttt
ctcaagatca
catgttccat

agggccacca
cactggtacc
ctagaatctg
aacatccate
gtteegtaca

agggccacca
cactggtace
ctagaatctg
aacatccatc

gtteegtaca

gtgaaaaagc
agccactgga
attgatccta
tcagttgaca
accgecatat
tactactact

tctettgtag
acctgcagaa
ctggggtcee
gcatattgga
cgtteggtgg

tctettgeag
teoctgeagaa
ctggggtecc
gcagagtgga
acacgttegg

tctcatgeag
aacagaaacc
gggtcectge
ctgtggagga
cgttcggagg

tctcatgecag
aacagaaacc
gggtccctge
ctgtggagga
cgtteggagg

ceggggagte
tcagetgggt
gtgactctta
agtccateag
attactgtge

acggtatgga

129

atctagtcag
gcecaggecag
agacaggttc
ggctgaggat
aggcacc

atccagicag
gecaggecag
agacaggttc
gtctgaggat
aggggggacc

ggccagcaaa
aggacagcca
caggttcagt
ggaggatgct
ggggacce

ggccagcaaa
aggacageca
caggttcagt
ggaggatgct
ggggacc

tctgaggatce
gegecagatg
tagcaactac
cactgecctac
gagacagcte
cgtctgggge

60

120
180
240
297

60

120
180
240
300

60

120
180
240
297

60

120
180
240
297

60

120
180
240
300
360
387
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<400> 164

caggttcage tggtgcagte
tcctgecaagg cttetggagg
cetggacaag ggcttgagtg
gcacagaagt tecagggcag
atggagctga gcagcectgag

ggttccgagt cgcaagatcec
ggccaaggaa ccctggteac

<210> 165

<211> 363

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 165

caggtgcagc
tcctgecaagg
cetggacaay
gcacagaagt
atggagetga
ataactggaa

tggtggagtc
cttctggagg
ggcttgagtyg
tccagggeag
gcagectgag
ctacggctce

tca

<210> 166

<211> 378

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 166

caggtgcage tggtgcagtc
tcctgcaggg cttetggata
cctggagaag ggcttgagtg
gcccaggget tcacagaacg
ctgcaaatca gecagcctaaa
gecgtatageg geagetggece

ctggteaceg

<210> 167
<211> 366
<212> DNA

tetectea

<213> Homo sapiens

<400> 167
caggtgcage
acctgegetg
ccagtgaagg
ccgtecttea
aagttgagat
aggtacggta
ggctet

<210> 168
<211> 372
<212> DNA

tacagcagtg
tctatggtgg
ggctagagtg
agagtcgact
ttatgacege
tggacgtectg

<213> Homo sapiens

<400> 168

gaggtecage
tectgeoaagg
cctggaaaag
gcgcagaagt
atggatctga

ttgtgtagtyg
acecgtectect

<210> 169
<211> 348

tggtacagte
ttteceggata
ggcttgagtg
tecagggcag
gcagectgag
gtggtegetg
ca

tggggctgag
caccttecage
gatgggaggyg
agtcacgatt
atctgaggac

gtecegatatt
cgtcteetea

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaggy
agtcacgatt
atctgaggac
ccecagactac

cggatctgag
cacattcact
gatgggaggg
gtttgtctte
gactgaggac
cttaggccag

gggcgcagga
gtccttcagt

gattggggaa
caccatatca

cgeggacacy
gggccaggygyg

tggggcetgag
caccetcact
gatgggaggt
agtcaccatg
atctgaggac
ctacteccac
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gtgaagaagc
agctatgeta
atcatceccta
accgcggacyg
acggccatat

