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DESCRIPCION
Lisinas de bacteriéfagos de Streptococcus para la deteccién y tratamiento de bacterias gram positivas
Campo de lainvencién

La presente invencion se refiere generalmente a métodos, composiciones y articulos de fabricacion utiles para la
mejoria y tratamiento profilactico y terapéutico de bacterias gram-positivas, incluyendo cepas bacterianas de
Streptococcus y Staphylococcus, incluyendo bacterias patogénicas y resistentes a antibidticos, y afecciones
relacionadas. La invencion se refiere a composiciones y articulos de fabricacion que incorporan lisinas aisladas de
bacteriéfagos de Streptococcus suis incluyendo las enzimas liticas PlySs2 y/o PlySs1 y variantes de estas,
incluyendo truncamientos de estas, y a métodos que utilizan los polipéptidos y composiciones de lisinas.

Antecedentes de lainvencién

Un problema principal en la medicina ha sido el desarrollo de bacterias resistentes a farmacos al usarse mas
antibiéticos para una amplia variedad de enfermedades y otras afecciones. Las infecciones hospitalarias son la 82
causa principal de muerte en los Estados Unidos, debido en gran medida a los patégenos resistentes a farmacos y
que estan surgiendo recientemente. Por ejemplo, hay mas de 500.000 casos de Staphylococcus aureus anualmente
en los EE. UU. y mas del 65% de las cepas son resistentes a multiples farmacos (MRSA). El uso de mas antibiéticos
y el numero de bacterias que muestran resistencia ha impulsado tiempos de tratamiento mas largos. Ademas, se
estan usando ahora mas frecuentemente los antibiéticos de amplio espectro, no especificos, algunos de los cuales
tienen efectos perjudiciales sobre el paciente. Un problema relacionado con este uso incrementado es que muchos
antibiéticos no penetran los revestimientos mucosos facilmente. Adicionalmente, parece que se esta incrementando
el nimero de personas alérgicas a los antibiéticos. De acuerdo con esto, existe una necesidad comercial de nuevas
estrategias antibacterianas, especialmente aquellas que funcionan a través de nuevas modalidades o proporcionan
nuevos medios para matar a las bacterias patogénicas.

Las bacterias gram-positivas estdn rodeadas de una pared celular que contiene polipéptidos y polisacaridos. La
pared celular de las gram-positivas aparece como una pared amplia, densa, que tiene un grosor de 20-80 nm y
consiste en numerosas capas de interconexion de peptidoglicano. Entre el 60% y el 90% de la pared celular de las
gram-positivas es peptidoglicano, que proporciona forma a la célula, una estructura rigida, y resistencia al choque
osmotico. La pared celular no excluye la tincion con cristal violeta Gram, permitiendo que las células se tifian de
morado y, por lo tanto, se clasifican como "Gram-positivas". Las bacterias gram-positivas incluyen, pero no estan
limitadas a, los géneros Actinomyces, Bacillus, Listeria, Lactococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Mycobacterium, Corynebacterium, y Clostridium. Las especies médicamente relevantes incluyen Streptococcus
pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, y Enterococcus faecalis. Las especies de Bacillus,
que forman esporas, causan antrax y gastroenteritis. Las especies de Clostridium que forman esporas son las
responsables del botulismo, tétanos, gangrena gaseosa y colitis pseudomembranosa. Las especies de
Corynebacterium causan difteria, y las especies de Listeria causan meningitis.

Los antibacterianos que inhiben la sintesis de la pared celular, tales como las penicilinas y las cefalosporinas,
interfieren con la unién de los interpéptidos del peptidoglicano y debilitan la pared celular de bacterias tanto gram
positivas como gram negativas. Como los peptidoglicanos de las bacterias gram-positivas estan expuestos, las
bacterias gram-positivas son mas susceptibles a estos antibiéticos. Ventajosamente, las células eucariotas carecen
de paredes celulares y no son susceptibles a estos farmacos u otros agentes de la pared celular.

Se han hecho intentos para tratar enfermedades bacterianas a través del uso de bacteriéfagos. Sin embargo, la
introduccion directa de bacteriéfagos en un animal para prevenir o luchar contra las enfermedades tiene
determinados inconvenientes. Especificamente, tanto las bacterias como el fago tienen que estar en los ciclos de
crecimiento correctos y sincronizados para que el fago se una. Adicionalmente, debe haber el numero correcto de
fagos para unirse a las bacterias; si hay demasiados o demasiados pocos fagos, no habra bien unién o produccion
de la enzima lisante. El fago también debe ser lo suficientemente activo. Los fagos también se inhiben por muchas
cosas incluyendo los restos bacterianos del organismo que va a atacar. Una complicacion mas del uso directo de un
bacteriéfago para tratar infecciones bacterianas es la posibilidad de reacciones inmunolégicas, que hacen que el
fago no sea funcional.

Las nuevas estrategias de terapia antimicrobiana incluyen antibidticos basados en enzimas ("enzibiéticos") tales
como lisinas de bacteriéfagos. Los fagos usan estas lisinas para digerir la pared celular de sus huéspedes
bacterianos, liberando la progenie viral a través de la lisis hipotonica. Un resultado similar se produce cuando se
afladen externamente lisinas recombinantes purificadas a bacterias Gram-positivas. La alta actividad letal de las
lisinas frente a los patdégenos Gram-positivos las hace candidatos atractivos para el desarrollo como agentes
terapéuticos. Las lisinas de los bacteriéfagos se propusieron inicialmente para erradicar el transporte nasofaringeo
de estreptococos patdgenos (Loeffler, J. M. et al (2001) Science 294: 2170-2172; Nelson, D. et al (2001) Proc Natl
Acad Sci USA 98:4107-4112). Las lisinas son parte del mecanismo litico usado por los fagos con ADN bicatenario
(ADNds) para coordinar la lisis del huésped con la compleciéon del ensamblaje viral (Wang, I. N. et al (2000) Annu
Rev Microbiol 54:799-825). El fago codifica tanto holinas que abren un poro en la membrana bacteriana como
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hidrolasas de peptidoglicanos denominadas lisinas que rompen los enlaces en la pared bacteriana [6].
Posteriormente en la infeccion, la lisina se transloca a la matriz de la pared celular donde hidroliza rapidamente los
enlaces covalentes esenciales para la integridad del peptidoglicano, causando la lisis bacteriana y la liberacion
concomitante de la progenie del fago.

Los miembros de la familia de las lisinas presentan un disefio modular en el que un dominio catalitico se fusiona con
un dominio de especificidad o de union (Lopez, R. et al (1997) Microb Drug Resist 3:199-211). Las lisinas pueden
clonarse a partir de secuencias de profago viral en los genomas bacterianos y usarse para tratamiento (Beres, S.B.
et al (2007) PLoS ONE 2(8):1-14). Cuando se afiaden externamente, las lisinas son capaces de acceder a los
enlaces de una pared celular Gram-positiva (Figura 1) (Fischetti, V.A. (2008) Curr Opinion Microbiol 11:393-400). Se
ha mostrado que las lisinas demuestran una alta actividad letal frente a numerosos patégenos Gram-positivos
(especialmente, la bacteria a partir de la cual se clonaron), surgiendo la posibilidad de su desarrollo como agentes
terapéuticos (Fischetti, V.A. (2008) Curr Opinion Microbiol 11:393-400; Nelson, D.L. et al (2001) Proc Natl Acad Sci
USA 98:4107-4112).

Se ha establecido que las enzimas liticas de los bacteriéfagos son Utiles en la evaluacion y tratamiento especifico de
varios tipos de infecciones en sujetos a través de varias rutas de administracién. Por ejemplo, la Patente U.S.
5,604,109 (Fischetti et al.) se refiere a la rapida deteccion de estreptococos del Grupo A en especimenes clinicos, a
través de la digestion enzimatica con una enzima lisina asociada a un fago estreptococal del Grupo C
semipurificada. El trabajo de esta enzima se convirtié en la base de las investigaciones adicionales, dando lugar a
métodos para tratar enfermedades. Las patentes de Fischetti y Loomis (Patentes U.S. 5,985,271, 6,017,528 y
6,056,955) describen el uso de una enzima lisina producida por bacterias estreptococales del grupo C infectadas con
un bacteriéfago C1. La Patente U.S. 6,248,324 (Fischetti y Loomis) describe una composicién para infecciones
dermatoldgicas por el uso de una enzima litica en un vehiculo adecuado para la aplicacion topica en tejidos
dérmicos. La Patente U.S. 6,254,866 (Fischetti y Loomis) describe un método para el tratamiento de infecciones
bacterianas del tracto digestivo que comprende administrar una enzima litica especifica para las bacterias causantes
de la infeccién. El vehiculo para administrar al menos una enzima litica al tracto digestivo se selecciona del grupo
que consiste en supositorios, enemas, jarabes o pildoras con recubrimiento entérico. La Patente U.S. 6,264,945
(Fischetti y Loomis) describe un método y una composicion para el tratamiento de infecciones bacterianas por la
introduccién parenteral (intramuscularmente, subcutaneamente, o intravenosamente) de al menos una enzima litica
producida por una bacteria infectada con un bacteriéfago especifico para esa bacteria y un vehiculo apropiado para
administrar la enzima litica en un paciente.

Las enzimas liticas asociadas a fagos se han identificado y clonado de varios bacteri6fagos, mostrando cada una
que es efectiva para matar cepas bacterianas especificas. La Patente U.S. 7,402,309, 7,638,600 y la Solicitud PCT
publicada WO02008/018854 proporciona distintas enzimas liticas asociadas a fagos utiles como agentes
antibacterianos para el tratamiento o reduccién de infecciones por Bacillus anthracis. La Patente U.S. 7,569,223
describe enzimas liticas para Streptococcus pneumoniae. La lisina util para Enterococcus (E. faecalis y E. faecium,
incluyendo cepas resistentes a vancomicina) se describen en la Patente U.S. 7,582291. US 2008/0221035 describe
lisinas mutantes Ply GBS altamente efectivas para matar estreptococos del Grupo B. Una lisina quimérica
denominada ClyS, con actividad frente a bacterias estafilococales, incluyendo Staphylococcus aureus, se detalla en
WO 2010/002959.

Streptococcus suis es un patégeno Gram-positivo que infecta a los cerdos en todo el mundo. Los reportes de
transmision zoondtica de cerdos a seres humanos estan incrementando (Sriskandan S. et al (2006) PLoS Medicine
3(5):585-567). S. suis puede desarrollar una presencia consistente en poblaciones humanas en los afios venideros.
Los seres humanos y los cerdos se han tratado con penicilina o gentamicina, pero existen aislados de S. suis
resistentes a estos antibidticos (Cantin, M. et al (1992) J Vet Diagnostic Investig 4:170-174).

Es evidente a partir de las deficiencias y problemas asociados con los actuales agentes antibacterianos tradicionales
que todavia existe una necesidad en la técnica de agentes bacterianos especificos adicionales y también de agentes
con un espectro mas amplio, particularmente sin los altos riesgos de la resistencia adquirida. Es importante que,
hasta la fecha, no se ha mostrado que ninguna lisina demuestre una actividad litica amplia frente a mdultiples
especies distintas de bacterias patogénicamente y clinicamente relevantes.

WO02011/091412 identifica, secuencia y aisla un gen de lisina del bacteri6fago A25 que expresa una proteina
implicada en la lisis de células bacterianas. La solicitud proporciona ademas métodos para lisar determinadas
bacterias usando lisina, que son utiles, por ejemplo, en un procedimiento de diagndstico disefiado para detectar esas
bacterias.

US2006/0292135 proporciona una composicién y un método para tratar infecciones bacterianas usando proteinas,
péptidos, o fragmentos de péptidos codificados por un bacteriéfago.

Fischetti V. (2010) Int J Med Microbiol 300:357-362) revisa el uso de lisinas de bacteriéfago para controlar una
variedad de infecciones.

S Lucas et al (2009, Sequencing the draft genome and assembly of Stretococcus suis 89/1591, Uniprot:BOWWEF8)
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describe la secuencia genética de Streptococcus suis.

Gilmer, D. B. et al (2013) Antimicrob Agents and Chemo 57:2743-2750) reporta la proteccion frente a la infeccion
mixta por Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus resistente a meticilina con el uso de una nueva lisina de
bacteriéfago con una actividad litica amplia.

Las citas de referencias en la presente memoria no deben considerarse como una admisién de que estas son
técnica anterior respecto a la presente invencion.

Resumen de lainvencioén

En su aspecto mas amplio, la presente descripcion proporciona una lisina que tiene una amplia actividad letal frente
a multiples bacterias, particularmente bacterias gram-positivas, incluyendo cepas bacterianas de Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes. La descripcion proporciona una lisina de
bacteriéfago capaz de matar a bacterias de distintos 6rdenes. En un aspecto, se proporciona un polipéptido de lisina
capaz de matar a una o mas bacterias de distintos 6rdenes de Bacilli, particularmente del orden Bacilalles y del
orden Lactobacillales. La presente invencién proporciona un polipéptido de lisina capaz de y que se demuestra que
mata a bacterias de dos 6rdenes distintos, particularmente Bacillales y Lactobacillales, in vitro e in vivo. La lisina de
la presente descripcién es capaz de matar a bacterias Bacillales y Lactobacillales en cultivo mixto y en infecciones
mixtas in vivo. La invencién contempla el tratamiento, descolonizacion, y/o descontaminacion de bacterias, cultivos o
infecciones o en casos en los que mas de una bacteria gram positiva, particularmente una o mas bacterias
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes, se sospecha que estan presentes
o estan presentes. La invencion contempla el tratamiento, descolonizacion, y/o descontaminacién de bacterias,
cultivos o infecciones o en casos en los que mas de un tipo de bacterias Bacilalles, mas de un tipo de bacterias
Lactobacillales, o al menos un tipo de bacterias Bacillales y un tipo de bacterias Lactobacillales se sospecha que
estan presentes, estan presentes o pueden estar presentes.

Segun la presente invencion, se proporcionan lisinas de bacteriéfagos que derivan de bacterias Streptococcus suis.
Dos lisinas ejemplares distintas y Unicas se han aislado y caracterizado, particularmente PlySs1, incluyendo un
truncamiento activo de esta, y PlySs2. Los polipéptidos de lisina de la presente invenciéon son unicos demostrando
una amplia actividad letal frente a multiples bacterias, particularmente bacterias gram-positivas, incluyendo cepas
bacterianas de Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes. En uno de dichos
aspectos, la lisina PlySs2 es capaz de matar cepas y bacterias Staphylococcus aureus en modelos animales, como
se demuestra en la presente memoria en ratones. PlySs2 es efectiva frente a Staphylococcus aureus resistentes a
antibiéticos tales como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus con
sensibilidad intermedia a vancomicina (VISA), y Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA). En uno de
dichos aspectos adicionales, la lisina PlySs1 es capaz de reducir el crecimiento de cepas y bacterias Staphylococcus
aureus, incluyendo Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos tales como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus con sensibilidad intermedia a vancomicina (VISA), o Staphylococcus
aureus resistente a vancomicina (VRSA). La invencion incluye composiciones y articulos de fabricacidon que
comprenden los polipéptidos de lisina y dichas composiciones para uso en métodos de prevencion y tratamiento del
crecimiento, colonizacion e infecciones bacterianas.

En un aspecto de la descripcién, se proporciona un método para matar a bacterias gram-positivas que comprende la
etapa de poner en contacto las bacterias con una composicién que comprende una cantidad de un polipéptido de
lisina aislado efectivo para matar a bacterias gram-positivas, comprendiendo el polipéptido de lisina aislado el
polipéptido de lisina PlySs2 o variantes de este efectivo para matar a bacterias gram-positivas.

Asi, se proporciona un método para matar a bacterias gram-positivas que comprende la etapa de poner en contacto
las bacterias con una composicidon que comprende una cantidad de un polipéptido de lisina aislado efectivo para
matar a bacterias gram-positivas, comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:3 o variantes de esta que tienen al menos una identidad del 80%, una identidad del 85%, una identidad
del 90%, una identidad del 95% o una identidad del 99% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y efectivo para matar a
bacterias gram-positivas.

En un aspecto adicional del método anterior, la composicion comprende ademéas una cantidad efectiva del
polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada
comprende solo un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un
dominio de glucosaminidasa, comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:2, o variantes de esta que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ
ID NO:2 y que es efectivo para matar a bacterias gram-positivas.

En un aspecto de los métodos anteriores para matar a bacterias gram positivas, los métodos se realizan in vitro o ex
vivo de manera que se esteriliza o descontamina una disolucién, material o dispositivo, particularmente pretendido
para uso por o en un ser humano. La invencién proporciona un método in vitro o ex vivo para reducir o controlar una
infeccion o contaminacion por bacterias gram-positivas causada por una o mas de las bacterias Staphylococcus,
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bacterias Streptococcus, bacterias Listeria monocytogenes y bacterias Enterococcus faecalis en una disolucion,
material o dispositivo que comprende la etapa de poner en contacto la disoluciéon, material o dispositivo con una
cantidad efectiva de una composicion que comprende un polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o variantes de este que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido
de SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a dichas bacterias gram-positivas seleccionadas de bacterias
Staphylococcus, bacterias Streptococcus, bacterias Listeria monocytogenes y bacterias Enterococcus faecalis.

En una realizacién de la presente invencion, se proporciona un método en el que la composiciéon comprende ademas
un polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada
solo comprende un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un
dominio de glucosaminidasa; comprendiendo el polipéptido aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2; o
variantes de este que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2
y que es efectivo para matar a bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de
Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis.

En un aspecto de los métodos anteriores para reducir una poblaciéon de bacterias gram positivas, los métodos se
realizan in vitro o ex vivo de manera que se esteriliza o descontamina una disolucion, material o dispositivo,
particularmente pretendido para uso por o en un ser humano.

La presente descripcion proporciona ademas un método para tratar una infeccién por Staphylococcus aureus
resistente a antibiotico en un ser humano que comprende la etapa de administrar a un ser humano que tiene una
infeccion por Staphylococcus aureus resistente a antibidtico, una cantidad efectiva de la composicién que
comprende un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o variantes de este
que tienen al menos una identidad del 80%, una identidad del 85%, una identidad del 90% o una identidad del 95%
con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a Staphylococcus aureus, mediante lo cual se
reduce el niumero de Staphylococcus aureus en el ser humano y se controla la infeccion.

En un aspecto de este método, la composicién puede comprender ademas una cantidad efectiva del polipéptido de
lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada comprende
solo un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un dominio de
glucosaminidasa, comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, o
variantes de esta que tienen al menos una identidad del 80%, una identidad del 85%, una identidad del 90% o una
identidad del 95% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2 y que es efectivo para matar a
Staphylococcus aureus.

En un aspecto de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de lisina
aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o variantes de este que tienen una identidad
de al menos el 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que mata efectivamente a las bacterias gram-positivas
seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus
faecalis y que comprende ademas un vehiculo, aditivo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La composicion de uso en el método anterior puede comprender ademas un polipéptido de lisina aislado que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada solo comprende un dominio
catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un dominio de glucosaminidasa;
comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2; o variantes de este
que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2 y que es efectivo
para matar a bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria
monocytogenes y Enterococcus faecalis.

La descripcién incluye adicionalmente una composicion para uso en un método para tratar a un sujeto humano
expuesto a o que presenta riesgo de exposicidén a una bacteria gram-positiva patogénica que comprende la etapa de
administrar al sujeto una composicién que comprende una cantidad de un polipéptido de lisina aislado efectivo para
matar a las bacterias gram-positivas, comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO:3 o variantes de esta que tienen al menos una identidad del 80%, una identidad del 85%, una identidad
del 90% o una identidad del 95% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a las bacterias
gram-positivas. En un aspecto particular de este método, en el que el sujeto se expone a o presenta riesgo de una o
una o mas de las bacterias Staphylococcus (tal como Staphylococcus aureus), Streptococcus (tal como
Streptococcus pyogenes), Listeria monocytogenes, o Enterococcus faecalis. El sujeto puede ser un ser humano. El
sujeto puede ser un adulto, nifio, bebé o feto humano.

Las variantes de un polipéptido de lisina de uso en las composiciones, y métodos de la invencién pueden ser
sustancialmente idénticas a uno o mas de los polipéptidos de lisina ejemplificados en la presente memoria,
incluyendo a SEQ ID NO: 1, 2 o 3. Las variantes de un polipéptido de lisina en las composiciones y métodos de la
invencion pueden tener al menos una identidad del 80%, al menos una identidad del 90%, al menos una identidad
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del 95% en la secuencia de aminoacidos comparado con el o los polipéptidos de lisina ejemplificados en la presente
memoria, incluyendo a SEQ ID NO: 1, 2 0 3.

En cualquiera de dicho método o métodos anteriores, las bacterias susceptibles, matadas o tratadas pueden
seleccionarse de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus simulans, Streptococcus suis,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus equi, Streptococcus equi zoo, Streptococcus agalactiae (GBS),
Streptococcus pyogenes (GAS), Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus Grupo G, Streptococcus Grupo E, Enterococcus faecalis y Streptococcus pneumonia.

Segun cualquiera de los métodos de la invencion, las bacterias susceptibles o las bacterias tratadas o
descolonizadas pueden ser bacterias resistentes a antibiédtico. Las bacterias pueden ser Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus con sensibilidad intermedia a vancomicina (VISA), o
Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina (VRSA). Las bacterias susceptibles pueden ser una bacteria
clinicamente relevante o patogénica, particularmente para los seres humanos. En un aspecto del o de los métodos,
el o los polipéptidos de lisina son efectivos para matar a cepas de las bacterias Staphylococcus, Streptococcus,
Enterococcus faecalis y Listeria monocytogenes.

Segun cualquiera de los métodos de la invencion, la composiciéon de estos puede comprender ademas un vehiculo,
incluyendo un vehiculo, aditivo o diluyente farmacéuticamente aceptable. Segun cualquiera de los métodos de la
invencion, la composicion de estos puede comprender ademas un vehiculo adecuado para la administracion del
polipéptido a un sitio de infeccidon. Segun cualquiera de los métodos de la invencion, la composiciéon de estos puede
comprender ademas uno o mas antibidticos.

La invencion proporciona composiciones, incluyendo composiciones terapéuticas y farmacéuticas que comprenden
uno o mas polipéptidos de lisina de la invencion.