tggagtggtt

gcgaagaagce
agctatgcta
atcatceccta
accgeggacyg
acggecgtagt
tggggccagg

ttaaagaagc
agttatteca
atcaacacca
tccttegaca
actgeegtgt
aaccecttetyg

ttgttgaagce
ggttactacc
gtcaatgatc
atcgacacgt
gctgtatatt
acaatggtca

gtgaagaagce
gaattatcca
tttgatcctg
accgaggaca
acggeegttt
tttgactact

ctgggtecte
tcagctgggt
tctttggtac

aatccacgag
attactgtge

attacggtat

ctgggtccte

tcagctgggt
tctttggtac

aatccacgag

‘attactgtge

gcaccctggt

ctggggectc
tggtttgggt
acactgggaa
gctctgtcag
attactgtge
accactgggg

cttcggagac
ggacctggat
gtggaagece
ccaagaacta
cgtgtgegag
ccgtetecte

ctggggecte
tgcactgggt
aagatggtga
catctacaga
attactgtge

ggggceagyyg

130

ggtgaaggtc
gegacaggec
agcaaactac
cacagcctac
gagagtcttt

ggaagtctgg

ggtgaaggte
gcgacaggece
agceaaactac
cacagcctac
gagagecggt
caccgtctce

agtgaagctt
gegacagges
cécaacgtat
cacggcatat
gagagattgg
ccagggcace

cctgteccte
ccgecagtee
caactacaac
gttatcecetg
aattaggecet
aggcggceggc

agtgaaggtc
gcgacagget
aacaatctcc
cacagecctac
aacgcagage
caccacggtce

60

120
180
240.
300

360
390

60

120
180
240
300
360
363

60
120
180
240
300
360
378

60

120
180
240
300
360
366

60

1290
180
240
300
360
372
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 169

cagatgcagc
tcoctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagc
atggagetga
agtcecccttg

<210> 170
<211> 357
<212> DNA

tggtgcagtc
cttetggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
ggagcctgag
actactgggg

<213> Homo sapiens

<400> 170

caggtgcage tggtgcaatc
tcctgcaagg gttctggata
cctggacaag ggcttgagtyg
gaccagaagt ttcagggcag
atggagctga gcaggetgag
gggagggtga ccacagggygy

<210> 171
<211> 366
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 171
caggtgcage
tcctgtacgyg
ccegggcaag
agtcegtect
ctgcagtgga
ccectctaca
tcctea

<210> 172
<211> 351
<212> DNA

tggtgecaatc
cctccggata
gectggagty
tccaaggeca
gcagectgaa
ctaacaacca

<213> Homo sapiens

<400> 172

gaggtgcage
tcetgtaagg
cctggacaag
gcacagagcet
atggagectga
tactacggta

<210> 173
<211> 369
<212> DNA

tggtgecagtc
catctggata
ggcttgagtg
tccagggeag
gcagcctgag
tggacgtetg

<213> Homo sapiens

<400> 173

caggtccage
tcctgtgeagg
ccaggcaagy
gcagactecg
ctgcaaatga
cetgtattac
gtctcctca

<210> 174
<211> 375

tggtacagtc
cctectggatt
ggctggagtyg
tgaagggeog
acagcctgac
ggatttttga

tggggctgag
caccttcaac
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
ccagggcacc

tggggctgag
caccttcace
gatgggatgg
ggtcegecatg
atctgacgac
ctactgggygc

tggggctgag
caactttgce
gatggggatc
ggtcaccate
ggccteggac
ctaccttgac

tggggetgaa
caccttcage
gatgggagta
agtcaccatg
atctgaagac
gggeccaaggc

tgggggagge
caccttecaca
ggtggeacte
gttcaccate
aagtgaggac
ttgggaattt
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gtgaagaagc
acctatgtta
atcagcgett
acgcacagaca
acggecgtgt
ctggtcaccyg

gtgaagaagc
ggctactata
atcaacccta
accagggaca
actgeegtgt
cagggcacce

gtgaaaaagc
agctactgga

atctatectg
tcagcecgaca
accgecacgt
tattggggce

gtgaagaagc
gactacttta
atcaacccaa
accagagaca

acggcegtgt
accectggtca

gtggtccagg
aactttggea
atectcatetg
tocoggagaca
acggctgttt
gactactggg

ctgggtecte
tcagttgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtgce
tetectea