La invencidon proporciona asi una composicion farmacéutica para uso para matar bacterias gram-positivas
seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus
faecalis en un método para tratar una infeccién por bacterias gram-positivas causada por dichas bacterias en un ser
humano, que comprende un polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO:3 o variantes de esta que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que es
efectivo para matar a dichas bacterias gram-positivas. En una realizacién, la composicion farmacéutica puede
comprender ademas un polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1;
una lisina truncada que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacién mediante la cual
la lisina truncada solo comprende un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de
endopeptidasa y un dominio de glucosaminidasa; comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:2; o variantes de este que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de
SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2 y que es efectivo para matar a bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de
Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis.

La invencion incluye un articulo de fabricacion que comprende un recipiente que contiene una composicidon que
comprende un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3, o variantes de
esta que tienen al menos una identidad del 80%, una identidad del 85%, una identidad del 90% o una identidad del
95% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a bacterias gram-positivas, e instrucciones
para uso de la composicion en el tratamiento de un paciente expuesto a o que presenta sintomas consistentes con
la exposicidn a bacterias Staphylococcus, Streptococcus o Listeria monocytogenes, en el que las instrucciones para
uso de la composicion indican un método para usar la composicion, comprendiendo el método las etapas de:

a) identificar al paciente que se sospecha que ha estado expuesto a bacterias Staphylococcus, Streptococcus o
Listeria monocytogenes; y

b) administrar una cantidad efectiva de la composicion al paciente.

En un aspecto del articulo de la invencion, el polipéptido aislado de la composicion tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:3. En un aspecto adicional del articulo de la invencién, la composicién comprende
ademas un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada
que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada
solo comprende un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un
dominio de glucosaminidasa; la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, o variantes de esta que tienen al
menos una identidad del 80%, una identidad del 85%, una identidad del 90% o una identidad del 95% con el
polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2 y que es efectivo para matar a bacterias gram-positivas.

Las composiciones de la invencion pueden demostrar o tener actividad letal particularmente frente a una o mas
cepas bacterianas, seleccionadas particularmente del grupo que consiste en Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus simulans, Streptococcus suis, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus equi,
Streptococcus equi zoo, Streptococcus agalactiae (GBS), Streptococcus pyogenes (GAS), Streptococcus sanguinis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus Grupo G, Streptococcus Grupo E, Enterococcus
faecalis y Streptococcus pneumonia.
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La presente descripcion también proporciona acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de lisina de la
invencién. Asi, se proporcionan acidos nucleicos que codifican las lisinas de S. suis PlySs1, lisina truncada o
completa, y PlySs2. Las secuencias de acidos nucleicos ejemplares se proporcionan en la Figura 3 y en la Figura 4.
En la presente memoria se proporcionan acidos nucleicos capaces de codificar un polipéptido de SEQ ID NO:1, SEQ
ID NO:2 0 SEQ ID NO:3, incluyendo variantes de estas.

La presente descripciéon también se refiere a una molécula de ADN recombinante o gen clonado, o una variante
degenerada de este, que codifica una lisina o polipéptido de lisina de S. suis; preferiblemente, una molécula de acido
nucleico, en particular una molécula de ADN recombinante o gen clonado, que codifica el polipéptido de lisina
PlySs1, lisina trincada o completa, y/o el polipéptido de lisina PlySs2, que tiene una secuencia de nucleétidos o es
complementaria a una secuencia de ADN mostrada en la Figura 3 y en la Figura 4.

En una realizacion adicional de la descripcion, la secuencia de ADN completa de la molécula de ADN recombinante,
gen clonado, o secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido de lisina de este documento puede estar
unida de forma operativa a una secuencia de control de la expresién que puede introducirse en un huésped
apropiado. La descripcion se extiende de acuerdo con esto a huéspedes unicelulares, incluyendo huéspedes
bacterianos, transformados con la secuencia de acido nucleico, gen clonado o molécula de ADN recombinante que
comprende una secuencia de ADN que codifica el o los presentes polipéptidos de lisina, y mas particularmente, la
secuencia de ADN completa determinada a partir de las secuencias mostradas anteriormente y en la Figura 3 y
Figura 4.

La presente descripcion contempla naturalmente varios medios para la preparacién del o de los polipéptidos de
lisina, incluyendo, como se ilustra en la presente memoria, técnicas recombinantes conocidas, y se pretende que la
descripcién, de acuerdo con esto, englobe dichas preparaciones sintéticas en su alcance. El aislamiento de las
secuencias de ADN y aminoacidos descritas en la presente memoria facilita la reproduccion del o de los polipéptidos
de lisina por dichas técnicas recombinantes, y, de acuerdo con esto, la descripcion se extiende a los vectores de
expresion preparados a partir de las secuencias de ADN descritas para la expresion en sistemas de huéspedes por
técnicas de ADN recombinante, y a los huéspedes transformados resultantes.

Segun otras caracteristicas preferidas de determinadas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un
sistema de expresion recombinante para producir polipéptido o polipéptidos de lisina bioldgicamente activos. Se
proporciona un proceso para la preparacion de los polipéptidos, particularmente uno o mas polipéptidos de lisina de
la invencién, que comprende cultivar una célula huésped que contiene un vector de expresién que codifica uno o
mas polipéptidos de lisina de la descripcion o que es capaz de expresar polipéptido(s) de lisina de la descripcién, y
recuperar el o los polipéptidos.

La utilidad de diagndstico de la presente descripcion se extiende al uso de los presentes polipéptidos de lisina en
ensayos para cribar para determinar la presencia de bacterias gram-positivas, para cribar para determinar la
presencia de bacterias gram-positivas susceptibles, o para determinar la susceptibilidad de las bacterias a la
capacidad letal o de lisis por uno o mas polipéptidos de lisina de la descripcion.

La presente descripcion se extiende al desarrollo de anticuerpos frente a polipéptido(s) de lisina, alternativamente
frente a la diana de escision del polipéptido de lisina, incluyendo anticuerpos producidos de forma natural o
preparados recombinantemente. Dichos anticuerpos podrian incluir tanto anticuerpos policlonales como
monoclonales preparados por técnicas genéticas conocidas, asi como anticuerpos biespecificos (quiméricos) y
anticuerpos que incluyen otras funcionalidades que los hacen idoneos para el uso diagndstico adicional en
conjuncioén con su capacidad de modular la actividad lisina.

Los polipéptidos de lisina que se modifican y son proteinas quiméricas o de fusion, o que estan marcados, se
contemplan y proporcionan en la presente memoria. En una proteina quimérica o de fusion, el o los polipéptidos de
lisina de la descripcion pueden unirse de forma covalente a una entidad que puede proporcionar una funcion
adicional o aumentar el uso o aplicacion del o de los polipéptidos de lisina, incluyendo, por ejemplo, una etiqueta,
marcaje, restos de direccionamiento o ligando, un resto o agente de unién a células o de reconocimiento de células,
un agente antibacteriano, un anticuerpo, un antibiético. Los marcajes ejemplares incluyen un marcaje radiactivo, tal
como los is6topos, 3H, C, 32P, 35S, 36C|, 51Cr, 57Co, 58Co, 5%Fe, 0V, 25|, 131| y 186Re. El marcaje puede ser una
enzima, y la deteccion del polipéptido de lisina marcado puede conseguirse por cualquiera de las técnicas utilizadas
o aceptadas presentemente como colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectrofotométricas, amperométricas
0 gasométricas conocidas en la técnica.

Otros objetos y ventajas seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de una revisiéon de la siguiente
descripcién que sigue con referencia a los siguientes dibujos ilustrativos.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1 representa el ciclo litico frente al tratamiento con lisina. Las lisinas expresadas recombinantemente y
purificadas son capaces de lisar a las bacterias tan bien como las lisinas expresadas en fagos desde el interior de su
huésped.
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La Figura 2 representa los dominios de PlySs2. El dominio catalitico corresponde a los residuos 8-146. Hay un
conector de 16 residuos. El dominio de unién corresponde a los residuos 162-228.

La Figura 3A y 3B proporciona la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de la lisina PlySs1, asi como un
analisis de dominios proteicos. Se proporciona la secuencia de aminoacidos de la PlySs1 de longitud completa (SEQ
ID NO:1) y PlySs1 truncada (SEQ ID NO:2). Se indican el domino endopeptidasa (SEQ ID NO:6), dominio CPL-7
dual (SEQ ID NO:7) y dominio glucosaminidasa (SEQ ID NO:8).

La Figura 4A y 4B proporciona la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de la lisina PlySs2, asi como un
analisis de dominios proteicos. La secuencia de aminoacidos de PlySs2 corresponde a SEQ ID NO:3. El dominio
CHAP y el dominio SH-3 de la lisina PlySs2 estan sombreados, empezando el dominio CHAP con LNN... y
terminando con ...YIT (SEQ ID NO:4) y empezando el dominio SH-3 con RSY ... y terminando con ...VAT (SEQ ID
NO:5).

La Figura 5 representa el vector pBAD24. La secuencia empieza con el promotor inducible por arabinosa pBAD para
la polimerasa T7 y termina con PlySs2. La ampicilina sirve como un marcador selectivo para asegurar la retencion
del plasmido al crecer las células.

La Figura 6 muestra la purificacion de PlySs2. Todas las muestras se corrieron en geles de Bis-Tris al 4-12% a 200
V durante ~40 mins y se tifieron con Coomassie. A. El flujo a través de la columna DEAE que contenia PlySs2 a ~26
kDa. B. Seis fracciones representativas de PlySs2 purificada a partir de una preparacién de 10 L. C. Una unica
banda a ~26 kDa que indica la pureza de PlySs2 después de que todas las fracciones se combinaran
conjuntamente.

La Figura 7 representa varios aspectos de la caracterizacion de PlySs2. A. Para ensayar el pH 6ptimo para la
actividad de PlySs2, se mezclaron 50 uL de varios niveles de pH de tampones fosfato/citrato con 195 uL de células
de la cepa de S. suis 7997 y 5 uL de lisina. PlySs2 tuvo la actividad mas potente a pH 8,0. Se mostré que PlySs2
tenia una actividad aguda hasta pH 9,7. B. Se afadieron 195 uL de células, 5uL de lisina a 50 pyL de varias
concentraciones de NaCl para determinar la concentracion de sal éptima para PlySs2. C. Para determinar la
estabilidad frente a la temperatura de PlySs2, se incubd durante 30 minutos a varias temperaturas, se enfrié y
después se afadié a 245 pL de células suspendidas en NasPOs 15 mM, pH 8,0. D. Se afiadié PlySs2 a células
suspendidas en NasPO4 15 mM, pH 8,0 junto con varias concentraciones de etilendiaminotetraacetato (EDTA) para
determinar si requiere un cofactor. En los controles, el H2O dd reemplazé a PlySs2 para todos los ensayos.

La Figura 8 representa el pH 6ptimo de PlySs2 determinado frente a la cepa de S. suis 7997 en tampon Bis-tris
propano (BTP) hasta un nivel de pH mayor.

Figura 9. La estabilidad de PlySS2 purificada se determiné evaluando la eficacia letal frente a la cepa 7997 después
de almacenamiento a 37°C durante hasta 48 horas en tampoén.

Figura 10. Eficacia letal, evaluada por DOsoo del crecimiento de la cepa 7997 después de tratamiento con lisina
PlySs2 después del almacenamiento de la lisina a -80°C durante hasta 7 meses en tampon.

La Figura 11A y 11B representa la dependencia del pH de APlySs1. (A) Las células de la cepa huésped 7711 se
suspendieron en tampon fosfato citrato (40/20 mM) a un intervalo de valores de pH de 4,6 a 8,0. Se anadié APlySs1
(110 pg/ml) y se midié la DO600 durante 60 min (eje horizontal) a 37°C. El eje vertical representa la relacion de
DOG600 para tratado/no tratado a cada punto de tiempo. Para cada valor de pH, la curva representa el promedio de la
operacion de 3 experimentos independientes. Globalmente, la actividad fue maxima en el extremo superior del
intervalo de tampon. (B) Aqui, se empled bis-tris-propano (40 mM) como el agente tampdn con un intervalo de pH de
7,0 a 9,7; de nuevo, se afadid APlySs1 a 110 pg/ml. Cada curva representa el promedio de operacion de 3
experimentos. La actividad maxima se observé a pH = 9,0, aunque el grado cuantitativo de disminuciéon de DO fue,
en general, menor que en fosfato-citrato.

La Figura 12 representa la dependencia de NaCl de APLySS1. Las células de S. suis 7711 se suspendieron en
tampon fosfato-citrato pH = 7,8 (40/20 mM). Se afiadié NaCl a las concentraciones anteriores, seguido de APlySs1 a
110 ug/ml. La densidad éptica a 600 nm se observé durante 60 min a 37°C. En esta figura, el eje vertical representa
la relacién de DOeoo para tratado/no tratado para cada concentracion de NaCl, promediada de 3 experimentos
independientes.

La Figura 13A y 13B proporciona la evaluacion de la susceptibilidad de APlySs1 a DTT y EDTA. (A) APlySs1 se
preincubo durante 1 hr con DTT 5 mM (un gran exceso molar) antes de la adicion a las células 7711; la actividad no
cambid. (B) Aqui, se incluyeron varias concentraciones de EDTA en la suspension de células tamponada antes de la
adicion de APlySs1 (110 ug/ml de lisina). Para ambas imagenes, el eje vertical representa la relacion de DOsoo para
tratado/no tratado para cada condicion, promediada de 3 experimentos independientes.

La Figura 14A y 14B muestra la estabilidad de APlySs1 frente a la temperatura. (A) Una disolucion madre de
APlySs1 se mantuvo a cada una de las temperaturas anteriores durante 30 minutos, seguido de la adicion a células
7711 (270 pg/ml concentracion final de la enzima, temperatura final = 37° C, condiciones ideales de tampodn). Las



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2682 670 T3

curvas en esta imagen representan los promedios de operacion de 3 experimentos individuales. En cada caso, se
observé la perdida completa de actividad entre las muestras de 45° C y 50° C. Las 3 muestras mas calientes
muestran una lectura de DOsoo ligeramente superior que el control no tratado debido a la floculacién de APlySs1
después de la desnaturalizacién. (B) El experimento anterior se repitid, pero con 6 horas de tratamiento con calor
antes del ensayo. A este tiempo de incubacién mas largo, la muestra de 45° C mostré alguna pérdida de actividad,
aunque no completa. La muestra de 40° C mantuvo una actividad esencialmente nativa.

Figura 15A y 15B (A) PlySs2 tiene una actividad litica aguda frente a la cepa de S. suis 7997 a, o por encima de,
8ug/mL. (B) Actividad de PlySs2 evaluada in vitro frente a la cepa de S. suis S735.

La Figura 16A-16D proporciona la actividad de PlySs2 frente a diferentes especies y cepas. Se us6 S. suis 7997
como un control positivo para cada ensayo. A. Actividad de PlySs2 frente a cepas de S. suis. B. Actividad de PlySs2
frente a diferentes especies de bacterias y 2 cepas de S. suis. C. Sensibilidad de estreptococos y estafilococos
frente a PlySs2. D. Varias especies ensayadas para determinar su susceptibilidad al tratamiento con PlySs2.

La Figura 17A y 17B muestra la actividad de PlySs2 frente a multiples especies, serotipos, y cepas de bacterias. En
cada caso, la DOsoo para tratado/no tratado se representa en un grafico de barras. Las barras de las cepas de S.
aureus estan coloreadas en rojo; las barras correspondientes a las cepas de S. suis estan coloreadas en naranja.
Las barras de las bacterias Listeria y otras bacterias de interés se muestran en morado.

Figura 18. Se ensayo PlySS2 por andlisis MIC estandar para determinar su capacidad de matar a cepas de
estafilococos. En este ensayo se incluyeron estafilococos resistentes tales como estafilococos resistentes a
vancomicina (VRSA), con sensibilidad intermedia a vancomicina (VISA) y resistentes a meticilina (MRSA) . Las tres
cepas VRSA ensayadas representan la mitad de todos los aislados conocidos.

La Figura 19 proporciona la actividad bacteriolitica de APlySs1. Aqui se representan las curvas de caida en la DO
para tres cepas de S. suis: 7711, la cepa de serotipo 7 de la que se cloné originalmente PlySs1 (es decir, la cepa
huésped); S735, un aislado de serotipo 2 que es la cepa tipo para la especie; y 7997, una cepa de serotipo 9
virulenta. Las bacterias se suspendieron en tampén fosfato 20 mM pH 7,8, EDTA 2 mM (definido como las
condiciones Optimas). Se afadio APlySs1 a las células a un intervalo de concentraciones (indicado por el inserto).
Para cada muestra, se midi6 la densidad dptica a 600 nm (eje vertical) durante el curso de una hora (eje horizontal)
a 37°C. En esta imagen, todas las curvas representan los promedios de operacién de 3 o 4 experimentos
independientes.

La Figura 20 muestra la inhibicion del crecimiento por APlySs1 de S. suis 7711. Se afadié APlySs1 a las
concentraciones finales anteriores a una suspensién diluida de la cepa de S. suis 7711 en caldo BHI. Se midié la
densidad optica de cada muestra continuamente toda la noche en un formato de placas de 96 pocillos. Globalmente,
el crecimiento bacteriano se retrasé de una manera dependiente de la dosis. Sin embargo, para las concentraciones
de enzima que fueron suficientes para inducir la lisis en disoluciones tamponadas (130 y 50 pg/ml), el efecto fue
bastante minimo aqui. Ademas, ninguna de las concentraciones anteriores de APlySs1 inhibié el crecimiento
completamente, por lo tanto, no se pudo asignar una MIC. Para todas las muestras tratadas, se observara que las
densidades opticas finales son realmente mayores que las de la muestra no tratada. Esto es un artefacto de la
acumulacién de restos bacterianos agregados que aparecieron en presencia de la enzima litica.

La Figura 21 proporciona un panel de cepas bacterianas A PlySs1. La informacién proporcionada en la Figura 19 y
en las Tablas 3 y 4 se resume graficamente para dos concentraciones de PlySs1, 130 pyg/ml y 32,5 pg/ml. En la
imagen, las cepas de S. suis se indican con asteriscos dobles en rojo y los estreptococos no suis se indican con
asteriscos Unicos en negro. Se muestra la respuesta de densidad 6ptica (relacion de DOeoo para tratados frente a no
tratados) después de 1 hr. El lector se refiere a la Tabla 3 para las definiciones de serotipo de las cepas de S. suis.

La Figura 22 proporciona resultados del ensayo letal de CFU de la actividad bacteriolitica de PlySs2 frente a la cepa
de S. suis 7997 y S735.

La Figura 23 representa los resultados de un ensayo de resistencia de S. aureus y S. pyogenes frente a PlySS2
comparado con el antibiético mupirocina. Ninguna de las cepas de MRSA MW2, cepa de MSSA 8325, ni la cepa de
S. pyogenes 5005 desarrollaron resistencia frente a PlySs2 después de que cada una se expusiera a
concentraciones con incrementos crecientes de PlySs2. Tanto MW2 como 8325 desarrollaron resistencia al control
positivo, mupirocina.

La Figura 24 representa la supervivencia de ratones con bacteremia de MRSA durante 10 dias. PlySs2 elimind la
bacteremia del 95% de los ratones ensayados. De los controles, solo sobrevivio el 5%.

La Figura 25 proporciona la actividad de PlySs2 frente a diferentes especies y cepas. Se expusieron cultivos en fase
logaritmica a 32 pug/ml de PlySs2 durante 60 minutos en tampdn fosfato. Las DOeoo finales de las muestras tratadas
se dividieron por las DOeoo finales de las muestras no tratadas para generar los valores normalizados anteriores. Se
ensayaron multiples Staphylococci (incluyendo, pero no limitado a: MRSA, MSSA, y VISA), Streptococci, Listeria,
Enterococci, y Bacilli para determinar su susceptibilidad a la actividad de PlySs2. Se ensayaron Escherichia y
Pseudomonas como controles Gram-negativos.
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La Figura 26 representa el efecto bactericida de PlySs2 en varias cepas. El efecto bactericida de 128 pg/ml de
PlySs2 60 mins después del tratamiento. La reduccion de las cuentas CFU se presenta a lo largo de una escala
logaritmica. De forma caracteristica, PlySs2 tuvo una actividad significativa frente a MRSA MW2. Debe indicarse que
PlySs2 redujo dramaticamente S. agalactiae y L. monocytogenes. No hubo ninguna reduccion en el nimero del
control negativo E. coli.

La Figura 27 representa la concentracion inhibidora minima (MIC) de PlySs2 para varias bacterias Gram-positivas.
Hubo una MIC baja para MRSA MW2, como se esperaba, y una MIC mayor para S. pyogenes 5005. La MIC de
PlySs2 se correlaciona con la actividad litica y los ensayos bactericidas. La MIC de PlySs2 para el control negativo
E. coli fue por consiguiente inmensurable.

La Figura 28 muestra ratones protegidos con PlySs2 frente a la muerte causada por infeccion mixta por MRSA y S.
pyogenes. Se inyecto a los ratones FVB/NJ intraperitonealmente mucina al 5% que contenia ~5x105 CFU de la cepa
de MRSA MW?2, ~1x107 de la cepa de S. pyogenes 5005, o combinacion de ambas bacterias (infeccion mixta) de los
inéculos anteriores a las mismas concentraciones. Tres horas después de la infeccion, los ratones en todos los
grupos de infeccion (A-C), recibieron una inyeccion intraperitoneal de control de tampén fosfato 20 mM, 1 mg de
ClyS, 1 mg de PlyC, o una combinacion de 1 mg de ClyS mas 1 mg de PlyC para la infeccion mixta. Los tratamientos
con PlySs2 consistieron en 1 mg para las infecciones con MRSA (A), o 2 mg para las infecciones con S. pyogenes y
mixtas (B-C). Los ratones se monitorizaron para determinar la supervivencia durante diez dias. Los resultados de
cuatro experimentos independientes se combinaron y los datos de supervivencia de los ratones se representaron
graficamente con una curva de Supervivencia de Kaplan Meier.

La Figura 29 representa la actividad de PlySs2 y vancomicina frente a aislados de MRSA.

La Figura 30 proporciona el alineamiento del dominio enzimatico de PlySs2 con ClyS. Los dominios CHAP de las
lisinas estreptococales PlySs2 y PlyC (subunidad A, GenBank no. AAP42310) se alinean. Las identidades de
aminodcidos se indican con asteriscos subyacentes y resaltado. Las posiciones de los presuntos residuos cataliticos
(cisteina e histidina, para los que el dominio esta identificado) se indican con flechas.