ctggggectce
tgcactgggt

acaatggtgg
cgtccatctc

attactgtge
tggtcaccgt

ceggggagte
teggetgggt
gtgactetga

agtccateag
attactgtgt
agggcaccect

ctggggcete
tgcactgggt
ctggtggtte
cgtccacgag
actactgtac
ccgtctecte

ttgggaggte
tgcactgggt
atggatatag
actccaagaa
attactgtgce
gccagggaac

131

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat
cacagectac

gagagtttgg

agtgaaggtc
gccacaggee
cacaaactat
cacagcctac
gagagataat
ctcctea

tctgaagatce
gcgecagatg
taccagatac
cacegectac
gagacgggtce
ggtcaccgtce

agtgaaggtt
gcgacaggcec
cacaacctac
catagtctac
gcgagtcggce
a

cctgagactt
ccgecagget
acaggcctat
cacagtgtat
catcataccc
cctggtceacce

60
120
180
240
300
348

60
120
180
240
300
357

60

120
180
240
300
360
364

60

120
180
240
300
351

&0

120
180
240
300
360
369
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 174

caggtgcagc
acctgegetg
cccgggaagyg
cegtecetea
aagttgacct
tctagegace
gtcaccgtct

<210> 175
<211> 378
<212> DNA

tacagcagtg
tctatagtgg
ggctggagtg
agagtcgagt
ctgtgaccge
tectteatgeg
cctca

<213> Homo sapiens

<400> 175

gaggtgcage
tcectgeaagg
tctggacaag
gcacagaagc
atggagctga
cgatattttg
ctggtcaceg

<210> 176
<211> 372
<212> DNA

tggtgeagtc
attetggtta
ggcttgagtg
tccagggeag
ggagectgag
actggttatt
tctectea

<213> Homo sapiens

<400> 176
caggtgcagce
teetgeaagy
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
ggtcatagta

accegtetect |

<210> 177
<211> 366
<212> DNA

tggtgcaatc
cttetggagy
ggcttgagtg
tocagggoag
gcagcctgag
ctaactacta
ca

<213> Homo sapiens

<400> 177
gaggtgcage
tectgeaagy
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
aaagagtata
tcctea

<210> 178
<211> 372
<212> DNA

tggtgecagte
catctggata
ggcttgagty
tccagggcag
geagooetgag
gcegtacggy

<213> Homo sapiens

<400> 178

cagatcacct
acctgcaact
cagcccccag
tacagccect
gtcectgacaa
atgatggata
accgtctect

tgaaggagtc
tctetgggtt
gaaaggecct
ctgtaaagaa
tgaccaacat
catctattac
ca

gggcgcaggce
gtcttttact
gattggggaa
caccacgtceg
cgcggacacyg
gggggttgge

tggagctgag
cacctttace
gatgggatgg
agtcaccatg
atctgacgac
atacgggagce

tggagctgag
caccttcecage
gatgggatgg
agteoacgatt
atctgaggac
ctactacggt

tgggygctgag
caccttcacc
gatgggaata
agtcaccatg
atctgaggac
ctactttgac

tggtecectgeg
cteccteage
ggagtggett
ccggcteace
ggaccctgtg
tacccactgg
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ctgttgaage
cgtgactact
atcaatcata
gtagacaagt
gctgtetatt
ggtatggacg