Descripcion detallada

Segun la presente invencion pueden emplearse técnicas convencionales de biologia molecular, microbiologia y ADN
recombinante dentro de la experiencia en la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografia.
Véase, p. ej., Sambrook et al, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (1989); "Current Protocols in Molecular
Biology" Volumenes I-lll [Ausubel, R. M., ed. (1994)]; "Cell Biology: A Laboratory Handbook" Volumenes I-Ill [J. E.
Celis, ed. (1994))]; "Current Protocols in Immunology" Volumenes I-lll [Coligan, J. E., ed. (1994)]; "Oligonucleotide
Synthesis" (M.J. Gait ed. 1984); "Nucleic Acid Hybridization" [B.D. Hames y S.J. Higgins eds. (1985)]; "Transcription
And Translation" [B.D. Hames y S.J. Higgins, eds. (1984)]; "Animal Cell Culture" [R.l. Freshney, ed. (1986)];
"Immobilized Cells And Enzymes" [IRL Press, (1986)];B. Perbal, "A Practical Guide To Molecular Cloning" (1984).

Por lo tanto, si aparecen en la presente memoria, los siguientes términos tendran las definiciones como se
proporciona y se muestra mas adelante y en esta seccion.

Los términos "lisina(s) de S. suis", "lisina(s) de PlySs", "lisina PlySs1", "PlySs1", "PlySs1 completa", "PlySs1
truncada", "APlySs1", "lisina PlySs2", "PlySs2" y cualesquiera variantes no listadas especificamente, pueden usarse
en la presente memoria indistintamente, y como se usan a lo largo de la presente solicitud y reivindicaciones se
refieren a material proteinaceo incluyendo proteinas unicas o multiples, y se extiende a aquellas proteinas que
tienen los datos de secuencia de aminoacidos descritos en la presente memoria y presentados en la Figura 3y en la
Figura 4 (SEQ ID NOS: 1, 2 y/o 3), y el perfil de actividades mostrado en la presente memoria y en las
Reivindicaciones. De acuerdo con esto, se contemplan asimismo las proteinas que presentan una actividad
sustancialmente equivalente o alterada. Estas modificaciones pueden ser deliberadas, por ejemplo, tales como
modificaciones obtenidas a través de mutagénesis dirigida a sitio, o pueden ser accidentales, tales como las
obtenidas a través de mutaciones en huéspedes que son productores del complejo o de sus subunidades
identificadas. También, se pretende que los términos lisina(s) de S. suis", "lisina(s) de PlySs", "lisina PlySs1",
"PlySs1", "PlySs1 completa”, "PlySs1 truncada", "APlySs1", "lisina PlySs2", "PlySs2" incluyan en su alcance
proteinas recitadas especificamente en la presente memoria, asi como todos los analogos sustancialmente
homologos, fragmentos o truncamientos, y variaciones alélicas.

Polipéptidos y enzimas liticas

Una "enzima litica" incluye cualquier enzima litica de la pared celular bacteriana que mata a una o mas bacterias en
las condiciones adecuadas y durante un periodo de tiempo relevante. Los ejemplos de enzimas liticas incluyen, sin
limitacion, varias enzimas liticas de la pared celular bacteriana amidasas.

Una "enzima litica de S. suis" incluye una enzima litica que es capaz de matar al menos a una o mas bacterias
Streptococcus suis en condiciones adecuadas y durante un periodo de tiempo relevante.

Una "enzima litica de bacteriéfago” se refiere a una enzima litica extraida o aislada de un bacteriéfago o una enzima

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2682 670 T3

litica sintetizada con una estructura proteica similar que mantiene una funcionalidad de enzima litica.

Una enzima litica es capaz de escindir especificamente enlaces que estan presentes en el peptidoglicano de las
células bacterianas para disrumpir la pared celular bacteriana. También se postula actualmente que el
peptidoglicano de la pared celular bacteriana esta altamente conservado entre la mayor parte de las bacterias, y que
la escision de solo unos pocos enlaces puede disrumpir la pared celular bacteriana. La enzima litica de
bacteriéfagos puede ser una amidasa, aunque son posibles otros tipos de enzimas. Los ejemplos de enzimas liticas
que escinden estos enlaces son varias amidasas tales como muramidasas, glucosaminidasas, endopeptidasas, o N-
acetil-muramoil-L-alanina amidasas. Fischetti et al (1974) reportaron que la enzima lisina del fago estreptococal C1
era una amidasa. Garcia et al (1987, 1990) reportaron que la lisina Cpl de un S. pneumoniae de un fago Cp-1 era
una lisozima. Caldentey y Bamford (1992) reportaron que una enzima litica del fago phi 6 de Pseudomonas era una
endopeptidasa, que rompia el puente peptidico formado por el acido melo-diaminopimilico y D-alanina. Las enzimas
liticas del fago T1 y T6 de E. coli son amidasas como lo es la enzima litica del fago de Listeria (ply) (Loessner et al,
1996). También hay otras enzimas liticas conocidas en la técnica que son capaces de escindir una pared celular
bacteriana.

Una "enzima litica codificada genéticamente por un bacteriéfago" incluye un polipéptido capaz de matar a una
bacteria huésped, por ejemplo, al tener al menos algo de actividad litica de la pared celular frente a la bacteria
huésped. El polipéptido puede tener una secuencia que engloba la enzima litica de secuencia nativa y variantes de
esta. El polipéptido puede aislarse a partir de una variedad de fuentes, tales como un bacteriéfago ("fago"), o
prepararse por métodos recombinantes o sintéticos, tales como los descritos por Garcia et al y también como se
proporciona en la presente memoria. El polipéptido puede comprender una parte de unién a colina en el lado
carboxilo terminal y puede caracterizarse por una actividad enzimatica capaz de escindir el peptidoglicano de la
pared celular (tal como actividad amidasa para actuar en los enlaces amida en el peptidoglicano) en el lado amino
terminal. Se han descrito enzimas liticas que incluyen multiples actividades enziméticas, por ejemplo, dos dominios
enzimaticos, tales como la lisina PlyGBS. Hablando en general, una enzima litica puede tener un peso molecular de
entre 25.000 y 35.000 daltons y comprender una Unica cadena polipeptidica; sin embargo, esto puede variar
dependiendo de la cadena enzimatica. El peso molecular puede determinarse lo mas convenientemente por un
ensayo en electroforesis en gel desnaturalizante con dodecil sulfato de sodio y por comparacién con marcadores de
peso molecular.

"Una enzima litica asociada con fago de secuencia nativa" incluye un polipéptido que tiene la misma secuencia de
aminoacidos que una enzima derivada de una bacteria. Dicha enzima de secuencia nativa puede aislarse o puede
producirse por medios recombinantes o sintéticos.

El término "enzima de secuencia nativa" engloba formas naturales (p. ej., formas con corte y empalme alternativo o
alteradas) y variantes naturales de la enzima. En una realizacién de la invencion, la enzima de secuencia nativa es
un polipéptido maduro o de longitud completa que esta codificado genéticamente por un gen de un bacteriéfago
especifico para Streptococcus suis. Por supuesto, son posibles y conocidas varias variantes, como se reconoce en
publicaciones tales como Lopez et al., Microbial Drug Resistance 3: 199-211 (1997); Garcia et al., Gene 86: 81-88
(1990); Garcia et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 914-918 (1988); Garcia et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:
914-918 (1988); Garcia et al., Streptococcal Genetics (J. J. Ferretti y Curtis eds., 1987); Lopez et al., FEMS
Microbiol. Lett. 100: 439-448 (1992); Romero et al., J. Bacteriol. 172: 5064-5070 (1990); Ronda et al., Eur. J.
Biochem. 164: 621-624 (1987) y Sanchez et al., Gene 61: 13-19 (1987).

"Una enzima litica de secuencia variante" incluye una enzima litica caracterizada por una secuencia polipeptidica
que es diferente de la de una enzima litica, pero retiene la actividad funcional. La enzima litica puede, en algunas
realizaciones, estar codificada genéticamente por un bacteriéfago especifico para Streptococcus suis que tiene una
identidad en la secuencia de aminoacidos particular con la(s) secuencia(s) de la enzima litica de este documento,
como se proporciona en la Figura 3 y Figura 4 o en cualquiera de las SEQ ID NOS: 1, 2 o 3. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, una enzima litica funcionalmente activa puede matar a las bacterias Streptococcus suis, y otras
bacterias susceptibles como se proporciona en la presente memoria, incluyendo como se muestra en la Tabla 1 y en
las Figuras 9 y 10, mediante la disrupcion de la pared celular de las bacterias. Una enzima litica activa puede tener
una identidad en la secuencia de aminoacidos del 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98, 99 o0 99,5% con la o las
secuencias de la enzima litica de este documento, como se proporciona en la Figura 3 y Figura 4 o en cualquiera de
las SEQ ID NOS: 1, 2 o 3. Dichas variantes de enzimas liticas asociadas a fago incluyen, por ejemplo, polipéptidos
de enzimas liticas en los que uno o mas residuos de aminoacidos se afiaden, o delecionan en el extremo N o C de la
secuencia de la o las secuencias de la enzima litica de este documento, como se proporciona en la Figura 3 y Figura
4 o en cualquiera de las SEQ ID NOS: 1, 2 o 3. En un aspecto particular, una enzima litica asociada a fago tendra
una identidad en la secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente el 80% o 85% con las secuencias de
enzimas liticas asociadas a fago nativas, particularmente una identidad en la secuencia de aminoacidos de al menos
aproximadamente el 90% (p. ej., el 90%). Lo mas particularmente, una variante de una enzima litica asociada a fago
tendra una identidad en la secuencia de aminoacidos de al menos aproximadamente el 95% (p. €j., el 95%) con la o
las secuencias de la enzima litica asociada a fago nativa de este documento, como se proporciona en la Figura 3 y
Figura 4 o en cualquiera de las SEQ ID NOS: 1,2 0 3.

El "porcentaje de la identidad de la secuencia de aminoacidos" con respecto a las secuencias de enzimas liticas
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asociadas a fagos identificadas se define en la presente memoria como el porcentaje de residuos de aminoacidos en
una secuencia candidata que son idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia de la enzima litica
asociada a fago, después de alinear las secuencias en el mismo marco de lectura e introducir huecos, si es
necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin considerar ninguna sustitucion
conservativa como parte de la identidad de la secuencia.

El "porcentaje de la identidad de la secuencia de acidos nucleicos" con respecto a las secuencias de enzimas liticas
asociadas a fagos identificadas en la presente memoria se define como el porcentaje de nucledtidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los nucledtidos en la secuencia de la enzima litica asociada a fago,
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para conseguir el maximo porcentaje de
identidad de secuencia.

Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de nucleétidos o de aminoacidos, las secuencias se
alinean para propdsitos de comparacion éptima (p. ej., pueden introducirse huecos en la secuencia de una primera
secuencia de nucledtidos). Se comparan entonces los nucledtidos o aminoacidos en las posiciones correspondientes
de nucleétidos o aminoacidos. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo nucleétido
0 aminoacido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en
esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas
compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad=no. de posiciones idénticas/no. total de posiciones por
100).

La determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias puede conseguirse usando un algoritmo
matematico. Un ejemplo preferido no limitativo de un algoritmo matematico utilizado para la comparacion de dos
secuencias es el algoritmo de Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:5873-5877 (1993). Dicho algoritmo se
incorpora en el programa NBLAST que puede usarse para identificar secuencias que tienen la identidad deseada
con las secuencias de nucledtidos de la invenciéon. Para obtener alineamientos con huecos para propositos de
comparacion, puede utilizarse Gapped BLAST como se describe en Altschul et al., Nucleic Acids Res, 25:3389-3402
(1997). Cuando se utilizan los programas BLAST y Gapped BLAST, pueden usarse los parametros por defecto de
los programas respectivos (p. ej., NBLAST). Véanse los programas proporcionados por National Center for
Biotechnology Information, National Library of Medicine, National Institutes of Health. En una realizacién, los
parametros para la comparacion de secuencias pueden ajustarse a W=12. Los parametros también pueden variarse
(p. €j., W=5 o W=20). El valor "W" determina cuantos nucleotidos continuos deben ser idénticos para que el
programa identifique dos secuencias como que contienen regiones de identidad.

"Polipéptido" incluye una molécula polimérica comprendida por multiples aminoacidos unidos de una manera lineal.
Un polipéptido se puede, en algunas realizaciones, corresponder a molécula codificadas por una secuencia de
polinucledtidos que es natural. El polipéptido puede incluir sustituciones conservativas en las que el aminoacido
natural se reemplaza por uno que tiene propiedades similares, en la que dichas sustituciones conservativas no
alteran la funcion del polipéptido (véase, por ejemplo, Lewin "Genes V" Oxford University Press Capitulo 1, p. 9-13
1994).

El término "enzimas liticas alteradas" incluye enzimas liticas con redistribucion de dominios ("shuffled") y/o
quiméricas.

Se ha encontrado que las enzimas liticas de fagos especificas para bacterias infectadas con un fago especifico
degradan efectivamente y eficientemente la pared celular de la bacteria en cuestion. Se cree que la enzima litica
carece de actividad enzimatica proteolitica y, por lo tanto, no es destructora para las proteinas y tejidos de
mamiferos cuando esta presente durante la digestion de la pared celular bacteriana. Como se muestra por Loeffler
et al., "Rapid Killing of Streptococcus pneumoniae with a Bacteriophage Cell Wall Hydrolase," Science, 294: 2170-
2172 (7 de dic., 2001), y material suplementario de este publicado en linea por la revista Science, una enzima litica
purificada de bacteriéfago pneumococcal, tal como Pal, es capaz de matar a varios pneumococos. Loeffler et al. han
mostrado a través de estos experimentos que en segundos después del contacto, la enzima litica Pal es capaz de
matar a 15 cepas clinicas de S. pneumoniae, incluyendo los serogrupos aislados mas frecuentemente y las cepas
resistentes a penicilina, in vitro. El tratamiento de ratones con Pal también fue capaz de eliminar o reducir
significativamente el transporte nasal del serotipo 14 de una manera dependiente de la dosis. Ademas, como se ha
encontrado que la accién de Pal, como la de otras enzimas liticas de fagos, pero a diferencia de los antibidticos, era
bastante especifica para el patégeno diana, es probable que la flora normal permanecera esencialmente intacta (M.
J. Loessner, G. Wendlinger, S. Scherer, Mol Microbiol 16, 1231-41. (1995)). Por el contrario, el polipéptido de lisina
de la presente invencién tiene un perfil letal para bacterias notablemente amplio y clinicamente significativo. Como
se demuestra en la presente memoria, por ejemplo, la lisina aislada PlySs2 de S. suis, es efectiva para matar a S.
suis, y también a varias otras cepas de Streptococcus, incluyendo Streptococcus del Grupo B (GBS), cepas de
Staphylococcus, incluyendo Staphylococcus aureus, Enterococcus y Listeria. La lisina de la presente invencién
demuestra asi una amplitud letal para células bacterianas a diferencia de cualquier lisina reportada o contemplada
previamente.

Un polipéptido o enzima litica de la invencion puede producirse por el organismo bacteriano después de ser
infectado con un bacteriéfago particular bien como un tratamiento profilactico para prevenir que aquellos que han
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estado expuestos a otros que tienen los sintomas de una infeccion cojan la enfermedad, o como un tratamiento
terapéutico para aquellos que ya estan enfermos debido a la infecciéon. En la medida en la que las secuencias del
polipéptido de lisina y de los acidos nucleicos que codifican los polipéptidos de lisina se proporcionan en la presente
memoria, la(s) enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) puede producirse preferiblemente a través del gen aislado para la
enzima litica del genoma del fago, poniendo el gen en un vector de transferencia, y clonando dicho vector de
transferencia en un sistema de expresion, usando métodos estandar de la técnica, incluyendo como se ejemplifica
en la presente memoria. La(s) enzima(s) o polipéptido(s) litico(s) puede estar truncado, ser quimérico, con
redistribucién de dominios o "natural" y puede estar en combinacion. Véase la Pat. U.S. No. 5.604.109 relevante.
Una enzima litica "alterada" puede producirse de varias maneras. En una realizacién preferida, un gen para la
enzima litica alterada del genoma del fago se pone en un vector de transferencia o movible, preferiblemente un
plasmido, y el plasmido se clona en un vector de expresiéon o sistema de expresion. El vector de expresion para
producir un polipéptido o enzima lisina de la invencion puede ser adecuado para E. coli, Bacillus, o varias otras
bacterias adecuadas. El sistema del vector también puede ser un sistema de expresion sin células. Todos estos
métodos para expresar un gen o conjunto de genes son conocidos en la técnica. La enzima litica también puede
crearse infectando Streptococcus suis con un bacteriéfago especifico para Streptococcus suis, en el que dicha al
menos una enzima litica lisa exclusivamente la pared celular de dicho Streptococcus suis que tiene como maximo
efectos minimos sobre otra flora bacteriana, por ejemplo, natural o comensal, presente.

Una "proteina quimérica" o "proteina de fusién" comprende todo o parte (preferiblemente una biolégicamente activa)
de un polipéptido de la invencion unido de forma operativa a un polipéptido heterélogo. Las proteinas o péptidos
quiméricos se producen, por ejemplo, combinando dos o mas proteinas que tienen dos o mas sitios activos. La
proteina y péptidos quiméricos pueden actuar independientemente en la misma o diferentes moléculas, y, por lo
tanto, tienen un potencial para tratar dos o mas infecciones bacterianas diferentes al mismo tiempo. Las proteinas y
péptidos quiméricos también pueden usarse para tratar una infeccion bacteriana mediante la escision de la pared
celular en mas de una localizacién, proporcionando potencialmente asi una letalidad mas rapida y efectiva (o
sinérgica) a partir de una Unica molécula de lisina o péptido quimérico.

Una region "heterdloga" de una construccion de ADN o de una construccién de péptido es un segmento identificable
de ADN en una molécula de ADN mayor o péptido en una molécula de péptido mayor que no se encuentra en
asociacion con la molécula mayor en la naturaleza. Asi, cuando la regién heterdloga codifica un gen de mamifero, el
gen estara flanqueado habitualmente por ADN que no flanquea el ADN genémico de mamifero en el genoma del
organismo fuente. Otro ejemplo de una secuencia codificadora heteréloga es una construccion en la que la
secuencia codificadora en si misma no se encuentra en la naturaleza (p. ej., un ADNc en el que la secuencia
codificadora genémica contiene intrones, o secuencias sintéticas que tienen codones diferentes del gen nativo). Las
variaciones alélicas o eventos mutacionales naturales no dan lugar a una regién heteréloga de ADN o péptido como
se define en la presente memoria.

El término "unido de forma operativa" significa que el polipéptido de la descripcién y el polipéptido heterélogo estan
fusionados en marco. El polipéptido heterélogo puede estar fusionado en el extremo N o en el extremo C del
polipéptido de la descripcion. Las proteinas quiméricas se producen enzimaticamente por sintesis quimica, o por
tecnologia de ADN recombinante. Se han producido y estudiado varias enzimas liticas quiméricas. El gen EL, una
lisis quimérica construida a partir de las proteinas de lisis E y L de los bateridfagos phi X174 y MS2,
respectivamente, se sometié a deleciones internas para crear una serie de nuevos clones E-L con propiedades
alteradas de lisis o letales. Las actividades liticas de los genes parentales E, L, E-L, y las formas truncadas
internamente de E-L se investigaron en este estudio para caracterizar el diferente mecanismo de lisis, sobre la base
de las diferencias en la arquitectura de los diferentes dominios que se extienden a través de las membranas. La
microscopia electrénica y la liberacion de enzimas marcadoras para los espacios citoplasmico y periplasmico
revelaron que podian distinguirse dos mecanismos de lisis diferentes dependiendo de la penetracion de las
proteinas bien de la membrana interna o las membranas interna y externa de E. coli (FEMS Microbiol. Lett. (1998)
164(1):159-67. Un ejemplo de una proteina de fusion util es una proteina de fusiéon con GST en la que el polipéptido
de la descripcion se fusiona con el extremo C de una secuencia GST. Dicha proteina quimérica puede facilitar la
purificacion de un polipéptido recombinante de la descripcion.

En otra realizacion, la proteina o péptido quimérico contiene una secuencia sefial heteréloga en su extremo N. Por
ejemplo, la secuencia sefial nativa de un polipéptido de la descripcién puede eliminarse y reemplazarse con una
secuencia sefial de otra proteina. Por ejemplo, la secuencia secretora de gp67 de la proteina de la cubierta de
baculovirus puede usarse como una secuencia sefial heteréloga (Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et
al., eds., John Wiley & Sons, 1992). Otros ejemplos de secuencias sefial heterélogas eucariotas incluyen las
secuencias secretoras de melitina y fosfatasa alcalina placentaria humana (Stratagene; La Jolla, Calif.). En otro
ejemplo mas, las secuencias sefal heterélogas procariotas utiles incluyen la secuencia secretora de phoA
(Sambrook et al., supra) y la secuencia secretora de la proteina A (Pharmacia Biotech; Piscataway, N.J.).

La proteina de fusiéon puede combinar un polipéptido de lisina con una proteina o polipéptido que tiene una diferente
capacidad, o que proporciona una capacidad adicional o caracter afadido al polipéptido de lisina. La proteina de
fusidon puede ser una proteina de fusion de inmunoglobulina en la que todo o parte de un polipéptido de la
descripcién se fusiona con secuencias derivadas de un miembro de la familia de proteinas inmunoglobulinas. La
inmunoglobulina puede ser un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo dirigido a una proteina o epitopo de superficie
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de una bacteria susceptible o diana. Una proteina de fusién de inmunoglobulina puede incorporarse en una
composicion farmacéutica y administrarse a un sujeto para inhibir una interaccién entre un ligando (soluble o unido a
membrana) y una proteina en la superficie de una célula (receptor), para suprimir de esta manera la transduccién de
la sefial in vivo. La proteina de fusién de inmunoglobulina puede alterar la biodisponibilidad de un ligando cognado
de un polipéptido de la descripcion. La inhibicion de la interaccion ligando/receptor puede ser util terapéuticamente,
para tratar enfermedades y trastornos asociados a bacterias para modular (es decir, estimular o inhibir) la
supervivencia celular. Ademas, una proteina de fusién de inmunoglobulina de la descripcidon puede usarse como un
inmundgeno para producir anticuerpos dirigidos frente a un polipéptido de la descripcion en un sujeto, para purificar
ligandos y en ensayos de cribado para identificar moléculas que inhiben la interaccion de receptores con ligandos.
Las proteinas y péptidos quiméricos y de fusion de la descripcidon pueden producirse por técnicas estandar de ADN
recombinante.