gtgaagaagc
agctatggta
atcagegett
accacagaca
acggeegtgt
gactactttyg

gtgaaggagc
agctatgeta
atcatceeta
accgoggaca
acggcegtgt
atggacgtet

gtgaagaage
aactactata
atcaacccta
actagggaca
acggccgtgt
tactggggec

ctggtgaaac
acttatggag
geegteattt
atcaccaagg
gacacagcca
ttcgacccet

cttcggagac
ggggctggat
gtggaagcac
ccaagaatca
actgtgcgag
tctggggeca

ctggggectc
tcagetgggt
acaatggtaa
catccacgag
attactgtge
actactgggg

ctgggteete
tctactgggt
tecettagtat
aatccacgag
attactgtgce

ggggccaagd

ctggggeetce
tgcactgggt
gtggtggtag
cgtcecacgaqg
attactgtge
agggcaccect

ccacacagac
ggagtgtgay
attggagtga
acacctccaa
cctattattg
ggggccagygg

132

cctgtececte
ccgcocagece
caactacaac
gttcteectg
acgcoggett
aggcaccetg

agtgaaggtc
gcgacaggcec
cacaaactat
cacagcectac
gagagtacce
ccagggaace

ggtgaaggte
gcgacagges
agcaaactac
cacagcctace
gagagctgee
cacccectggte

agtgaaggtt
gcgacaggec
cacaagctac
cacagtctac
gagagatttc
ggtcaccgte

cctecacgetg
ctggcteegt
tggtaaacgc
aaaccacgtg
tgcacacctt
aaccctggte

60

120
180
240
300
360
375

60

120
180
240
300
360
378

60

120
180
240
300
360

372

60

120
1890
240
300
360
366

60

120
180
240
300
360
372
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<210> 179
<211> 372
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 179

caggtgcage
tectgeaagg
cctggacaag
gcacagaact
atggagetga
ggggccgaca
acegtctect

<210> 180
<211> 372
<212> DNA

tggtgcaatc
catctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagectgag
ctaccegggt
ca

<213> Homo sapiens

<400> 180

caggtgcage
tectgtgeag
ccagggaagyg
geggtetetg
ctgcaaatga
ggggecctet
acegtetect

<210> 181
<211> 357
<212> DNA

tgcaggagtc
cctetggatt
gcetggagtg
tgaagggeeg
acgctetgag
tagaagcagce
ca

<213> Homo sapiens

<400> 181

caggtacagc
acctgeggte
ccagaaaagg
cegtecctea
aagctgagct
tatgggtact

tgcagcagte
tetatggtgg
ggctggtgtg
agagtcgagt
ttgtgaccece
ggtacttega

tggggctgag
cacctteace
gatgggacta
aatcaccatg
atetgacgac
ccactetteg

ggggggagge
cacctttgat

ggtctcaggt
gttcaccatc
atctgaggac
tgacacacca

aggcgcaggt
gtcettcagt
gattggggaa
catcacatca
tgcggacacg
tctetgggge
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gtgaagaagc
aactacttta
ctcaacccta
accagtgaca
acggecatgt
tttgactact

ttggtacagc
gattatgece
attagttgga
tccagagaca
acggccttat
tctgacgact

ctattgaggc
ggtcactatt
atcactcata
gtagacacgt
gecegtgtatt
cgtggeacce

ctgggtccte
tacactgggt
ctgatagtgg
cgtccacaaa
attactgtge

ggggccagygg

ctggcaggtc
tccactgggt
atagtgttac
acgccaagaa
attactgtge

ggggccagygy

cttcggagac
ggaactggat
gtggaaccac
ccaagaatca
actgtgcgag
tggtcacegt

133

ggtgaaggtt
gegadagged
cacactctac
cacagtctac
aagagagggg
aacccetggte

cctgagactce
ccggcaagct
cgtaaagtat
ctcecctgttt
aaaagccaga
caccectggte

cctgtececte
ccgecagtec
caattacaac
gtactccctg

aggtgattac
cteetea

60

120
180
2490
300
360

"372

60

120
180
249
300
360
372

60

129
180
240
300
357
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ES 2603 061 T3