El gen de fusion puede sintetizarse por técnicas convencionales, incluyendo sintetizadores automaticos de ADN.
Alternativamente, puede llevarse a cabo la amplificacion por PCR de fragmentos génicos usando cebadores de
anclaje que dan lugar a protuberancias complementarias entre dos fragmentos génicos consecutivos que
posteriormente pueden hibridarse y reamplificarse para generar una secuencia génica quimérica (véase, p. €j.,
Ausubel et al., supra). Ademas, estan disponibles comercialmente muchos vectores de expresion que ya codifican
un resto de fusion (es decir, un polipéptido GST). Un acido nucleico que codifica un polipéptido de la invencion
puede clonarse en dicho vector de expresion de manera que el resto de fusién estda unido en marco con el
polipéptido de la invencién.

Tal y como se usa en la presente memoria, las proteinas o péptidos con redistribucion de dominios, productos
génicos, o péptidos para mas de una proteina o fragmentos peptidicos de proteina de fago se han escindido y
reensamblado aleatoriamente en una proteina mas activa o especifica. Los oligonucleétidos, péptidos o moléculas
de fragmentos peptidicos con redistribucién de dominios se seleccionan o criban para identificar una molécula que
tiene una propiedad funcional deseada. Este método se describe, por ejemplo, en Stemmer, Pat. U.S. No.
6,132,970. (Method of shuffling polynucleotides); Kauffman, Pat. U.S. No. 5.976.862 (Evolution via Condon-based
Synthesis) y Huse, Pat. U.S. No. 5,808,022 (Direct Codon Synthesis). La redistribucién de dominios puede usarse
para crear una proteina que es mas activa, por ejemplo, hasta 10 a 100 veces mas activa que la proteina molde. La
proteina molde se selecciona entre diferentes variedades de proteinas lisina. La proteina o péptidos con
redistribucién de dominios constituyen, por ejemplo, uno o0 mas dominios de unién y uno o mas dominios cataliticos.
Cada dominio de unién o catalitico deriva del mismo o diferente fago o proteina de fago. Los dominios con
redistribucién son bien moléculas basadas en oligonucleétidos, como gen o productos génicos, que bien solos o en
combinacién con otros genes o productos génicos se pueden traducir en un fragmento peptidico, o son moléculas
basadas en péptidos. Los fragmentos génicos incluyen cualesquiera moléculas de ADN, ARN, hibrido ADN-ARN,
ARN antisentido, Ribozimas, EST, SNIP y otras moléculas basadas en oligonucleétidos que bien solas o en
combinacién con otras moléculas producen una molécula de oligonucleétido capaz o incapaz de traduccion en un
péptido.

La forma modificada o alterada de la proteina o péptidos y fragmentos peptidicos, como se describe en la presente
memoria, incluye proteina o péptidos y fragmentos peptidicos que se sintetizan quimicamente o preparan por
técnicas de ADN recombinante, o ambas. Estas técnicas incluyen, por ejemplo, quimerizacién y redistribucion de
dominios. Cuando la proteina o péptido se produce por sintesis quimica, carece sustancialmente preferiblemente de
precursores quimicos u otros compuestos quimicos, es decir, se separa de los precursores quimicos u otros
compuestos quimicos que estan implicados en la sintesis de la proteina. De acuerdo con esto, dichas preparaciones
de la proteina tienen menos de aproximadamente el 30%, 20%, 10%, 5% (en peso seco) de los precursores
quimicos o compuestos distintos del polipéptido de interés.

Una secuencia sefial de un polipéptido puede facilitar el movimiento transmembrana de la proteina y péptidos y
fragmentos peptidicos de la descripcion a y desde membranas mucosas, asi como facilitar la secrecion y aislamiento
de la proteina secretada u otras proteinas de interés. Las secuencias sefial se caracterizan tipicamente por una
parte central de aminoacidos hidrofébicos que son escindidos generalmente de la proteina madura durante la
secrecién en uno o mas eventos de escision. Dichos péptidos sefial contienen sitios de procesamiento que permiten
la escision de la secuencia sefal de las proteinas maduras al pasar estas a través de la ruta secretora. Asi, la
descripcién puede referirse a los polipéptidos descritos que tienen una secuencia sefal, asi como a la secuencia
sefial en si misma y al polipéptido en ausencia de la secuencia sefial (es decir, los productos de la escision). Una
secuencia de acido nucleico que codifica una secuencia sefial de la descripcion puede unirse de forma operativa en
un vector de expresién a una proteina de interés, tal como una proteina que habitualmente no se secreta o es de
otra manera dificil de aislar. La secuencia sefial dirige la secrecién de la proteina, tal como desde un huésped
eucariota en el que se transforma el vector de expresién, y la secuencia sefial se escinde posteriormente o
concurrentemente. La proteina puede purificarse facilmente del medio extracelular por métodos reconocidos en la
técnica. Alternativamente, la secuencia sefial puede unirse a una proteina de interés usando una secuencia que
facilita la purificacion, tal como con un dominio GST.

La presente invencidon también se refiere a otras variantes de los polipéptidos de la invencién. Dichas variantes
pueden tener una secuencia de aminoacidos alterada que puede funcionar bien como agonistas (miméticos) o como
antagonistas. Las variantes pueden generarse por mutagénesis, es decir, mutacion o truncamiento puntual discreto.
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Un agonista puede retener sustancialmente la misma, o un subconjunto, de las actividades bioldgicas de la forma
natural de la proteina. Un antagonista de una proteina puede inhibir una o mas de las actividades de la forma natural
de la proteina, por ejemplo, por unidon competitiva a un miembro aguas abajo o aguas arriba de una cascada de
sefalizacion celular que incluye la proteina de interés. Asi, los efectos bioldgicos especificos pueden incitarse por el
tratamiento con una variante de funcién limitada. El tratamiento de un sujeto con una variante que tiene un
subconjunto de las actividades biolégicas de la forma natural de la proteina puede tener menos efectos secundarios
en un sujeto respecto al tratamiento con la forma natural de la proteina. Las variantes de una proteina de la
descripcién que funcionan bien como agonistas (miméticos) o como antagonistas pueden identificarse cribando
bibliotecas combinatorias de mutantes, es decir, mutantes de truncamiento, de la proteina de la descripcion para
determinar la actividad agonista o antagonista. En una realizacién, se genera una biblioteca variegada de variantes
por mutagénesis combinatoria a nivel del acido nucleico y esta codificada por una biblioteca génica variegada. Una
biblioteca variegada de variantes puede producirse, por ejemplo, ligando enzimaticamente una mezcla de
oligonucledtidos sintéticos en secuencias génicas de manera que un conjunto degenerado de secuencias
potenciales de proteina se puede expresar como polipéptidos individuales, o alternativamente, como un conjunto de
proteinas de fusion mayores (es decir, para exposicién en fagos). Existe una variedad de métodos que pueden
usarse para producir bibliotecas de variantes potenciales de los polipéptidos de la descripciéon a partir de una
secuencia de oligonucleétidos degenerada. Los métodos para sintetizar oligonucleétidos degenerados se conocen
en la técnica (véase, p. ej., Narang (1983) Tetrahedron 39:3; ltakura et al. (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323;
Itakura et al. (1984) Science 198:1056; lke et al. (1983) Nucleic Acid Res. 11:477).

Ademas, las bibliotecas de fragmentos de la secuencia codificadora de un polipéptido de la descripcion pueden
usarse para generar una poblacién variegada de polipéptidos para el cribado y seleccién posterior de variantes,
fragmentos activos o truncamientos. Por ejemplo, una biblioteca de fragmentos de secuencia codificadora puede
generarse tratando un fragmento de PCR bicatenario de la secuencia codificadora de interés con una nucleasa en
condiciones en las que se produce el mellado solo aproximadamente una vez por molécula, desnaturalizando el
ADN bicatenario, renaturalizando el ADN para formar un ADN bicatenario que puede incluir parejas con
sentido/antisentido de diferentes productos mellados, eliminacién de las partes monocatenarias de los duplex
reformados por tratamiento con la nucleasa S1, y ligando la biblioteca de fragmentos resultante en un vector de
expresion. Mediante este método, puede derivarse una biblioteca de expresion que codifica fragmentos N-terminales
e internos de varios tamafios de la proteina de interés. En la técnica se conocen varias técnicas para el cribado de
productos génicos de bibliotecas combinatorias preparadas por mutaciones puntuales o truncamiento, y para el
cribado de bibliotecas de ADNc para productos génicos que tienen una propiedad seleccionada. Las técnicas mas
ampliamente usadas, que son factibles para analisis de alto rendimiento, para el cribado de bibliotecas génicas
grandes incluyen tipicamente la clonacion de la biblioteca génica en vectores de expresion replicables,
transformacion de células apropiadas con la biblioteca de vectores resultante, y la expresion de los genes
combinatoriales en condiciones en las que la deteccidon de una actividad deseada facilita el aislamiento del vector
que codifica el gen cuyo producto se detectd. La mutagénesis repetitiva de conjunto (REM), una técnica que
aumenta la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas, puede usarse en combinacion con los ensayos de
cribado para identificar variantes de una proteina de la descripcion (Arkin y Yourvan (1992) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331) partes inmunoldgicamente activas de
una proteina o fragmento peptidico incluyen regiones que se unen a anticuerpos que reconocen la enzima del fago.
En este contexto, la parte mas pequefia de una proteina (o acido nucleico que codifica la proteina) segun
realizaciones es un epitopo que es reconocible como especifico para el fago que produce la proteina lisina. De
acuerdo con esto, el polipéptido mas pequefio (y acido nucleico asociado que codifica el polipéptido) que puede
esperarse que se une a una diana o receptor, tal como un anticuerpo, y es util para algunas realizaciones puede
tener una longitud de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 75, 85, o 100 aminoacidos.
Aunque secuencias pequefias tan cortas como de una longitud de 8, 9, 10, 11, 12 0 15 aminoacidos comprenden de
forma fiable suficiente estructura como para actuar como dianas o epitopos, secuencias mas cortas con una longitud
de 5, 6, o 7 aminoacidos pueden presentar estructura de diana o epitpica en algunas condiciones y pueden tener
valor en una realizacion. Asi, la parte mas pequeia de la o las proteinas o polipéptidos de lisina proporcionada en la
presente memoria, incluyendo como se muestra en las Figuras 3 y 4 y en las SEQ ID NOS: 1, 2 y/o 3, incluye
polipéptidos tan pequefios como con una longitud de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14 0 16 aminoacidos.

Las partes biolégicamente activas de una proteina o fragmento peptidico de las realizaciones, como se describe en
la presente memoria, incluyen polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos lo suficientemente idénticas
a o derivadas de la secuencia de aminoacidos de la proteina del fago de la descripcidon, que incluyen menos
aminoacidos que la proteina de longitud completa de la proteina del fago y presentan al menos una actividad de la
proteina de longitud completa correspondiente. Tipicamente, las partes biolégicamente activas comprenden un
dominio o resto con al menos una actividad de la proteina correspondiente. Una parte biolégicamente activa de una
proteina o fragmento de proteina de la descripcion puede ser un polipéptido que tiene una longitud, por ejemplo, de
10, 25, 50, 100 menos o mas aminoacidos. Ademas, otras partes biolégicamente activas, en las que otras regiones
de la proteina se delecionan, o afiaden, pueden prepararse por técnicas recombinantes y evaluarse para una o mas
de las actividades funcionales de la forma nativa de un polipéptido de las realizaciones.

Pueden prepararse proteinas y acidos nucleicos homélogos que comparten funcionalidad con dichas pequefas
proteinas y/o acidos nucleicos (o regiones de proteinas y/o acidos nucleicos de moléculas mayores) como apreciara
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un experto en la técnica. Dichas moléculas pequefas y regiones cortas de moléculas mayores que pueden ser
homodlogas especificamente se pretenden como realizaciones. Preferiblemente, la homologia de dichas regiones
valiosas es al menos el 50%, 65%, 75%, 80%, 85%, y preferiblemente al menos el 90%, 95%, 97%, 98%, o al menos
el 99% comparado con los polipéptidos de lisina proporcionados en la presente memoria, incluyendo como se
muestra en las Figuras 3y 4 y en las SEQ ID NOS: 1, 2 y/o 3. Estos valores de porcentaje de homologia no incluyen
alteraciones debidas a sustituciones conservativas de aminoacidos.

Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homdlogas" cuando al menos aproximadamente el 70% de
los residuos de aminoacidos (preferiblemente, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el
85%, y preferiblemente al menos aproximadamente el 90 o 95%) son idénticos, o representan sustituciones
conservativas. Las secuencias de lisinas comparables, tales como lisinas PlySs2 comparables, o lisinas PlySs1
comparables, son sustancialmente homdlogas cuando uno o mas, o varios, o hasta el 10%, o hasta el 15%, o hasta
el 20% de los aminoacidos del polipéptido de lisina estan sustituidos con una sustitucion similar o conservativa de
aminoacidos, y en el que las lisinas comparables tienen el perfil de actividades, efectos antibacterianos, y/o
especificidades bacterianas de una lisina, tal como las lisinas PlySs2 y/o PlySs1, descritas en la presente memoria.

Se prefiere que los residuos de aminoacidos descritos en la presente memoria estén en la forma isomérica "L". Sin
embargo, los residuos en la forma isomérica "D" pueden sustituirse por cualquier residuo de L-aminoacido, siempre
que se retenga por el polipéptido la propiedad funcional deseada de unién a inmunoglobulina. NH2 se refiere al grupo
amino libre presente en el extremo amino de un polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxi libre presente en el
extremo carboxi de un polipéptido. Manteniendo la nomenclatura estandar de polipéptidos, J. Biol. Chem., 243:3552-
59 (1969), las abreviaturas para los residuos de aminoacidos se muestran en la siguiente Tabla de Correspondencia:

Tabla de correspondencia

SiMBOLO AMINOACIDO
1 Letra 3 Letras

Y Tyr tirosina

G Gly glicina

F Phe fenilalanina

M Met metionina

A Ala alanina

S Ser serina

| lle isoleucina

L Leu leucina

T Thr treonina

Vv Val valina

=] Pro prolina

K Lys lisina

H His histidina

Q Gin glutamina

E Glu acido glutamico
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SiMBOLO AMINOACIDO
1 Letra 3 Letras

w Trp triptéfano

R Arg arginina

D Asp acido aspartico
N Asn asparagina

C Cys cisteina

Debe indicarse que todas las secuencias de residuos de aminoacidos se representan en la presente memoria por
férmulas cuya orientaciéon izquierda y derecha esta en la direccién convencional de extremo amino a extremo
carboxi. Ademas, debe indicarse que un guion al comienzo o al final de una secuencia de residuos de aminoacidos
indica un enlace peptidico con una secuencia adicional de uno o mas residuos de aminoacidos. La Tabla anterior se
presenta para correlacionar las notaciones de tres letras y una letra que pueden aparecer alternativamente en la
presente memoria.

Pueden hacerse mutaciones en las secuencias de aminoacidos, o en las secuencias de acido nucleico que codifican
los polipéptidos vy lisinas de la presente memoria, incluyendo en las secuencias de lisina mostradas en la Figura 3 o
en la Figura 4, o en fragmentos activos o truncamientos de estas, de manera que un codoén particular se cambia a un
codon que codifica un aminoacido diferente, un aminoacido se sustituye por otro aminoacido, o uno o mas
aminodacidos se delecionan. Dicha mutacion se hace generalmente haciendo los menores cambios posibles en los
aminoacidos o nucledtidos. Una mutacion por sustitucion de esta clase puede hacerse para cambiar un aminoacido
en la proteina resultante de una manera no conservativa (por ejemplo, cambiando el codon de un aminoacido que
pertenece a una agrupacion de aminoacidos que tiene un tamafo o caracteristica particular a un aminoacido que
pertenece a otra agrupacion) o de una manera conservativa (por ejemplo, cambiando el codén de un aminoacido
que pertenece a una agrupacion de aminoacidos que tiene un tamafo o caracteristica particular a un aminoacido
que pertenece a la misma agrupacion). Dicho cambio conservativo da lugar generalmente a un cambio menor en la
estructura y funcién de la proteina resultante. Es mas probable que un cambio no conservativo altere la estructura,
actividad o funcion de la proteina resultante. La presente invencion debe considerarse que incluye secuencias que
contienen cambios conservativos que no alteran significativamente la actividad o caracteristicas de union de la
proteina resultante.

Asi, un experto en la técnica, sobre la base de una revision de la secuencia de los polipéptidos de lisina PlySs1 y
PlySs2 proporcionadas en la presente memoria y sobre su conocimiento y la informacion publica disponible para
otros polipéptidos de lisina, puede hacer cambios o sustituciones de aminoacidos en la secuencia del polipéptido de
lisina. Los cambios de aminoacidos pueden hacerse para reemplazar o sustituir uno o mas, uno o unos pocos, uno o
varios, uno a cinco, uno a diez, o dicho otro nimero de aminoacidos en la secuencia de la o las lisinas
proporcionadas en la presente memoria para generar mutantes o variantes de estas. Dichos mutantes o variantes de
estas pueden predecirse para la funcién o ensayarse para la funcién o capacidad de matar a bacterias, incluyendo
bacterias estafilococales, estreptococales, Listeria, o enterococales, y/o para tener una actividad comparable a la o
las lisinas proporcionadas en la presente memoria. Asi, pueden hacerse cambios en la secuencia de PlySs2, por
ejemplo, modificando la secuencia de aminoacidos como se muestra en la Figura 4 de este documento, y los
mutantes o variantes que tienen un cambio en la secuencia pueden ensayarse usando los ensayos y métodos
descritos y ejemplificados en la presente memoria, incluyendo en los ejemplos. Un experto en la técnica, sobre la
base de la estructura de los dominios de la(s) lisina(s) de este documento, puede predecir uno o mas, uno o varios
aminoacidos adecuados para sustitucion o reemplazo y/o uno o mas aminoacidos que no son adecuados para
sustitucion o reemplazo, incluyendo sustituciones conservativas o no conservativas razonables.

A este respecto, y con la referencia ejemplar a la lisina PlySs2, se indica que, aunque el polipéptido de lisina PlySs2
representa una clase divergente de enzima litica de profago, la lisina comprende un dominio CHAP N-terminal
(cisteina-histidina amidohidrolasa/peptidasa) y un dominio SH3 de tipo 5 C-terminal como se representa en la Figura
4. Los dominios se representan en la secuencia de aminoacidos en regiones con un color sombreado distintivo,
correspondiendo el dominio CHAP a la primera regidon de la secuencia de aminoacidos sombreada empezando con
LNN... y correspondiendo el dominio SH3 de tipo 5 a la segunda regién sombreada empezando con RSY... Los
dominios CHAP estan incluidos en varias lisinas de fago estreptococal y estafilococal caracterizadas previamente.
Asi, un experto en la técnica puede hacer y ensayar de forma razonable sustituciones o reemplazos en el dominio
CHAP y/o el dominio SH-3 de PlySs2. Las comparaciones de las secuencias con la base de datos Genbank pueden
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hacerse con cualquiera o ambas de las secuencias del dominio CHAP y/o SH-3 o con la secuencia de aminoacidos
completa de la lisina PlySs2, por ejemplo, para identificar aminoacidos para sustituciéon. En la Figura 30, el dominio
CHAP de PlySs2 se alinea con el de la lisina estreptococal bien caracterizada PlyC, demostrando residuos
cataliticos conservados, pero solo un nivel modesto de identidad global (28% de identidad de secuencia). En la
Figura 30, las secuencias de aminoacidos con cisteina e histidina conservadas en el dominio CHAP se muestran con
una flecha. Es razonable predecir, por ejemplo, que los residuos de cisteina e histidina conservados deberian
mantenerse en un mutante o variante de PlySs2 con el fin de mantener la actividad o capacidad. Es notable que un
mutante o variante que tiene una alanina reemplazada con valina en el aminoacido valina 19 en la secuencia de
PlySs2 de la Figura 4 y la SEQ ID NO: 3 es activa y capaz de matar a bacterias gram positivas de una manera
similar a y de forma tan efectiva como la lisina de la Figura 4 y la SEQ ID NO:3.

Lo siguiente es un ejemplo de agrupaciones de aminoacidos:

Aminoacidos con grupos R no polares

Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina, Triptéfano, Metionina
Aminoacidos con grupos R polares no cargados

Glicina, Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina, Asparagina, Glutamina
Aminoacidos con grupos R polares cargados (cargados negativamente a Ph 6,0)
Acido aspartico, Acido glutamico

Aminoacidos basicos (cargados positivamente a pH 6,0)

Lisina, Arginina, Histidina (a pH 6,0)

Otra agrupacioén puede ser la de aquellos aminoacidos con grupos fenilo:
Fenilalanina, Triptoéfano, Tirosina

Otra agrupacion puede ser segun el peso molecular (es decir, tamafo de los grupos R):

Glicina 75 Alanina 89

Serina 105 Prolina 115
Valina 117 Treonina 119
Cisteina 121 Leucina 131
Isoleucina 131 Asparagina 132
Acido aspartico 133 Glutamina 146
Lisina 146 Acido glutamico 147
Metionina 149 Histidina (a pH 6,0) 155
Fenilalanina 165 Arginina 174
Tirosina 181 Triptéfano 204

Las sustituciones particularmente preferidas son:
- Lys por Arg y viceversa de manera que puede mantenerse una carga positiva;
- Glu por Asp y viceversa de manera que puede mantenerse una carga negativa;

- Ser por Thr de manera que puede mantenerse un -OH libre; y
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- GIn por Asn de manera que puede mantenerse un NH: libre.

Las sustituciones de aminoacidos conservativas ejemplares y preferidas incluyen cualquiera de: glutamina (Q) por
acido glutamico (E) y viceversa; leucina (L) por valina (V) y viceversa; serina (S) por treonina (T) y viceversa;
isoleucina (I) por valina (V) y viceversa; lisina (K) por glutamina (Q) y viceversa; isoleucina (I) por metionina (M) y
viceversa; serina (S) por asparagina (N) y viceversa; leucina (L) por metionina (M) y viceversa; lisina (L) por acido
glutdmico (E) y viceversa; alanina (A) por serina (S) y viceversa; tirosina (Y) por fenilalanina (F) y viceversa; acido
glutamico (E) por acido aspartico (D) y viceversa; leucina (L) por isoleucina (l) y viceversa; lisina (K) por arginina (R)
y viceversa.

Las sustituciones de aminoacidos también pueden introducirse para sustituir un aminoacido con una propiedad
particularmente preferible. Por ejemplo, una Cys puede introducir un sitio potencial para puentes disulfuro con otra
Cys. Una His puede introducirse como un sitio particularmente "catalitico" (es decir, la His puede actuar como un
acido o base y es el aminoacido mas comun en la catalisis bioquimica). Pro puede introducirse debido a su
estructura particularmente plana, que induce giros 8 en la estructura de la proteina.

Un polipéptido o epitopo como se describe en la presente memoria puede usarse para generar un anticuerpo y
también puede usarse para detectar la unién a la lisihna o a moléculas que reconocen la proteina lisina. Otra
realizaciéon es una molécula tal como un anticuerpo u otro ligante especifico que puede crearse a través del uso de
un epitopo tal como por inmunizacioén regular o por una estrategia de exposicion en fase en la que un epitopo puede
usarse para cribar una biblioteca para determinar ligantes potenciales. Dichas moléculas reconocen uno o mas
epitopos de la proteina lisina o un acido nucleico que codifica la proteina lisina. Un anticuerpo que reconoce un
epitopo puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado, o una parte de una proteina de anticuerpo.
De forma deseable, la molécula que reconoce un epitopo tiene una unién especifica para ese epitopo que es al
menos 10 veces tan fuerte como la que la molécula tiene para la albumina sérica. La unién especifica puede
medirse como afinidad (Km). De forma mas deseable, la unién especifica es al menos 102, 103, 104, 105, 106, 107,
108, o incluso mayor que la de para la albumina sérica en las mismas condiciones.

En una realizacién deseable, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo esta en una forma util para detectar la
presencia de la proteina lisina o, alternativamente, para detectar la presencia de una bacteria susceptible a la
proteina lisina. En una realizaciéon adicional, el anticuerpo puede estar unido a o asociado de otra forma con el
polipéptido de lisina de la invencion, por ejemplo, en una proteina quimérica o de fusion, y puede servir para dirigir a
la lisina a una célula o cepa bacteriana de interés o diana. Alternativamente, el polipéptido de lisina puede servir
para dirigir al anticuerpo o actuar en conjuncién con el anticuerpo, por ejemplo, en la lisis de la pared celular
bacteriana completamente o parcialmente, de manera que el anticuerpo puede unirse especificamente a su epitopo
en la superficie o bajo la superficie sobre o en la bacteria. Por ejemplo, una lisina de la invencién puede estar unida
a un anticuerpo anti-estreptococal y dirigir al anticuerpo a su epitopo.

Se conoce una variedad de formas y métodos para la sintesis de anticuerpos como apreciara un experto en la
técnica. El anticuerpo puede estar conjugado (formando un complejo covalente) con una molécula o atomo
informador tal como un fldor, una enzima que crea una sefial éptica, un quimiolumiforo, una microparticula, o un
atomo radiactivo. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede sintetizarse in vivo, después de la inmunizacion de
un animal, por ejemplo, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede sintetizarse a través de cultivo celular
después de recombinacion genética. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo puede prepararse por una
combinacién de sintesis celular y modificacidon quimica.

Un "anticuerpo" es cualquier inmunoglobulina, incluyendo anticuerpos y fragmentos de estos, que se une a un
epitopo especifico. El término engloba anticuerpos policlonales, monoclonales, y quiméricos, describiéndose el
ultimo mencionado con mas detalle en las Patentes U.S. Nos. 4,816,397 y 4,816,567. El término "anticuerpo"”
describe una inmunoglobulina ya sea natural o producida parcialmente o completamente sintéticamente. El término
también abarca cualquier polipéptido o proteina que tenga un dominio de unién que es, o es homdlogo de, un
dominio de unién de anticuerpo. Los anticuerpos injertados con CDR también estan contemplados por este término.
Un "anticuerpo" es cualquier inmunoglobulina, incluyendo anticuerpos y fragmentos de estos, que se une a un
epitopo especifico. El término engloba anticuerpos policlonales, monoclonales, y quiméricos, describiéndose el
ultimo mencionado con mas detalle en las Patentes U.S. Nos. 4,816,397 y 4,816,567. El término "anticuerpo(s)"
incluye una molécula de inmunoglobulina (Ig) de tipo salvaje, que comprende generalmente cuatro cadenas
polipeptidicas de longitud completa, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), o una Ig equivalente
homodloga de esta (p. €j., un nanocuerpo de camélido, que comprende solo una cadena pesada); incluyendo
mutantes, variantes o derivados de estos funcionales de longitud completa, que retienen las caracteristicas de union
a epitopo esenciales de una molécula de Ig, e incluyendo anticuerpos especificos duales, biespecificos,
multiespecificos, y con dominios variables duales; Las moléculas de inmunoglobulina pueden ser de cualquier clase
(p. €j., 19G, IgE, IgM, IgD, IgA, e IgY), o subclase (p. ej., 1I9G1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1, e IgA2). También estan
incluidos en el significado del término "anticuerpo" cualquier "fragmento de anticuerpo”.

Un "fragmento de anticuerpo” significa una molécula que comprende al menos una cadena polipeptidica que no tiene
la longitud completa, incluyendo (i) un fragmento Fab, que es un fragmento monovalente que consiste en los
dominios ligero variable (VL), pesado variable (VH), ligero constante (CL) y pesado constante 1 (CH1); (ii) un
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fragmento F(ab')2, que es un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente
disulfuro en la regién bisagra; (iii) una parte de cadena pesada de un fragmento Fab (Fd), que consiste en los
dominios VH y CH1; (iv) un fragmento variable (Fv), que consiste en los dominios VL y VH de un unico brazo de un
anticuerpo, (v) un fragmento de anticuerpo de dominio (dAb), que comprende un Unico dominio variable (Ward, E.S.
et al., Nature 341, 544-546 (1989)); (vi) un anticuerpo de camélido; (vii) una regién determinante de la
complementariedad (CDR) aislada; (viii) un Fragmento Fv de Cadena Unica en el que un dominio VH y un dominio
VL estan unidos por un conector peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de
unién a antigeno (Bird et al, Science, 242, 423-426, 1988; Huston et al, PNAS USA, 85, 5879-5883, 1988); (ix) un
diacuerpo, que es un anticuerpo bivalente, biespecifico, en el que los dominios VH y VL estan expresados en una
Unica cadena polipeptidica, pero usando un conector que es demasiado corto como para permitir el emparejamiento
entre los dos dominios en la misma cadena, forzando de esta manera a los dominios a emparejarse con los dominios
complementarios de otra cadena y creando dos sitios de union a antigeno (W094/13804; P. Holliger et al Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90 6444-6448, (1993)); y (x) un anticuerpo lineal, que comprende una pareja de segmentos Fv en
tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera con complementariedad, forman una pareja
de regiones de unién a antigeno; (xi) fragmentos de anticuerpo multivalentes (dimeros, trimeros y/o tetrameros de
scFv (Power y Hudson, J Immunol. Methods 242: 193-204 9 (2000)); y (xii) otras partes no de longitud completa de
cadenas pesadas y/o ligeras, o mutantes, variantes, o derivados de estos, solos o en cualquier combinacion.

Como los anticuerpos se pueden modificar de varias maneras, el término "anticuerpo” debe considerarse que abarca
cualquier miembro o sustancia de unién especifica que tenga un dominio de unién con la especificidad requerida.
Asi, este término abarca fragmentos de anticuerpo, derivados, equivalentes funcionales y homologos de anticuerpos,
incluyendo cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién de inmunoglobulina, ya sea natural o
completamente o parcialmente sintético. Por lo tanto, estan incluidas las moléculas quiméricas que comprenden un
dominio de unién de inmunoglobulina, o equivalente, fusionado con otro polipéptido. La clonacién y expresién de
anticuerpos quiméricos se describen en EP-A-0120694 y EP-A-0125023 y en las Patentes U.S. Nos. 4.816.397 y
4.816.567.

Un "sitio de combinacién de anticuerpo”" es la parte estructural de una molécula de anticuerpo comprendida por
regiones variables e hipervariables de cadena ligera o cadena pesada y ligera que se unen especificamente a un
antigeno.

La expresion "molécula de anticuerpo” en sus varias formas gramaticales tal y como se usa en la presente memoria,
contempla tanto una molécula de inmunoglobulina intacta como una parte inmunolégicamente activa de una
molécula de inmunoglobulina. Las moléculas de anticuerpo ejemplares son moléculas de inmunoglobulina intactas,
moléculas de inmunoglobulina sustancialmente intactas y aquellas partes de una molécula de inmunoglobulina que
contienen el paratopo, incluyendo aquellas partes que se conocen en la técnica como Fab, Fab', F(ab')z y F(v),
partes que se prefieren para usarse en los métodos terapéuticos descritos en la presente memoria.

La expresién "anticuerpo monoclonal" en sus varias formas gramaticales se refiere a un anticuerpo que solo tiene
una especie de sitio de combinacion de anticuerpo capaz de inmunorreacionar con un antigeno particular. Un
anticuerpo monoclonal presenta asi tipicamente una Unica afinidad de union para cualquier antigeno con el que
inmunorreacciona. Un anticuerpo monoclonal puede contener, por lo tanto, una molécula de anticuerpo que tiene
una pluralidad de sitios de combinacion de anticuerpo, cada uno inmunoespecifico para un antigeno diferente; p. €j.,
un anticuerpo monoclonal biespecifico (quimérico).

El término "especifico" puede usarse para hacer referencia a la situacién en la que un miembro de una pareja de
union especifica no mostrara una unién significativa a moléculas distintas de su(s) compafero(s) de union
especifico(s). El término también es aplicable cuando, p. €j., un dominio de unién a antigeno es especifico para un
epitopo particular que esta presente en varios antigenos, en cuyo caso el miembro de unién especifica que porta el
dominio de unién a antigeno sera capaz de unirse a los distintos antigenos que presentan el epitopo.

El término "comprenden" se usa generalmente en el sentido de incluyen, es decir, que permite la presencia de una o
mas caracteristicas o0 componentes.

El término "que consiste esencialmente en" se refiere a un producto, particularmente a una secuencia peptidica, con
un numero definido de residuos que no esta unido covalentemente a un producto mayor. En el caso del péptido de la
invencion de este documento, los expertos en la técnica apreciaran que pueden contemplarse, sin embargo,
modificaciones menores en el extremo N o C del péptido, tal como la modificacion quimica del extremo para afadir
un grupo protector o semejantes, p. €j., la amidacion del extremo C.

El término "aislado" se refiere al estado en el que estaran el o los polipéptidos de lisina de la invencién, o acido
nucleico que codifica dichos polipéptidos, segun la presente invencion. Los polipéptidos y acido nucleico careceran o
careceran sustancialmente de material con el que estan asociados naturalmente tal como otros polipéptidos o acidos
nucleicos con los que se encuentran en su entorno natural, o el entorno en el que se preparan (p. €j., cultivo celular)
cuando dicha preparacion es por tecnologia de ADN recombinante practicada in vitro o in vivo. Los polipéptidos y
acido nucleico pueden formularse con diluyentes o adyuvantes y todavia para propésitos practicos estar aislados -
por ejemplo, los polipéptidos estaran normalmente mezclados con polimeros o mucoadhesivos u otros vehiculos, o
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estaran mezclados con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, cuando se usan en diagnostico o
terapia.

Acidos nucleicos

En la presente memoria se proporcionan acidos nucleicos capaces de codificar el o los polipéptidos de lisina de S.
suis de la invencién. Las secuencias de acido nucleico representativas en este contexto son secuencias de
polinucledtidos que codifican el polipéptido de cualquiera de las Figuras 3 y 4, los polipéptidos de las SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3, y secuencias que hibridan, en condiciones astringentes, con las secuencias
complementarias del ADN de la(s) secuencia(s) de la Figura 3 o 4. Las variantes adicionales de estas secuencias y
secuencias de acidos nucleicos que hibridan con las mostradas en las figuras también se contemplan para uso en la
producciéon de enzimas lisantes segun la descripcidn, incluyendo variantes naturales que pueden obtenerse. Una
gran variedad de secuencias de acido nucleico aisladas o secuencias de ADNc que codifican enzimas lisantes
asociadas con fagos y secuencias parciales que hibridan con dichas secuencias génicas son lUtiles para la
produccién recombinante de la(s) enzima(s) o polipéptido(s) de lisina de la invencion.

Un "replicon" es cualquier elemento genético (p. ej., plasmido, cromosoma, virus) que funciona como una unidad
autonoma de replicacion de ADN in vivo; es decir, que es capaz de replicacion bajo su propio control.

Un "vector" es un replicon, tal como un plasmido, fago o cdsmido, al que puede unirse otro segmento de ADN de
manera que se produce la replicacion del segmento unido.

Una "molécula de ADN" se refiere a la forma polimérica de desoxirribonucleétidos (adenina, guanina, timina, o
citosina) bien en su forma monocatenaria, o una hélice bicatenaria. Este término solo se refiere a la estructura
primaria y secundaria de la molécula, y no la limita a ninguna forma terciaria particular. Asi, este término incluye el
ADN bicatenario encontrado, inter alia, en moléculas de ADN lineales (p. ej., fragmentos de restriccion), virus,
plasmidos, y cromosomas. En la discusion de la estructura de moléculas de ADN bicatenario particulares, las
secuencias pueden describirse en la presente memoria seglin la convencion normal de proporcionar solo la
secuencia en la direccion 5' a 3' a lo largo de la cadena no transcrita de ADN (es decir, la cadena que tiene una
secuencia homologa a la del ARNm).

Un "origen de replicacion” se refiere a aquellas secuencias de ADN que participan en la sintesis de ADN.

Una "secuencia codificadora" de ADN es una secuencia de ADN bicatenario que se transcribe y traduce en un
polipéptido in vivo cuando se pone bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la secuencia
codificadora estan determinados por un codén de parada en el extremo 5' (amino) y un codén de parada de la
traduccion en el extremo 3' (carboxilo). Una secuencia codificadora puede incluir, pero no esta limitada a, secuencias
procariotas, ADNc de ARNm eucariota, secuencias de ADN gendmico de ADN eucariota (p. ej., de mamiferos), y
también secuencias de ADN sintético. Una sefal de poliadenilacion y secuencia de terminacion de la transcripcion
estaran localizadas habitualmente en 3' respecto a la secuencia codificadora.

Las secuencias de control de la transcripcién y de la traducciéon son secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores, y semejantes, que proporcionan la expresion
de una secuencia codificadora en una célula huésped.

Una "secuencia promotora" es una region reguladora de ADN capaz de unirse a la ARN polimerasa en una célula e
iniciar la transcripcion de una secuencia codificadora aguas abajo (direccion 3'). Para los propdsitos de definir la
presente invencion, la secuencia promotora esta limitada en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripcién y
se extiende aguas arriba (direccion 5') para incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. En la secuencia promotora se encontrara un sitio de inicio
de la transcripcion (definido convenientemente por el mapeo con la nucleasa S1), asi como dominios de unién a
proteina (secuencias consenso) responsables de la uniéon de la ARN polimerasa. Los promotores eucariotas
contendran frecuentemente, pero no siempre, cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores procariotas contienen
secuencias de Shine-Dalgarno ademas de las secuencias consenso -10 y -35.

Una "secuencia de control de la expresién" es una secuencia de ADN que controla y regula la transcripcion y la
traduccion de otra secuencia de ADN. Una secuencia codificadora esta "bajo el control" de secuencias de control de
la transcripcion y la traduccién en una célula cuando la ARN polimerasa transcribe la secuencia codificadora en
ARNmMm, que se traduce entonces en la proteina codificada por la secuencia codificadora.

Una "secuencia sefial" puede incluirse antes de la secuencia codificadora. Esta secuencia codifica un péptido sefal,
N-terminal respecto al polipéptido, que comunica a la célula huésped dirigir el polipéptido a la superficie celular o
secretar el polipéptido en el medio, y este péptido sefial es escindido por la célula huésped antes de que la proteina
deje la célula. Las secuencias sefial pueden encontrarse asociadas con una variedad de proteinas nativas para los
procariotas y eucariotas.

El término "oligonucledtido”, tal y como se usa en la presente memoria en referencia a la sonda de la presente
invencioén, se define como una molécula comprendida por dos o mas ribonucleétidos, preferiblemente mas de tres.
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Su tamafo exacto dependera de muchos factores que, a su vez, dependen de la funcion y uso final del
oligonucledétido.

El término "cebador”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un oligonucledtido, ya aparezca
naturalmente como en un digerido de restriccion purificado o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como
un punto de inicio de la sintesis cuando se pone en condiciones en las que se induce la sintesis de un producto de la
extensién con el cebador, que es complementario a la cadena de &cido nucleico, es decir, en presencia de
nucledtidos y un agente inductor tal como una ADN polimerasa y a una temperatura y pH adecuados. El cebador
puede ser bien monocatenario o bicatenario y debe ser lo suficientemente largo como para cebar la sintesis del
producto de extension deseado en presencia del agente inductor. La longitud exacta del cebador dependera de
muchos factores, incluyendo temperatura, fuente del cebador y uso del método. Por ejemplo, para aplicaciones de
diagnostico, dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucleotidico contiene tipicamente
15-25 0 mas nucleétidos, aunque puede contener menos nucleotidos.

Los cebadores de la presente memoria se seleccionan para ser "sustancialmente" complementarios a diferentes
cadenas de una secuencia de ADN diana particular. Esto significa que los cebadores deben ser lo suficientemente
complementarios como para hibridar con sus cadenas respectivas. Por lo tanto, no es necesario que la secuencia
cebadora refleje la secuencia exacta del molde. Por ejemplo, un fragmento de nucledtido no complementario puede
unirse al extremo 5' del cebador, siendo el resto de la secuencia cebadora complementario a la cadena.
Alternativamente, pueden intercalarse bases no complementarias 0 secuencias mas largas en el cebador, siempre
que la secuencia cebadora tenga la complementariedad suficiente con la secuencia de la cadena para hibridar con
ella y formar de esta manera el molde para la sintesis del producto de la extension.

Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "endonucleasas de restriccion" y "enzimas de restriccion” se
refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales cortan el ADN bicatenario en o cerca de una secuencia de
nuclestidos especifica.

Una célula se ha "transformado" con ADN exdgeno o heterdlogo cuando dicho ADN se ha introducido en el interior
de la célula. EI ADN transformante puede integrarse o no (unirse covalentemente) en el ADN cromosoémico que
constituye el genoma de la célula. En los procariotas, levaduras, y células de mamiferos, por ejemplo, el ADN
transformante puede mantenerse en un elemento episomal tal como un plasmido. Respecto a las células eucariotas,
una célula transformada de forma estable es una en la que el ADN transformante se ha integrado en un cromosoma
de manera que se hereda por las células hijas a través de la replicacién del cromosoma. Esta estabilidad se
demuestra por la capacidad de la célula eucariota de establecer lineas celulares o clones comprendidos por una
poblacion de células hijas que contienen el ADN transformante. Un "clon" es una poblacién de células derivada de
una unica célula o un ancestro comun por mitosis. Una "linea celular" es un clon de una célula primaria que es capaz
de crecer de forma estable in vitro durante muchas generaciones.

Dos secuencias de ADN son "sustancialmente homologas" cuando al menos aproximadamente el 75%
(preferiblemente, al menos aproximadamente el 80%, y lo mas preferiblemente, al menos aproximadamente el 90 o
95%) de los nucledtidos concuerdan sobre la longitud definida de las secuencias de ADN. Las secuencias que son
sustancialmente homologas pueden identificarse comparando las secuencias usando software estandar disponible
en bancos de datos de secuencias, o en un experimento de hibridacion Southern, por ejemplo, bajo condiciones
astringentes como se define para ese sistema particular. La definicién de las condiciones de hibridacién apropiadas
esta dentro de la experiencia en la técnica. Véase, p. ej., Maniatis et al., supra; DNA Cloning, Vols. | y Il, supra;
Nucleic Acid Hybridization, supra.

Muchas de las moléculas de ADN variantes contempladas en la presente memoria incluyen las creadas por técnicas
estandar de mutagénesis de ADN, tales como mutagénesis con cebador M13. Los detalles de estas técnicas se
proporcionan en Sambrook et al. (1989) En Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.Y.
Mediante el uso de dichas técnicas, pueden crearse variantes que se diferencian en pocas cosas de las descritas.
Las moléculas de ADN y secuencias de nucleétidos que son derivados de aquellas descritas especificamente en la
presente memoria y que se diferencian de las descritas por la delecidn, adicion o sustitucién de nucleétidos mientas
todavia codifican una proteina que posee la caracteristica funcional del o de los polipéptidos de lisina estan
contempladas por la descripcion. También estan incluidas moléculas de ADN pequefias que derivan de las
moléculas de ADN descritas. Dichas moléculas de ADN pequefias incluyen oligonucleétidos adecuados para uso
como sondas de hibridacion o cebadores de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como tales, dichas
moléculas de ADN pequefias comprenderan al menos un segmento de una enzima litica codificada genéticamente
por un bacterié6fago de Staphylococcus suis y, para los propdsitos de la PCR, comprenderan al menos una
secuencia de 10-15 nucledtidos y, mas preferiblemente, una secuencia de 15-30 nucledtidos del gen. Las moléculas
de ADN vy secuencias de nucledtidos que derivan de las moléculas de ADN descritas como se ha descrito
anteriormente también pueden definirse como secuencias de ADN que hibridan bajo condiciones astringentes con
las secuencias de ADN descritas, o fragmentos de estas.

Las condiciones de hibridacion correspondientes a grados particulares de astringencia varian dependiendo de la
naturaleza del método de la hibridacion elegido y de la composiciéon y longitud del ADN para hibridar usado.
Generalmente, la temperatura de la hibridacion y la fuerza idnica (especialmente, la concentracion del ion sodio) del
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tampon de la hibridacion determinaran la astringencia de la hibridacién. Los calculos respecto a las condiciones de la
hibridacion requeridas para conseguir grados particulares de astringencia se discuten en Sambrook et al. (1989), En
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.Y., capitulos 9y 11.