REIVINDICACIONES

1. Una entidad molecular inmunogénica que comprende al menos un hapteno ligado a un vehiculo macromolecular,
en donde el hapteno comprende un péptido ciclico que comprende un anillo macrociclico, en donde el péptido ciclico
comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste RIPT(X***)TGFF (SEQ ID NO: 110),
GVNP(X*))GGWF (SEQ ID NO: 96), KAKT(X*)TVLY (SEQ ID NO: 97), KTKT(X*)TVLY (SEQ ID NO: 98),
GANP(X*)OLYY (SEQ ID NO: 99), GANP(X***)ALYY (SEQ ID NO: 100), GYST(X**)SYYF (SEQ ID NO: 101),
GYRT(X*™?)NTYF (SEQ ID NO: 102), YNP(X***)VGYF (SEQ ID NO: 103), GGKV(X**)SAYF (SEQ ID NO: 104),
SVKP(X**)TGFA (SEQ ID NO: 105), DSV(X**)ASYF (SEQ ID NO: 106), KYNP(X**?)SNYL (SEQ ID NO: 107),
KYNP(X*?)ASYL (SEQ ID NO: 108), KYNP(X**)ANYL (SEQ ID NO: 109), DI(X"“Z)NAYF (SEQ ID NO: 111),
DM(X**)NGYF (SEQ ID NO: 112), KYNP(X***)LGFL (SEQ ID NO: 113), KYYP(X** gFGYF (SEQ ID NO: 114),
GARP(X***)GGFF (SEQ ID NO: 115), GAKP(X***)GGFF (SEQ ID NO: 116), YSP(X***)TNFF (SEQ ID NO: 117),
YSP(X***)TNF (SEQ ID NO: 118), QN(X*?)PNIFGQWM (SEQ ID NO: 119),

en donde el tltimo residuo de aminoacido de cada secuencia es X', que es un residuo de aminoacido que esta unido
covalentemente a un grupo R a través del respectivo grupo carbonilo;

X2 e cualquier aminoacido, del cual el respectivo &tomo de carbono esta unido covalentemente a R;

en donde R comprende -CH,0-, -CH,CH,0-, -CH,CH(CH3)O-, -CHz-fenil-O-, -CH,S, -CH,CH,S- 6 -(CH2).NH-, en
donde n va de 1 a aproximadamente 4; y

en donde el residuo de aminoacido N-terminal del péptido ciclico esta unida al vehiculo macromolecular; y

en donde el vehiculo macromolecular tiene un tamario suficiente, en conjuncién con el hapteno unido al mismo, para
activar la aparicion de una respuesta inmune por parte de un organismo expuesto a la entidad molecular
inmunogeénica.

2. La entidad molecular inmunogénica de la reivindicacién 1, en donde el vehiculo macromolecular comprende una
proteina, un polimero o una nanoparticula.

3. La entidad molecular inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en donde el péptido ciclico, o un
analogo del mismo, esta unido covalentemente al vehiculo macromoleular.

4. La entidad molecular inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para uso en la prevencion o el
tratamiento de la infeccion por Staphylococcus en un mamifero.

5. La entidad molecular inmunogénica de la reivindicacién 4 para uso segun la reivindicacién 4, en donde el
Staphylococcus es Staphylococcus aureus.

6. La entidad molecular inmunogénica de la reivindicacién 4 para uso segun la reivindicacién 4, en donde el
Staphylococcus es Staphylococcus intermedius, y en donde el péptido ciclico comprende la secuencia de
aminoacidos RIPT(X*?)TGFF (SEQ ID NO: 110).

7. El uso de la entidad molecular inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la fabricacién de un
medicamento para prevenir o tratar la infeccion por Staphylococcus en un mamifero.

8. El uso de la reivindicacion 7, en donde el Staphylococcus es Staphylococcus aureus.

9. El uso de la reivindicacion 7, en donde el Staphylococcus es Staphylococcus intermedius, y en donde el péptido
ciclico comprende la secuencia de aminoacidos RIPT(X**)TGFF (SEQ ID NO: 110).
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