Un ejemplo de dicho calculo es como sigue. Puede realizarse un experimento de hibridacion por la hibridacién de
una molécula de ADN (por ejemplo, una variaciéon natural de la enzima litica codificada genéticamente por un
bacteriéfago especifico de Bacillus anthracis) con una molécula de ADN diana. Un ADN diana puede ser, por
ejemplo, el ADNc correspondiente que se ha sometido a electroforesis en un gel de agarosa y se ha transferido a
una membrana de nitrocelulosa por transferencia Southern (Southern (1975). J. Mol. Biol. 98:503), una técnica muy
conocida en la técnica y descrita en Sambrook et al. (1989) En Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, N.Y. La hibridacién con una sonda diana marcada con dCTP marcado con P32 isotdpico se lleva a cabo en
una disolucion de alta fuerza iénica tal como SSC 6 veces a una temperatura que es 20-25 grados Celsius por
debajo de la temperatura de fusién, Tm (descrita infra). Para dichos experimentos de hibridacion Southern en los
que la molécula de ADN diana en la transferencia Southern contiene 10 ng de ADN o mas, la hibridacién se lleva a
cabo durante 6-8 horas usando 1-2 ng/ml de sonda radiomarcada (con una actividad especifica igual a 109
CPM/mug o mayor). Después de la hibridacion, el filtro de nitrocelulosa se lava para retirar la hibridacion de fondo.
Las condiciones del lavado son tan astringentes como sea posible para retirar la hibridacién de fondo mientras se
retiene una sefial de hibridacion especifica. El término "Tm" representa la temperatura por encima de la cual, bajo
las condiciones i6nicas predominantes, la molécula de sonda radiomarcada no hibridara con su molécula de ADN
diana. La Tm de dicha molécula hibrida puede estimarse a partir de la siguiente ecuacion: Tm=81,5°C-16,6(log10 de
concentracion del ion sodio)+0,41(%G+C)-0,63(% de formamida)-(600/1) en la que I=la longitud del hibrido en pares
de bases. Esta ecuacion es valida para concentraciones de ion sodio en el intervalo de 0,01M a 0,4M, y es menos
exacta para calculos de Tm en disoluciones con una mayor concentracion del ion sodio (Bolton y McCarthy (1962).
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:1390). La ecuacion también es valida para ADN que tiene contenidos de G+C en el
30% al 75%, y también se aplica a hibridos con una longitud mayor de 100 nucledtidos. El comportamiento de las
sondas oligonucleotidicas se describe con detalle en el Cap. 11 de Sambrook et al. (1989), En Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.Y.. Las condiciones ejemplificadas preferidas descritas aqui se
contemplan particularmente para el uso en la seleccidn de variaciones del gen litico.

En realizaciones preferidas de la presente descripcion, las condiciones astringentes pueden definirse como aquellas
bajo las cuales las moléculas de ADN con una variaciéon en la secuencia de mas del 25% (también denominado
"ausencia de concordancia") no hibridaran. En una realizacion mas preferida, las condiciones astringentes son
aquellas bajo las cuales las moléculas de ADN con una ausencia de concordancia de mas del 15% no hibridaran, y
mas preferiblemente adn, las condiciones astringentes son aquellas bajo las cuales las secuencias de ADN con una
ausencia de concordancia de mas del 10% no hibridaran. Preferiblemente, las condiciones astringentes son aquellas
bajo las cuales las secuencias de ADN con una ausencia de concordancia de mas del 6% no hibridaran.

La degeneracion del cédigo genético amplia mas el alcance de las realizaciones ya que permite variaciones
principales en la secuencia de nucleétidos de una molécula de ADN mientras se mantiene la secuencia de
aminoacidos de la proteina codificada. Por ejemplo, un residuo de aminoacido representativo es alanina. Este puede
estar codificado en el ADNc por el triplete de codones de nucleétidos GCT. Debido a la degeneracion del cédigo
genético, tres otros tripletes de codones de nucleétidos--GCT, GCC y GCA--también codifican alanina. Asi, la
secuencia de nucleétidos del gen puede cambiarse en esa posicién a cualquiera de los tres codones sin afectar la
composicion de aminoacidos de la proteina codificada o las caracteristicas de la proteina. El codigo genético y las
variaciones en los codones de nucleétidos para aminoacidos particulares son muy conocidos para el experto en la
técnica. Sobre la base de la degeneracion del cédigo genético, pueden derivarse moléculas de ADN variantes a
partir de las moléculas de ADNc descritas en la presente memoria usando técnicas estandar de mutagénesis del
ADN como se ha descrito anteriormente, o por sintesis de secuencias de ADN. Las secuencias de ADN que no
hibridan bajo condiciones astringentes con las secuencias de ADNc descritas por virtud de la variaciéon de la
secuencia basada en la degeneracion del codigo genético estan comprendidas en la presente memoria por esta
descripcion.

Asi, debe apreciarse que también estan en el alcance de la presente invencion las secuencias de ADN que codifican
una lisina de la presente invencion, incluyendo PlySs2 y PlySs1, cuyas secuencias codifican un polipéptido que tiene
la misma secuencia de aminoacidos como se proporciona en la Figura 3 0 4 o en la SEQ ID NO:1, 2 o0 3, pero que
son degeneradas respecto a estas o estan degeneradas respecto a las secuencias de acidos nucleicos ejemplares
proporcionadas en la Figura 3 o 4. Por "degenerada respecto a" se quiere decir que se usa un codon de tres letras
diferente para especificar un aminoacido particular. En la técnica es muy conocido que los siguientes codones
pueden usarse indistintamente para codificar cada aminoacido especifico:

Fenilalanina (Phe o F) UuUU o UUC

Leucina (Leuo L) UUA o0 UUG o CUU o CUC o CUA o CUG
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AUU o AUC o AUA

AUG

GUU o GUC o GUA o GUG

UCU o UCC 0 UCA 0 UCG 0 AGU 0 AGC
CCUo CCCoCCA0CCG

ACU o ACC 0 ACA o0 ACG

GCU o0 GCG 0 GCA 0 GCG

Tirosina (Tyr oY) UAU o UAC
Histidina (His o H) CAU o CAC
Glutamina (GIn 0 Q) CAA o0 CAG
Asparagina (Asn o N) AAU o AAC
Lisina (Lys o K) AAA o AAG
Acido Aspartico (Asp o D) GAU o GAC
Acido Glutamico (Glu o E) GAA o0 GAG
Cisteina (Cys 0 C) UGU o UGC

Arginina (Arg o R) CGU 0 CGC 0 CGA 0 CGG 0 AGA 0 AGG

Glicina (Gly o G) GGU o0 GGC o GGA o0 GGG

Triptofano (Trp o W) UGG

Codon de terminacion UAA (ocre) o UAG (dmbar) o UGA (6palo)

Debe entenderse que los codones especificados anteriormente son para secuencias de ARN. Los codones
correspondientes para ADN tienen una T sustituyendo U.

Un experto en la técnica reconocera que las técnicas de mutagénesis del ADN descritas aqui y conocidas en la
técnica pueden producir una amplia variedad de moléculas de ADN que codifican una lisina de bacteriéfago de
Streptococcus suis que todavia mantiene las caracteristicas esenciales de los polipéptidos liticos descritos y
proporcionados en la presente memoria. También pueden seleccionarse proteinas recién derivadas con el fin de
obtener variaciones en la caracteristica del o de los polipéptidos liticos, como se describira mas completamente mas
adelante. Dichos derivados incluyen aquellos con variaciones en la secuencia de aminoacidos incluyendo
deleciones, adiciones y sustituciones menores.

Aunque el sitio para introducir una variacion en la secuencia de aminoacidos puede predeterminarse, no es
necesario que la mutacién per se esté predeterminada. Por ejemplo, con el fin de optimizar el rendimiento de una
mutacion en un sitio dado, puede llevarse a cabo mutagénesis aleatoria en el codén o region diana y las variantes de
la proteina expresada pueden cribarse para determinar la combinacion 6ptima de la actividad deseada. Son muy
conocidas las técnicas para hacer mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en el ADN que tienen una
secuencia conocida como se ha descrito anteriormente.

Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de residuos unicos, o pueden ser de uno 0 mas, uno 0 unos

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2682 670 T3

pocos, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 siete residuos; las inserciones seran habitualmente del orden de
aproximadamente 1 a 10 residuos de aminoacidos; y las deleciones variaran de aproximadamente 1 a 30 residuos.
Las deleciones e inserciones pueden ser en forma Unica, pero preferiblemente se hacen en parejas adyacentes, es
decir, una delecién de 2 residuos o insercion de 2 residuos. Las sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier
combinacién de estas pueden combinarse para obtener una construccion final. Obviamente, las mutaciones que se
hacen en el ADN que codifica la proteina no deben poner la secuencia fuera de marco de lectura y preferiblemente
no crearan regiones complementarias que podrian producir una estructura secundaria de ARNm (EP 75.444A).

Las variantes de sustitucion son aquellas en las que al menos un residuo en la secuencia de aminoacidos se ha
eliminado y un residuo diferente se ha insertado en su lugar. Dichas sustituciones pueden hacerse de manera que
no se genere un efecto significativo en las caracteristicas de la proteina o cuando se desea modular finamente las
caracteristicas de la proteina. Los aminoacidos que pueden sustituirse por un aminoacido original en una proteina y
que se consideran como sustituciones conservativas se han descrito anteriormente y seran reconocidos por un
experto en la técnica.

Pueden hacerse cambios sustanciales en la funcion o identidad inmunolégica mediante la seleccién de sustituciones
que son menos conservativas, por ejemplo, mediante la seleccion de residuos que se diferencian mas
significativamente en su efecto en el mantenimiento de: (a) la estructura del nucleo polipeptidico en el area de la
sustitucion, por ejemplo, como una conformacion de lamina o helicoidal; (b) la carga o hidrofobicidad de la molécula
en el sitio diana; o (c) el volumen de la cadena lateral. Las sustituciones que en general se espera que produzcan los
mayores cambios en las propiedades de la proteina seran aquellas en las que: (a) un residuo hidrofilico, p. e€j., seril o
treonil, se sustituye por (o con) un residuo hidrofébico, p. €j., leucil, isoleucil, fenilalanil, valil o alanil; (b) una cisteina
o prolina se sustituye por (o con) cualquier otro residuo; (c) un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva,
p. €j., lisil, arginil, o histadil, se sustituye por (o con) un residuo electronegativo, p. €j., glutamil o aspartil; o (d) un
residuo que tiene una cadena lateral voluminosa, p. €j., fenilalanina, se sustituye por (o con) uno que no tiene una
cadena lateral, p. €j., glicina.

Los efectos de estas sustituciones o deleciones o adiciones de aminoacidos pueden evaluarse para derivados o
variantes del o de los polipéptidos liticos mediante el analisis de la capacidad de las proteinas derivadas o variantes
de lisar o matar a bacterias susceptibles, o de complementar la sensibilidad a los agentes de entrecruzamiento del
ADN presentada por fagos en huéspedes bacterianos infectados. Estos ensayos pueden realizarse mediante la
transfeccion de moléculas de ADN que codifican las proteinas derivadas o variantes en las bacterias como se ha
descrito anteriormente o mediante la incubacion de las bacterias con las proteinas expresadas de huéspedes
transfectados con las moléculas de ADN que codifican las proteinas derivadas o variantes.

Aunque el sitio para introducir una variacion en la secuencia de aminoacidos puede predeterminarse, no es
necesario que la mutacién per se esté predeterminada. Por ejemplo, con el fin de optimizar el rendimiento de una
mutacion en un sitio dado, puede llevarse a cabo mutagénesis aleatoria en el codén o regién diana y las variantes de
la proteina expresada pueden cribarse para determinar la combinacion 6ptima de la actividad deseada. Son muy
conocidas las técnicas para hacer mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en el ADN que tienen una
secuencia conocida como se ha descrito anteriormente.

Otra caracteristica de esta descripcion es la expresion de las secuencias de ADN descritas en la presente memoria.
Como es muy conocido en la técnica, las secuencias de ADN pueden expresarse uniéndolas de forma operativa a
una secuencia de control de la expresion en un vector de expresion apropiado y empleando ese vector de expresion
para transformar un huésped unicelular apropiado. Dicha unién operativa de una secuencia de ADN de esta
invencion a una secuencia de control de la expresién, por supuesto, incluye, si no es ya parte de la secuencia de
ADN, el suministro de un coddn de inicio, ATG, en el marco de lectura correcto aguas arriba de la secuencia de
ADN. Pueden emplearse una amplia variedad de combinaciones de huésped/vector de expresién en la expresion de
las secuencias de ADN de esta invencién. Los vectores de expresion utiles, por ejemplo, pueden consistir en
segmentos de secuencias de ADN cromosdmicas, no cromosomicas Yy sintéticas. Los vectores adecuados incluyen
derivados de SV40 y plasmidos bacterianos conocidos p. €j., los plasmidos de E. coli colEl, pCR1, pBR322, pMB9 y
sus derivados, plasmidos tales como RP4; ADNS de fago, p. €j., los numerosos derivados del fago A, p. ej., NM989,
y otros ADN de fago, p. €j., M13 y ADN monocatenario de fagos filamentosos; plasmidos de levadura, tales como el
plasmido 2o o derivados de este; vectores utiles en células eucariotas, tales como los vectores utiles en células de
insectos 0 mamiferos; vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, tales como plasmidos
que han sido modificados para emplear ADN de fagos u otras secuencias de control de la expresion; y semejantes.

Puede usarse cualquiera de una amplia variedad de secuencias de control de la expresién -- secuencias que
controlan la expresién de una secuencia de ADN unida de forma operativa a ellas -- en estos vectores para expresar
las secuencias de ADN de esta invencion. Dichas secuencias de control de la expresion utiles incluyen, por ejemplo,
los promotores tempranos o tardios de SV40, CMV, vaccinia, polioma o adenovirus, el sistema lac, el sistema trp, el
sistema TAC, el sistema TRC, el sistema LTR, las regiones operadoras y promotoras principales del fago A, las
regiones de control de la proteina de cubierta fd, el promotor para la 3-fosfoglicerato quinasa u otras enzimas
glicoliticas, los promotores de la fosfatasa acida (p. ej., Pho5), los promotores de los factores de apareamiento o de
levaduras, y otras secuencias que se sabe que controlan la expresion de genes de células procariotas o eucariotas o
sus virus, y varias combinaciones de estas.
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También es util una amplia variedad de células huésped unicelulares en la expresién de las secuencias de ADN de
esta invencién. Estos huéspedes pueden incluir huéspedes eucariotas y procariotas muy conocidos, tales como
cepas de E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, hongos tales como levaduras,, y células animales, tales
como células CHO, RLI, B-W y L-M, células de rifidn de Mono Verde Africano (p. ej., COS 1, COS 7, BSC1, BSC40,
y BMT10), células de insectos (p. €j., Sf9), y células humanas y células de plantas en cultivo tisular.

Se entiende bien que no todos los vectores, secuencias de control de la expresion y huéspedes funcionaran igual de
bien para expresar las secuencias de ADN de esta invencién. Ni todos los huéspedes funcionaran igual de bien con
el mismo sistema de expresidon. Sn embargo, un experto en la técnica sera capaz de seleccionar los vectores,
secuencias de control de la expresion, y huéspedes apropiados sin experimentacion excesiva para conseguir la
expresion deseada sin apartarse del alcance de esta invencion.

Pueden usarse bibliotecas de fragmentos de la secuencia codificadora de un polipéptido para generar una poblacion
variegada de polipéptidos para el cribado y posterior seleccion de variantes. Por ejemplo, una biblioteca de
fragmentos de secuencia codificadora puede generarse tratando un fragmento de PCR bicatenario de la secuencia
codificadora de interés con una nucleasa en condiciones en las que se produce el mellado solo aproximadamente
una vez por molécula, desnaturalizando el ADN bicatenario, renaturalizando el ADN para formar un ADN bicatenario
que puede incluir parejas con sentido/antisentido de diferentes productos mellados, eliminacion de las partes
monocatenarias de los duplex reformados por tratamiento con la nucleasa S1, y ligando la biblioteca de fragmentos
resultante en un vector de expresion. Mediante este método, puede derivarse una biblioteca de expresién que
codifica fragmentos N-terminales e internos de varios tamarios de la proteina de interés.

En la técnica se conocen varias técnicas para el cribado de productos génicos de bibliotecas combinatorias
preparadas por mutaciones puntuales o truncamiento, y para el cribado de bibliotecas de ADNc para productos
génicos que tienen una propiedad seleccionada. Las técnicas mas ampliamente usadas, que son factibles para
analisis de alto rendimiento, para el cribado de bibliotecas génicas grandes incluyen tipicamente la clonacion de la
biblioteca génica en vectores de expresién replicables, transformacién de células apropiadas con la biblioteca de
vectores resultante, y la expresion de los genes combinatorios en condiciones en las que la deteccién de una
actividad deseada facilita el aislamiento del vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. La mutagénesis
repetitiva de conjunto (REM), una técnica que aumenta la frecuencia de mutantes funcionales en las bibliotecas,
puede usarse en combinacién con los ensayos de cribado para identificar variantes de una proteina (Arkin y Yourvan
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 6(3):327-331).

Composiciones

Segun la invencién se proporcionan composiciones terapéuticas o farmacéuticas que comprenden la(s)
enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) de la invencion, asi como métodos de uso relacionados. En la presente memoria
también se describen los métodos de fabricacion. Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas pueden
comprender uno o mas polipéptidos liticos, y opcionalmente pueden incluir enzimas liticas naturales, truncadas,
quiméricas o con redistribucion de dominios, combinadas opcionalmente con otros componentes tales como un
transportador, vehiculo, polipéptido, polinucleétido, proteina(s) holina, uno o mas antibidticos o excipientes
adecuados, transportadores o vehiculos. La invencién proporciona composiciones terapéuticas o composiciones
farmacéuticas de las lisinas de la invencion, incluyendo PlySs2 y/o PlySs1 (particularmente APlySs1), para uso en
matar, aliviar, descolonizar, profilaxis o tratamiento de bacterias gram-positivas, incluyendo infecciones bacterianas o
afecciones relacionadas. La invencién proporciona composiciones terapéuticas o composiciones farmacéuticas de
las lisinas de la invencion, incluyendo PlySs2 y/o PlySs1 (particularmente APlySs1), para uso en el tratamiento,
reduccion o control de la contaminacion y/o infecciones por bacterias gram positivas, particularmente incluyendo
Streptococcus suis, incluyendo de la contaminacion o infeccién de o a través de una superficie externa tal como la
piel. Las composiciones se contemplan y proporcionan de esta forma para aplicaciones tépicas o dermatolégicas y la
administracion general al exterior, incluyendo la piel u otra superficie externa. Las composiciones que comprenden la
lisina PlySs2 o PlySs1, incluyendo truncamientos o variantes de esta, se proporcionan en la presente memoria para
uso en matar, aliviar, descolonizar, profilaxis o tratamiento de bacterias gram-positivas, incluyendo infecciones
bacterianas o afecciones relacionadas, particularmente de Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus o Listeria,
incluyendo Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus resistente a antibiéticos.

La(s) enzima(s) o polipéptido(s) incluido en las composiciones terapéuticas puede ser uno o mas o cualquier
combinacién de enzima o enzimas liticas asociadas a fagos inalteradas, polipéptidos liticos truncados, polipéptidos
liticos variantes, y enzimas liticas quiméricas y/o con redistribuciéon de dominios. Adicionalmente, pueden usarse
polipéptidos liticos diferentes codificados genéticamente por diferentes fagos para el tratamiento de las mismas
bacterias. Estas enzimas liticas también pueden estar en cualquier combinacién de enzimas o polipéptidos liticos
"inalterados", polipéptidos liticos truncados, polipéptidos liticos variantes, y enzimas liticas quiméricas y con
redistribucion de dominios. La(s) enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) en una composicién terapéutica o farmacéutica
para bacterias gram-positivas, incluyendo Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus y Listeria, pueden usarse
solos 0 en combinacién con antibiéticos o, si se van a tratar otros organismos bacterianos invasivos, en combinacion
con ofras enzimas liticas asociadas a fagos especificas para las otras bacterias diana. La enzima litica, enzima
truncada, enzima variante, enzima quimérica, y/o enzima litica con redistribucion de dominios puede usarse en
conjuncién con una proteina holina. La cantidad de la proteina holina también puede variarse. Pueden incluirse
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opcionalmente varios antibioticos en la composicion terapéutica con la(s) enzima(s) o polipéptido(s) y con o sin la
presencia de lisostafina. En la composicion terapéutica puede incluirse mas de una enzima o polipéptido litico.

La composicién farmacéutica también puede incluir una o mas enzimas liticas alteradas, incluyendo isozimas,
analogos, o variantes de estas, producidas por sintesis quimica o técnicas de ADN recombinante. En particular, la
proteina litica alterada puede producirse por sustitucion, delecién, de aminoacidos truncamiento, quimerizacion,
redistribucién de dominios, o combinaciones de estos. La composicion farmacéutica puede contener una
combinacién de una o mas proteinas liticas naturales y una o mas proteinas liticas truncadas, variantes, quiméricas
o con redistribucion de dominios. La composicion farmacéutica también puede contener un péptido o un fragmento
peptidico de al menos una proteina litica derivada de la misma especie bacteriana o una diferente, con una adicion
opcional de uno o mas agentes complementarios, y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona lisinas bacterianas que comprenden una variante del polipéptido de lisina PlySs
que tiene actividad letal para las bacterias. La invencién describe mutantes de truncamiento de la lisina PlySs que
solo contienen un dominio catalitico o enzimatico y retienen actividad antibacteriana gram positiva. La invencién
describe, por ejemplo, mutantes de truncamiento ejemplares de la lisina PlySs que solo contienen un dominio
seleccionado del dominio de alanina-amidasa predicho y el dominio de glucosaminidasa predicho. En el mutante de
truncamiento de PLySS1, por ejemplo, el dominio de glucosaminidasa C terminal se deleciona, de manera que la
lisina truncada comprende y contiene un dominio enzimatico N-terminal y un dominio de unién a la pared celular. El
truncamiento APlySS1 tiene los 254 aminoacidos N-terminales, mientras la lisina PlySs1 de longitud completa tiene
452 aminoacidos. Asi, la invencion proporciona mutantes de la lisina de S suis, particularmente mutantes de la lisina
PlySs1 que son mutantes truncados que solo contienen un dominio catalitico y que retienen la actividad letal frente a
S. suis y numerosas otras cepas bacterianas incluyendo otros estreptococos, asi como estafilococos, Listeria, y otras
bacterias, como se proporciona y demuestra en la presente memoria. En la presente memoria se proporciona una
composicién que comprende una lisina mutante PlySs, incluyendo una lisina mutante PlySS1, que tiene una
actividad letal igual o mayor frente a las células de Streptococcus, incluyendo Streptococcus suis comparado con la
proteina lisina PlySs de longitud completa, incluyendo la proteina lisina PlySs1 de longitud completa, la lisina
mutante PlySs que tiene una variante de polipéptido de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1 con una
modificacidn seleccionada del grupo que consiste en: a) el mutante PlySs es una lisina mutante trincada que solo
contiene un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un dominio de
glucosaminidasa; b) el mutante PlySs es una lisina mutante truncada sin un dominio enzimatico C-terminal; c) el
mutante PlySs tiene un Unico dominio catalitico y un dominio de unién a la pared celular; y d) el mutante PlySs
corresponde a SEQ ID NO:2, o variantes de aminoacidos de esta que tienen una o mas sustituciones conservativas.

La composicion terapéutica también puede comprender una proteina holina. Las proteinas holinas (u "holinas") son
proteinas que producen agujeros en la membrana celular. Las proteinas holinas pueden formar lesiones letales en la
membrana que finalizan la respiracion celular en una bacteria. Como las proteinas liticas, las proteinas holinas estan
codificadas y transportadas por un fago. De hecho, es bastante comun que el cddigo genético de la proteina holina
esté cerca o incluso en el cédigo para la proteina litica del fago. La mayor parte de las secuencias de las proteinas
holinas son cortas, y globalmente, de naturaleza hidrofébica, con un dominio carboxilo-terminal altamente hidrofilico.
En muchos casos, la proteina holina potencial estd codificada en un marco de lectura diferente en el dominio
enzimaticamente activo del fago. En otros casos, la proteina holina esta codificada en el ADN préximo o cercano al
ADN que codifica la proteina litica de la pared celular. Las proteinas holinas se sintetizan frecuentemente durante la
etapa tardia de la infeccidn del fago y se encuentran en la membrana citoplasmica donde causan las lesiones en la
membrana. Las holinas pueden agruparse en dos clases generales sobre la base del analisis de la estructura
primaria. Las holinas de la Clase | tienen habitualmente una longitud de 95 residuos o mayor y pueden tener tres
dominios transmembrana potenciales. Las holinas de la Clase Il son habitualmente menores, con aproximadamente
65-95 residuos, indicando la distribucion de los residuos cargados e hidrofébicos dos dominios TM (Young, et al.
Trends in Microbiology v. 8, No. 4, marzo 2000). Al menos para los fagos de los huéspedes gram-positivos, sin
embargo, el sistema de lisis de componente dual puede no ser universal. Aunque la presencia de las holinas se ha
mostrado o sugerido para varios fagos, todavia no se han encontrado genes que codifiquen holinas potenciales para
todos los fagos. Se ha mostrado que las holinas estan presentes en varias bacterias, incluyendo, por ejemplo,
bacteriéfago lactococcal Tuc2009, NLC3 lactococcal, bacteriofago pneumococcal EJ-1, bacteriéfago de Lactobacillus
gasseri Nadh, bacteriéfago de Staphylococcus aureus Twort, bacteriéfagos de Listeria monocytogenes, fago
pneumococcal Cp-1, fago de Bacillus subtillis M29, lisina LL-H del bacteriéfago de Lactobacillus delbrueckki, y
bacteriéfago N 11 de Staphyloccous aureus. (Loessner, et al., Journal of Bacteriology, agosto 1999, p. 4452-4460).

Por ejemplo, las proteinas holinas pueden usarse en conjuncién con las enzimas liticas para acelerar la velocidad y
eficiencia de la muerte de las bacterias. Las proteinas holinas también pueden estar en la forma de enzimas
quiméricas y/o con redistribucion de dominios. Las proteinas holinas también pueden usarse solas en el tratamiento
de infecciones bacterianas segun algunas realizaciones.

La composicion farmacéutica puede contener un agente complementario, incluyendo uno o mas agentes
antimicrobianos y/o uno o mas antibidticos convencionales. Con el fin de acelerar el tratamiento de la infeccion, el
agente terapéutico puede incluir ademas al menos un agente complementario que también puede potenciar la
actividad bactericida de la enzima litica. Los antimicrobianos actian en gran medida interfiriendo con la estructura o
funcién de una célula bacteriana por la inhibicién de la sintesis de la pared celular, inhibicion de la funcién de la
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membrana celular y/o inhibicién de las funciones metabdlicas, incluyendo la sintesis de proteinas y ADN. Los
antibiéticos pueden subagruparse ampliamente en aquellos que afectan la biosintesis del peptidoglicano de la pared
celular y aquellos que afectan la sintesis del ADN o proteinas en las bacterias gram positivas. Los inhibidores de la
sintesis de la pared celular, incluyendo penicilina y antibiéticos como esta, disrumpen la pared celular exterior rigida
de manera que la célula relativamente sin soporte se hincha y eventualmente se rompe. Los antibiéticos que afectan
la biosintesis del peptidoglicano de la pared celular incluyen: Glicopéptidos, que inhiben la sintesis del
peptidoglicano mediante la prevencion de la incorporaciéon de subunidades peptidicas de acido N-acetilmuramico
(NAM) y N-acetilglucosamina (NAG) en la matriz del peptidoglicano. Los glicopéptidos disponibles incluyen
vancomicina y teicoplanina.; Penicilinas, que actian inhibiendo la formacién de los entrecruzamientos de
peptidoglicano. El grupo funcional de las penicilinas, el resto B-lactama, se une a e inhibe la DD-transpeptidasa que
une las moléculas de peptidoglicano en las bacterias. Las enzimas hidroliticas contindan degradando la pared
celular, causando la citolisis o muerte debido a la presién osmética. Las penicilinas comunes incluyen oxacilina,
ampicilina y cloxacilina; y Polipéptidos, que interfieren con la defosforilacién del pirofosfato de isoprenilo Css, una
molécula que transporta bloques de construccion de peptidoglicano fuera de la membrana plasmatica. Un
polipéptido que impacta en la pared celular es bacitracina.

El agente complementario puede ser un antibiético, tal como eritromicina, claritromicina, azitromicina, roxitromicina,
otros miembros de la familia de macrdlidos, penicilinas, cefalosporinas, y cualesquiera combinaciones de estos en
cantidades que son efectivas para potenciar de forma sinérgica el efecto terapéutico de la enzima litica.
Practicamente, puede usarse cualquier otro antibiotico con la enzima litica alterada y/o inalterada. De forma similar,
pueden incluirse otras enzimas liticas en el vehiculo para tratar otras infecciones bacterianas. Los suplementos de
antibidticos pueden usarse en practicamente todos los usos de la enzima cuando se tratan diferentes enfermedades.
La composicion farmacéutica también puede contener un péptido o un fragmento peptidico de al menos una proteina
litica, una proteina holina, o al menos una proteina holina y una litica, proteinas liticas y holinas que derivan cada
una de la misma especie bacteriana o una diferente, con una adicién opcional de agentes complementarios, y un
vehiculo o diluyente adecuado.

También se proporcionan composiciones que contienen moléculas de acido nucleico que, bien solas o en
combinacién con otras moléculas de acido nucleico, son capaces de expresar una cantidad efectiva de un
polipéptido(s) litico(s) o un fragmento peptidico de un polipéptido(s) litico(s) in vivo. También se proporcionan
cultivos celulares que contienen esas moléculas de acido nucleico, polinucleétidos, y vectores que portan y expresan
esas moléculas in vitro o in vivo.

Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas pueden comprender polipéptido(s) litico(s) combinado(s) con una
variedad de vehiculos para tratar las enfermedades causadas por las bacterias gram-positivas susceptibles. El
vehiculo contiene adecuadamente cantidades menores de aditivos tales como sustancias que potencian la
isotonicidad y estabilidad quimica. Dichos materiales no son téxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, succinato, acido acético, y otros acidos
organicos o sus sales; antioxidantes tales como acido ascérbico; polipéptidos de bajo peso molecular (menor de
aproximadamente diez residuos), p. €j., poliarginina o tripéptidos; proteinas, tales como albumina sérica, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona; glicina; aminoacidos tales como acido
glutamico, acido aspartico, histidina, o arginina; monosacaridos, disacéaridos, y otros carbohidratos incluyendo
celulosa o sus derivados, glucosa, manosa, trehalosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; alcoholes
de azucares tales como manitol o sorbitol; contraiones tales como sodio; tensioactivos no iénicos tales como
polisorbatos, poloxameros, o polietilen glicol (PEG); y/o sales neutras, p. €j., NaCl, KCI, MgCl.sub.2, CaCl.sub.2, y
otras. La glicerina o glicerol (1,2,3-propanotriol) esta disponible comercialmente para uso farmacéutico. Puede
diluirse en agua estéril para inyeccidén, o inyeccion de cloruro de sodio, u otro fluido de inyeccién acuoso
farmacéuticamente aceptable, y usarse en concentraciones de 0,1 a 100% (v/v), preferiblemente 1,0 a 50% mas
preferiblemente aproximadamente 20%. EI DMSO es un disolvente aprético con una actividad notable para potenciar
la penetracion de muchos farmacos aplicados localmente. EIl DMSO puede diluirse en agua estéril para inyeccion, o
inyeccion de cloruro de sodio, u otro fluido de inyeccién acuoso farmacéuticamente aceptable, y usarse en
concentraciones de 0,1 a 100% (v/v). El vehiculo transportador también puede incluir disoluciéon de Ringer, una
disolucion tamponada, y disolucion de dextrosa, particularmente cuando se prepara una disolucién intravenosa.

Cualquiera de los vehiculos para el o los polipéptidos liticos puede fabricarse por medios convencionales. Sin
embargo, se prefiere que cualquier lavado bucal o productos de tipo similar no contengan alcohol para prevenir la
desnaturalizacion del polipéptido/enzima. De forma similar, cuando el o los polipéptidos liticos se van a poner en
gotas para la tos, chicle, caramelo o comprimido para chupar durante el proceso de fabricaciéon, dicho
posicionamiento debe hacerse antes del endurecimiento del comprimido para chupar o caramelo, pero después de
que se haya enfriado en cierto modo las gotas para la tos o caramelo, para evitar la desnaturalizacion por calor de la
enzima.

Uno o unos polipéptidos liticos pueden afadirse a estas sustancias en una forma liquida o en un estado liofilizado,
con lo cual se solubilizara cuando se encuentre con fluidos corporales tales como la saliva. El o los
polipéptidos/enzima también pueden estar en una micela o liposoma.

Las proporciones o cantidades de dosificacion efectivas de una enzima/polipéptido(s) litico(s) alterados o inalterados
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para tratar la infeccion dependeran, en parte, de si la enzima/polipéptido(s) litico(s) se usaran terapéuticamente o
profilacticamente, de la duraciéon de la exposicion del receptor a las bacterias infecciosas, del tamafio y peso del
individuo, etc. La duracion para uso de la composicidn que contiene la enzima/polipéptido(s) también depende de si
el uso es para propositos profilacticos, en el que el uso puede ser una vez a la hora, diario o semanal, durante un
corto periodo de tiempo, o de si el uso sera para propésitos terapéuticos en el que puede ser necesario un régimen
mas intensivo del uso de la composicion, de manera que el uso puede durar horas, dias o semanas, y/o en una base
diaria, o a intervalos programados durante el dia. Cualquier forma de dosificacion empleada deberia proporcionar un
minimo numero de unidades durante una minima cantidad de tiempo. La concentracion de las unidades activas de
enzima que se cree que proporcionan una cantidad o dosificacion efectiva de enzima puede estar en el intervalo de
aproximadamente 100 unidades/ml a aproximadamente 500.000 unidades/ml de fluido en el entorno mojado o
himedo de las cavidades nasal y oral, y posiblemente en el intervalo de aproximadamente 100 unidades/ml a
aproximadamente 50.000 unidades/ml. Mas especificamente, el tiempo de exposicion a las unidades activas de
enzima/polipéptido(s) puede influir en la concentracion deseada de unidades activas de enzima por ml. Los
vehiculos que se clasifican como vehiculos de liberacion "prolongada" o "lenta" (tales como, por ejemplo,
determinados pulverizadores nasales o comprimidos para chupar) podrian poseer o proporcionar una concentracion
menor de unidades activas (enzima) por ml, pero durante un periodo de tiempo mas largo, mientras un vehiculo de
liberacion "corta" o "rapida" (tal como, por ejemplo, un enjuague bucal) podria poseer o proporcionar una
concentracion alta de unidades activas (enzima) por ml, pero durante un periodo de tiempo mas corto. La cantidad
de unidades activas por ml y la duracién del tiempo de exposiciéon dependen de la naturaleza de la infeccion, de si el
tratamiento va a ser profilactico o terapéutico, y de otras variables. Hay situaciones en las que puede ser necesario
tener una dosificacién en unidad/ml mucho mas alta o una dosificacién en unidad/ml mas baja.

La enzima/polipéptido(s) litico(s) deben estar en un entorno que tenga un pH que permita la actividad de la
enzima/polipéptido(s) litico(s). Por ejemplo, si un individuo humano se ha expuesto a otro ser humano con un
trastorno bacteriano del tracto respiratorio superior, la enzima/polipéptido(s) litico(s) residirdn en el revestimiento
mucosal y prevendran cualquier colonizacion de las bacterias infecciosas. Antes de, o en el momento en el que la
enzima litica alterada se pone en el sistema vehicular o modo de administracion oral, se prefiere que la enzima esté
en un entorno de un tampdn estabilizante para mantener un intervalo de pH entre aproximadamente 4,0 y
aproximadamente 9,0, mas preferiblemente entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 7,5.

Un tampodn estabilizante puede permitir la actividad 6ptima de la enzima/polipéptido(s) de lisina. El tampdn puede
contener un reactivo reductor, tal como ditiotreitol. El tampdn estabilizante también puede ser o incluir un reactivo
quelante de metales, tal como la sal de disodio del acido etilendiaminotetracético, o también puede contener un
tampon fosfato o citrato-fosfato, o cualquier otro tampén. El ADN que codifica estos fagos y otros fagos puede
alterarse para permitir que una enzima recombinante ataque una pared celular en mas de dos localizaciones, para
permitir que la enzima recombinante escinda la pared celular de mas de una especie de bacteria, para permitir que
la enzima recombinante ataque a otras bacterias, o cualesquiera combinaciones de estas. El tipo y numero de
alteraciones en una enzima producida por un bacteriéfago recombinante son incalculables.

Un tensioactivo suave puede incluirse en una composicién terapéutica o farmacéutica en una cantidad efectiva para
potenciar el efecto terapéutico de la enzima/polipéptido(s) litico(s) puede usarse en una composicién. Los
tensioactivos suaves adecuados incluyen, entre otros, ésteres de polioxietilen sorbitan y acidos grasos (serie
Tween), octilfenoxi polietoxi etanol (serie Triton-X), n-Octil-.beta.-D-glucopirandsido, n-Octil-.beta.-D-
tioglucopiranésido, n-Decil-.beta.-D-glucopirandsido, n-Dodecil-.beta.-D-glucopirandsido, y tensioactivos bioldgicos,
p. €j., acidos grasos, glicéridos, monoglicéridos, desoxicolato y ésteres de desoxicolato.

En esta invencion pueden usarse conservantes y preferiblemente comprenden aproximadamente un 0,05% a 0,5%
en peso de la composicion total. El uso de conservantes asegura que, si el producto se contamina con microbios, la
formulacion prevendra o disminuira el crecimiento de los microorganismos. Algunos conservantes utiles en esta
invencién incluyen metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, cloroxilenol, benzoato de sodio, DMDM
Hidantoina, carbamato de 3-yodo-2-propilbutilo, sorbato de potasio, digluconato de clorhexidina, o una combinacion
de estos.

Los productos farmacéuticos para uso en todas las realizaciones de la invencién incluyen agentes antimicrobianos,
agentes antiinflamatorios, agentes antivirales, agente anestésicos locales, corticosteroides, agentes de terapia
destructiva, antifungicos, y antiandréogenos. En el tratamiento del acné, los productos farmacéuticos activos que
pueden usarse incluyen agentes antimicrobianos, especialmente aquellos que tienen propiedades antiinflamatorias
tales como dapsona, eritromicina, minociclina, tetraciclina, clindamicina, y otros antimicrobianos. Los porcentajes en
peso preferidos para los antimicrobianos son 0,5% a 10%.

Los anestésicos locales incluyen tetracaina, hidrocloruro de tetracaina, lidocaina, hidrocloruro de lidocaina,
diclonina, hidrocloruro de diclonina, hidrocloruro de dimetisoquina, dibucaina, hidrocloruro de dibucaina,
butambenpicrato, e hidrocloruro de pramoxina. Una concentracion preferida para los anestésicos locales es
aproximadamente 0,025% a 5% en peso de la composicion total. Los anestésicos tales como benzocaina también
pueden usarse a una concentracion preferida de aproximadamente 2% a 25% en peso.

Los corticosteroides que pueden usarse incluyen dipropionato de betametasona, fluocinolona actinido, valerato de
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betametasona, triamcinolona actinido, propionato de clobetasol, desoximetasona, diacetato de diflorasona,
amcinonida, flurandrenolida, valerato de hidrocortisona, butirato de hidrocortisona, y desonida se recomiendan a
concentraciones de aproximadamente 0,01% a 1,0% en peso. Las concentraciones preferidas para los
corticosteroides tales como hidrocortisona o acetato de metilprednisolona son de aproximadamente 0,2% a
aproximadamente 5,0% en peso.

Adicionalmente, la composicion terapéutica puede comprender ademas otras enzimas, tales como la enzima
lisostafina para el tratamiento de cualquier bacteria Staphylococcus aureus presente junto con las bacterias gram-
positivas susceptibles. Se ha sugerido que los péptidos mucoliticos, tales como lisostafina, son eficaces en el
tratamiento de infecciones por S. aureus en los seres humanos (Schaffner et al., Yale J. Biol. & Med., 39:230 (1967).
La lisostafina, un producto génico de Staphylococcus simulans, ejerce un efecto bacteriostatico y bactericida sobre
S. aureus mediante la degradacion enzimatica de los entrecruzamientos de poliglicina de la pared celular (Browder
et al., Res. Comm., 19: 393-400 (1965)). La Pat. U.S. No. 3.278.378 describe métodos de fermentaciéon para producir
lisostafina a partir del medio de cultivo de S. staphylolyticus, posteriormente redenominada S. simulans. Otros
métodos para producir lisostafina se describen adicionalmente en las Pat. U.S. Nos. 3.398.056 y 3.594.284. El gen
de la lisostafina se ha clonado y secuenciado posteriormente (Recsei et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 1127-
1131 (1987)). La proteina bactericida mucolitica recombinante, tal como r-lisostafina, puede eludir potencialmente
los problemas asociados con la terapia actual de antibidticos debido a su especificidad dirigida, baja toxicidad y
posible reduccion de residuos biolégicamente activos. Ademas, la lisostafina es también activa frente a las células
que no estan en divisién, mientras la mayor parte de los antibidticos requieren células que se dividen activamente
para mediar sus efectos (Dixon et al., Yale J. Biology and Medicine, 41: 62-68 (1968)). La lisostafina, en combinacion
con la enzima litica alterada, puede usarse en presencia o ausencia de antibiéticos. Existe un grado de importancia
afadida en el uso tanto de lisostafina como de la enzima lisina en el mismo agente terapéutico. Frecuentemente,
cuando un ser humano tiene una infeccidon bacteriana, la infeccion por un género de bacterias debilita al cuerpo
humano o cambia la flora bacteriana del cuerpo, permitiendo que otras bacterias potencialmente patogénicas
infecten el cuerpo. Una de las bacterias que algunas veces coinfecta un cuerpo es Staphylococcus aureus. Muchas
cepas de Staphylococcus aureus producen penicilinasa, de manera que los antibidticos estandar no seran letales
para Staphylococcus, Streptococcus, y otras cepas bacterianas Gram positivas. Consecuentemente, el uso de la
lisina y lisostafina, posiblemente en combinaciéon con antibiéticos, puede servir como el tratamiento mas rapido y
efectivo de infecciones bacterianas. Una composicion terapéutica también puede incluir mutanolisina, y lisozima.

Los medios para la aplicacion de la composicidon terapéutica que comprende una enzima/polipéptido(s) liticos
incluyen, pero no estan limitados a medios directos, indirectos, vehiculares y especiales o cualquier combinacion de
medios. La aplicacién directa de la enzimal/polipéptido(s) liticos puede ser por cualquier medio adecuado para poner
en contacto directamente el polipéptido con el sitio de la infeccion o colonizacion bacteriana, tal como en el area
nasal (por ejemplo, pulverizadores nasales), aplicaciones dérmicas o en la piel (por ejemplo, pomadas o
formulaciones tépicas), supositorios, aplicacion con tampodn, etc. Las aplicaciones nasales incluyen, por ejemplo,
pulverizadores nasales, gotas nasales, pomadas nasales, lavados nasales, inyecciones nasales, envases nasales,
pulverizadores e inhaladores bronquiales, o indirectamente a través del uso de comprimidos para chupar para la
garganta, lavados o gargaras bucales, o a través del uso de pomadas aplicadas en los orificios nasales, o la cara o
cualquier combinacion de estos métodos de aplicacion y similares. Las formas en las que la enzima litica puede
administrarse incluyen, pero no estan limitadas a comprimidos para chupar, tabletas, caramelos, inyectables, chicles,
comprimidos, polvos, pulverizaciones, liquidos, pomadas, y aerosoles.

Cuando la(s) enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) natural y/o alterado se introduce directamente por el uso de
pulverizadores, gotas, pomadas, lavados, inyecciones, envasados e inhaladores, la enzima esta preferiblemente en
un entorno liquido o de gel, actuando el liquido como el vehiculo. Una version anhidra seca de la enzima alterada
puede administrarse por el inhalador y pulverizador bronquial, aunque se prefiere una forma liquida de
administracion.

Las composiciones para tratar infecciones o contaminaciones tépicas comprenden una cantidad efectiva de al
menos una enzima litica, incluyendo PlySs1 y/o PlySs2, segun la invencion y un vehiculo para administrar al menos
una enzima litica a la piel, pelo, o superficie externa infectada o contaminada de un animal de compafiia o ganado.
El modo de aplicacion para la enzima litica incluye varios tipos y combinaciones diferentes de vehiculos que
incluyen, pero no estan limitados a, un liquido acuoso, un liquido con base de alcohol, un gel soluble en agua, una
locién, una pomada, una base de liquido no acuoso, una base de aceite mineral, una mezcla de aceite mineral y
petroéleo, lanolina, liposomas, vehiculos proteicos tales como albumina de suero o gelatina, carmel de celulosa en
polvo, y combinaciones de estos. Un modo de administracién del vehiculo que contiene el agente terapéutico
incluye, pero no esta limitado a, un frotis, pulverizador, un parche con liberacién en el tiempo, una toallita con liquido
absorbido, y combinaciones de estos. La enzima litica puede aplicarse en un vendaje directamente o en uno de los
demas vehiculos. Los vendajes pueden venderse humedos o secos, en los que la enzima estd en una forma
liofilizada en el vendaje. Este método de aplicacidon es el mas efectivo para el tratamiento de la piel infectada. Los
vehiculos de las composiciones topicas pueden comprender vehiculos semisolidos y semejantes a geles que
incluyen un espesante polimérico, agua, conservantes, tensioactivos activos o emulsionantes, antioxidantes,
pantallas solares, y un disolvente o sistema de disolventes mixto. La Pat. U.S. No. 5,863,560 (Osborne) discute
varias combinaciones diferentes de vehiculos que pueden ayudar en la exposicién de la piel a un medicamento. Los
espesantes poliméricos que pueden usarse incluyen aquellos conocidos para un experto en la técnica, tales como
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agentes gelificantes hidrofilicos e hidroalcohdlicos usados frecuentemente en las industrias cosmética vy
farmacéutica. CARBOPOLR ™ es uno de los numerosos polimeros de acido acrilico entrecruzado a los que se
proporciona el nombre general adoptado de carbémero. Estos polimeros se disuelven en agua y forman un gel
transparente o ligeramente turbio después de la neutralizacion con un material caustico tal como hidréxido de sodio,
hidroxido de potasio, trietanolamina, u otras bases amina. KLUCELR™ es un polimero de celulosa que se dispersa
en agua y forma un gel uniforme después de la hidratacién completa. Otros polimeros gelificantes preferidos
incluyen hidroxietilcelulosa, goma de celulosa, polimero entrecruzado de decadieno MVE/MA, copolimero PVM/MA,
0 una combinacion de estos.

Una composicion que comprende una enzima/polipéptido(s) litico(s) puede administrarse en la forma de un
caramelo, chicle, comprimido para chupar, tableta, comprimido, un polvo, un aerosol, un liquido, un pulverizador
liquido, o pasta de dientes para la prevencién o tratamiento de infecciones bacterianas asociadas con enfermedades
del tracto respiratorio superior. EI comprimido para chupar, comprimido, o chicle en el que se afade la
enzima/polipéptido(s) litico(s) puede contener azlcar, jarabe de maiz, una variedad de colorantes, edulcorantes no
azucarados, saborizantes, cualesquiera aglutinantes, o combinaciones de estos. De forma similar, cualesquiera
productos basados en goma pueden contener goma arabiga, cera de carnauba, acido citrico, almidéon de maiz,
colorantes alimentarios, saborizantes, edulcorantes no azucarados, gelatina, glucosa, glicerina, base de goma, goma
laca, sacarina de sodio, azucar, agua, cera blanca, celulosa, otros aglutinantes, y combinaciones de estos. Los
comprimidos para chupar pueden contener ademas sacarosa, almidon de maiz, goma arabiga, goma de tragacanto,
anetol, semilla de lino, oleoresina, aceite mineral, y celulosa, otros aglutinantes, y combinaciones de estos. También
pueden usarse sustitutos del azicar en lugar de dextrosa, sacarosa, u otros azucares.

Las composiciones que comprenden enzimas liticas, o sus fragmentos peptidicos pueden estar dirigidas al
revestimiento mucosal, donde, al ser residentes, son letales para las bacterias patdégenas colonizadoras. El
revestimiento mucosal, como se divulga y describe en la presente memoria, incluye, por ejemplo, el tracto
respiratorio superior e inferior, ojo, cavidad bucal, nariz, recto, vagina, bolsillo periodontal, intestinos y colon. Debido
a los mecanismos naturales de eliminacion o limpieza de los tejidos mucosales, las formas de dosificacion
convencionales no se retienen en el sitio de aplicacion durante un periodo de tiempo significativo.

Puede ser ventajoso tener materiales que presentan adhesién a tejidos mucosales, que se administren con una o
mas enzimas de fago y otros agentes complementarios durante un periodo de tiempo. Los materiales que tienen una
capacidad de liberacion controlada son particularmente deseables, y el uso de mucoadhesivos de liberacion
sostenida ha recibido un grado significativo de atencion. J. R. Robinson (Pat. U.S. No. 4.615.697) proporciona una
buena revisién de las distintas composiciones poliméricas de liberacién controlada usadas en la administracion
mucosal de farmacos. La patente describe una composicion de tratamiento de liberacion controlada que incluye un
bioadhesivo y una cantidad efectiva de un agente de tratamiento. El bioadhesivo es un polimero entrecruzado con
funcionalidad carboxi fibroso hinchable en agua, pero insoluble en agua, que contiene (a) una pluralidad de unidades
de repeticién de las cuales al menos aproximadamente el 80 por ciento contienen al menos una funcionalidad
carboxi, y (b) aproximadamente 0,05 a aproximadamente 1,5 por ciento de agente de entrecruzamiento que
sustancialmente carece de polialquenil poliéter. Aunque los polimeros de Robinson son hinchables en agua, pero
insolubles, estan entrecruzados, no termoplasticos, y no son tan faciles de formular con agentes activos, y en las
distintas formas de dosificacion, como los sistemas de copolimeros de la presente solicitud. También pueden usarse
micelas y micelas multilamelares para controlar la liberacion de la enzima.

Se conocen ofras estrategias que implican mucoadhesivos que son la combinacion de materiales hidrofilicos e
hidrofébicos. Orahesive.RTM. de E.R. Squibb & Co es un adhesivo que es una combinacion de pectina, gelatina, y
carboximetil celulosa de sodio en un polimero de hidrocarburo pegajoso, para adherirse a la mucosa oral. Sin
embargo, dichas mezclas fisicas de componentes hidrofilicos e hidrofébicos eventualmente se separan. Por el
contrario, los dominios hidrofilicos e hidrofébicos en esta solicitud producen un copolimero insoluble. La Pat. U.S.
No. 4.948.580, describe un sistema de administracion oral de farmacos bioadhesivo. La composicién incluye una
mezcla de polimeros liofilizada formada por el copolimero poli(metil vinil éter/anhidrido maleico) y gelatina,
dispersado en una base de pomada, tal como aceite mineral que contiene polietileno dispersado. La Pat. U.S. No.
5.413.792 describe preparaciones semejantes a pastas que comprenden (A) una base semejante a pasta que
comprende un poliérganosiloxano y un material polimérico soluble en agua que estan presentes preferiblemente en
una proporcion en peso de 3:6 a 6:3, y (B) un ingrediente activo. La Pat. U.S. No. 5.554.380 reivindica un sistema de
administracion de farmacos oralmente ingerible bioadherente sélido o semisdélido que contiene un sistema de agua
en aceite que tiene al menos dos fases. Una fase comprende de aproximadamente 25% a aproximadamente 75% en
volumen de una fase hidrofilica interna y la otra fase comprende de aproximadamente 23% a aproximadamente 75%
en volumen de una fase hidrofébica externa, en el que la fase hidrofébica externa estd comprendida por tres
componentes: (a) un emulsionante, (b) un éster de glicérido, y (c) un material de cera. La Pat. U.S. No. 5.942.243
describe algunos materiales de liberacion representativos Utiles para administrar agentes antibacterianos.

Las composiciones terapéuticas o farmacéuticas también pueden contener mucoadhesivos poliméricos incluyendo
un copolimero injertado que comprende una cadena principal hidrofilica y cadenas injertadas hidrofébicas para la
liberacion controlada de agentes bioldgicamente activos. El copolimero injertado es un producto de la reaccion de (1)
un macromonoémero de poliestireno que tiene un grupo funcional etilénicamente insaturado, y (2) al menos un
mondémero acido hidrofilico que tiene un grupo funcional etilénicamente insaturado. Las cadenas injertadas consisten
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esencialmente en poliestireno, y la cadena del polimero principal en restos monoméricos hidrofilicos, algunos de los
cuales tienen funcionalidad acida. El porcentaje en peso del macromondémero de poliestireno en el copolimero
injertado es entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20% y el porcentaje en peso del mondémero hidrofilico
total en el copolimero injertado es entre 80 y 99%, y en el que al menos el 10% de dicho monédmero hidrofilico total
es acido, teniendo dicho copolimero injertado cuando se hidrata completamente un contenido de agua en equilibrio
de al menos el 90%. Las composiciones que contienen los copolimeros se hidratan gradualmente por sorcién de
fluidos tisulares en el sitio de la aplicacion para rendir una masa semejante a jalea muy blanda que presenta
adhesion a la superficie mucosal. Durante el periodo de tiempo en el que la composicidon se adhiere a la superficie
mucosal, proporciona una liberacion sostenida del agente farmacolégicamente activo, que es absorbido por el tejido
mucosal.

Las composiciones de esta solicitud pueden contener opcionalmente otros materiales poliméricos, tales como
poli(acido acrilico), poli,-(vinil pirrolidona), y plastificantes carboximetil celulosa de sodio, y otros excipientes
farmacéuticamente aceptables en cantidades que no causan un efecto perjudicial en la mucoadhesividad de la
composicion.

Las formas de dosificacion de las composiciones de esta invencion pueden prepararse por métodos convencionales.
En los casos en los que el modo de administracién elegido es inyeccion intramuscular, se usa preferiblemente una
formulacion isoténica. Generalmente, los aditivos para la isotonicidad pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa,
manitol, sorbitol y lactosa. En algunos casos, se prefieren las disoluciones isotonicas tales como disolucion salina
tamponada con fosfato. Los estabilizantes incluyen gelatina y albumina. Puede afiadirse a la formulaciéon un agente
de vasoconstriccion. Las preparaciones farmacéuticas segun esta solicitud se proporcionan estériles y libres de
pirégenos.

Una enzima/polipéptido(s) litico(s) de la invencion también puede administrarse por cualquier medio
farmacéuticamente aplicable o aceptable incluyendo por via toépica, oral o parenteral. Por ejemplo, la
enzima/polipéptido(s) litico(s) puede administrarse por via intramuscular, intratecal, subdérmica, subcutanea, o
intravenosa para tratar infecciones por bacterias gram-positivas. En los casos en los que el modo de administracion
elegido es inyeccion parenteral, se usa preferiblemente una formulacion isotonica. Generalmente, los aditivos para la
isotonicidad pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa. En algunos casos, se prefieren las
disoluciones isoténicas tales como disoluciéon salina tamponada con fosfato. Los estabilizantes incluyen gelatina y
albumina. Puede afadirse a la formulacién un agente de vasoconstriccion. Las preparaciones farmacéuticas segun
esta solicitud se proporcionan estériles y libres de pirdgenos.

Para cualquier compuesto, la dosis terapéuticamente efectiva puede estimarse inicialmente bien en ensayos de
cultivo celular o en modelos animales, habitualmente ratones, conejos, perros, o cerdos. El modelo animal también
se usa para conseguir un intervalo de concentracion deseable y una ruta de administracion. Dicha informacion
puede usarse entonces para determinar dosis y rutas de administracion utiles para la administracion a seres
humanos. La dosificacion exacta la elige el médico individual a la vista del paciente que se va a tratar. La
dosificacion y administracion se ajustan para proporcionar niveles suficientes del resto activo o para mantener el
efecto deseado. Los factores adicionales que pueden tenerse en cuenta incluyen la gravedad del estado de la
enfermedad, edad, peso y sexo del paciente; dieta, duracion deseada del tratamiento, método de administracion,
tiempo y frecuencia de la administracién, combinacién o combinaciones de farmacos, reaccion de sensibilidad, y
tolerancia/respuesta a la terapia. Las composiciones farmacéuticas de accion prolongada podrian administrarse
cada 3 a 4 dias, cada semana, o una vez cada dos semanas dependiendo de la semivida y tasa de aclaramiento de
la formulacion particular.

Las tasas y cantidades de dosificacion efectiva de la enzima/polipéptido(s) litico(s) que se va a administrar por via
parenteral, y la duracién del tratamiento dependeran, en parte, de la gravedad de la infeccién, del peso del paciente,
particularmente ser humano, de la duraciéon de la exposicidon del receptor a la bacteria infecciosa, del nimero de
centimetros cuadrados de la piel o tejido que estan infectados, de la profundidad de la infeccién, de la gravedad de
la infeccion, y de una variedad de varias otras variables. La composicién puede aplicarse en cualquier lugar de una a
varias veces al dia, y puede aplicarse durante un periodo de tiempo corto o largo. El uso puede durar dias o
semanas. Cualquier forma de dosificacion empleada deberia proporcionar un minimo numero de unidades durante
una minima cantidad de tiempo. La concentracién de las unidades activas de las enzimas que se cree que
proporcionan una cantidad o dosificacion efectiva de enzimas puede seleccionarse segun sea apropiado. La
cantidad de unidades activas por ml y la duracién de tiempo de la exposicidon dependen de la naturaleza de la
infeccion, y de la cantidad de contacto que el vehiculo permite que tenga la enzima/polipéptido(s) litico(s).

Métodos y Ensayos

La capacidad letal para bacterias, y de hecho el rango significativamente amplio de letalidad bacteriana, presentada
por el o los polipéptidos de lisina de la invencion proporciona varios métodos basados en la efectividad
antibacteriana del o de los polipéptidos de la invencién. Asi, la presente invencion contempla métodos
antibacterianos, incluyendo métodos para matar a bacterias gram-positivas, para reducir una poblacion de bacterias
gram-positivas, para tratar o aliviar una infeccién bacteriana, para tratar a un sujeto humano expuesto a una bacteria
patogénica, y para tratar a un sujeto humano que presenta riesgo de dicha exposiciéon. En la presente memoria se
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demuestra que las bacterias susceptibles incluyen las bacterias de las que se derivan originariamente la o las
enzimas del fago de la invencion, Streptococcus suis, asi como varias otras cepas bacterianas estreptococales,
estafilococales, enterococales y Listeria. También se proporcionan métodos para tratar varias afecciones, incluyendo
métodos de tratamiento profilactico de infecciones estreptococales, estafilococales, enterococales o de Listeria, el
tratamiento de infecciones estreptococales, estafilococales, enterococales o de Listeria, reduccién de la poblacién o
transporte estreptococal, estafilococal, enterococal o de Listeria, tratamiento de infeccion del tracto respiratorio
inferior, tratamiento de infecciones de oido, tratamiento de otitis media, tratamiento de endocarditis, y tratamiento o
prevencion de otras infecciones o afecciones locales o sistémicas.

La(s) lisina(s) de la presente invencion demuestran una capacidad notable para matar y efectividad frente a
bacterias de varias especies tales como multiples especies estreptococales o estafilococales, bacterias de distintos
grupos de especies tales como bacterias de cada uno de estreptococales, estafilococales, enterococales y/o Listeria,
y bacterias de distintos érdenes. La clase taxonémica de las bacterias de Bacilli incluye dos 6rdenes, Bacillales y
Lactobacillales. El orden Bacillales incluye Staphylococcus, Listeria y también Bacillus. El orden Lactobacillales
incluye Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus y Lactococcus. La(s) lisina(s) de la presente invencion
demuestran actividad antibacteriana y la capacidad de matar a bacterias de distintos érdenes de bacterias,
particularmente de distintos érdenes de bacterias Bacilli. La(s) lisina(s) proporcionadas en la presente memoria son
capaces de matar a bacterias del orden Bacillales y también del orden Lactobacillales. En la presente memoria se
demuestra que la lisina PlySs2 mata a bacterias de dos o6rdenes distintos, particularmente Bacillales y
Lactobacillales, in vitro e in vivo. La lisina de la presente invencién es capaz de matar a bacterias Bacillales y
Lactobacillales en cultivo mixto y en infecciones mixtas in vivo. La invencidon contempla asi el tratamiento,
descolonizacién, y/o descontaminacion de bacterias, cultivos o infecciones o en los casos en los que se sospecha o
estd presente mas de una bacteria gram positiva. En particular, la invencién contempla el tratamiento,
descolonizacién, y/o descontaminacion de bacterias, cultivos o infecciones o en casos en los que mas de un tipo de
bacterias Bacilalles, mas de un tipo de bacterias Lactobacillales, o al menos un tipo de bacterias Bacillales y un tipo
de bacterias Lactobacillales se sospecha que estan presentes, estan presentes o pueden estar presentes.

Esta invencion también puede usarse para tratar la septicemia, particularmente en un ser humano. Para el
tratamiento de una infeccién septicémica, tal como para neumonia, 0 meningitis bacteriana, debe haber un flujo
intravenoso continuo del agente terapéutico en la corriente sanguinea. La concentracién de las enzimas para el
tratamiento de septicemia depende del recuento bacteriano en la sangre y del volumen de sangre.

También se proporciona una composicidén para uso en un método para tratar una infeccién, transporte, o
poblaciones estreptococales, estafilococales, enterococales o de Listeria, que comprende tratar la infeccion con un
agente terapéutico que comprende una cantidad efectiva de al menos una(s) enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) de la
invencion, particularmente PlySs2 y/o PlySs1, particularmente PlySs2. Mas especificamente, la enzima/polipéptido
litico capaz de lisar la pared celular de cepas bacterianas de estreptococales, estafilococales, enterococales o de
Listeria se produce a partir de material genético de un bacteriéfago especifico para Streptococcus suis. En los
métodos de la invencion, el o los polipéptidos de lisina de la presente invencién, incluyendo PlySs2 y/o PlySs1,
particularmente PlySs2, son utiles y capaces en métodos profilacticos y de tratamiento dirigidos frente a bacterias
gram-positivas, particularmente infecciones o colonizacién bacteriana por estreptococales, estafilococales,
enterococales o Listeria. Las cepas bacterianas susceptibles y relevantes como dianas en los métodos de la
invencién incluyen y pueden seleccionarse de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
simulans, Streptococcus suis, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus equi, Streptococcus equi zoo,
Streptococcus agalactiae (GBS), Streptococcus pyogenes (GAS), Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus Grupo G, Streptococcus Grupo E, Enterococcus faecalis y Streptococcus
pneumonia.

La invencién incluye uno o unos polipéptidos de lisina aislados para uso como una composicion en métodos para
tratar o aliviar infecciones o afecciones relacionadas con Streptococcus, incluyendo S. pyogenes, y/o
Staphylococcus, incluyendo S. aureus, incluyendo Staphylococcus aureus resistente a antibiético, particularmente
incluyendo MRSA, en el que las bacterias o un sujeto humano infectado con o expuesto a la bacteria particular, o
que sospecha que esta expuesto o que presenta riesgo, se pone en contacto con o se le administra una cantidad del
o de los polipéptidos de lisina aislados de la invencién efectivos para matar a la bacteria particular. Asi, uno o mas
de PlySs2 y/o PlySs1, incluyendo truncamientos o variantes de estos, incluyendo los polipéptidos como se
proporciona en la presente memoria en la Figura 3 y 4 y en las SEQ ID NOS: 1, 2 o 3, se pone en contacto con o se
administra de manera que es efectivo para matar a las bacterias relevantes o para aliviar o tratar de otra forma la
infeccion bacteriana.

El término 'agente’ significa cualquier molécula, incluyendo polipéptidos, anticuerpos, polinucledtidos, compuestos
quimicos y moléculas pequefas. En particular, el término agente incluye compuestos tales como compuestos de
ensayo, compuesto o compuestos adicionales afiadidos, o compuestos de enzima lisina.

El término 'agonista’ se refiere a un ligando que estimula el receptor al que se une el ligando en el sentido mas
amplio.

El término 'ensayo' significa cualquier proceso usado para medir una propiedad especifica de un compuesto. Un
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‘ensayo de cribado' significa un proceso usado para caracterizar o seleccionar compuestos sobre la base de su
actividad a partir de una coleccién de compuestos.

El término 'prevenir' o 'prevencion’ se refiere a una reduccion en el riesgo de adquirir o desarrollar una enfermedad o
trastorno (es decir, causar que al menos uno de los sintomas clinicos de la enfermedad no se desarrolle) en un
sujeto que puede estar expuesto a un agente causante de la enfermedad, o que esta predispuesto a la enfermedad
antes del inicio de la enfermedad.

El término 'profilaxis' esta relacionado con y englobado en el término 'prevencion’, y se refiere a una medicion o
procedimiento cuyo propdsito es prevenir, en lugar de tratar o curar una enfermedad. Los ejemplos no limitativos de
medidas profilacticas incluyen la administracion de vacunas; la administracion de heparina de bajo peso molecular a
pacientes hospitalarios que presentan riesgo de trombosis debido, por ejemplo, a la inmovilizacién; y la
administracion de un agente antimalaria tal como cloroquina, antes de una visita a una regién geografica en la que la
malaria es endémica o en la que el riesgo de contraer malaria es alto.

'Cantidad terapéuticamente efectiva' significa esa cantidad de un farmaco, compuesto, antimicrobiano, anticuerpo,
polipéptido, o agente farmacéutico que incitara la respuesta biolégica o médica de un sujeto que esta siendo
buscada por un médico u otro sanitario. En particular, respecto a las infecciones por bacterias gram-positivas y el
crecimiento de bacterias gram-positivas, el término "cantidad efectiva" se pretende que incluya una cantidad efectiva
de un compuesto o agente que producira una disminucion, que tenga sentido biolégicamente, de la cantidad de o el
grado de la infeccidn por las bacterias gram-positivas, incluyendo que tiene un efecto bactericida y/o bacteriostatico.
La expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" se usa en la presente memoria para significar una cantidad
suficiente para prevenir, y preferiblemente reducir al menos aproximadamente un 30 por ciento, mas preferiblemente
al menos un 50 por ciento, lo mas preferiblemente al menos un 90 por ciento, un cambio clinicamente significativo en
el crecimiento o cantidad de las bacterias infecciosas, u otra caracteristica de la patologia tal como, por ejemplo,
fiebre elevada o recuento de células blancas como puede asistir su presencia y actividad.

El término 'tratar' o 'tratamiento’ de cualquier enfermedad o infeccion se refiere, en una realizaciéon, a mejorar la
enfermedad o infeccion (es decir, parar la enfermedad o crecimiento del agente infeccioso o bacteria o reducir la
manifestacion, grado o gravedad de al menos uno de los sintomas clinicos de esta). En otra realizacion, 'tratar' o
'tratamiento’ se refiere a mejorar al menos un parametro fisico, que puede no ser discernible por el sujeto. En otra
realizacién mas, tratar' o 'tratamiento' se refiere a modular la enfermedad o infeccién, bien fisicamente (p. €j.,
estabilizaciéon de un sintoma discernible), fisioldgicamente (p. €j., estabilizacién de un parametro fisico), o ambos. En
una realizacion adicional, tratar' o 'tratamiento’ se refiere a ralentizar la progresién de una enfermedad o reducir una
infeccion.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son
fisiolégicamente tolerables y que tipicamente no producen una reaccion alérgica o similar inapropiada, tal como
malestar gastrico, mareo y semejantes, cuando se administra a un ser humano.

Se indica que, en el contexto de los métodos de tratamiento que se llevan a cabo in vivo o métodos de tratamiento
médicos y clinicos segun la presente solicitud y reivindicaciones, el término sujeto, paciente o individuo se pretende
que se refiera a un ser humano.

Los términos "bacterias gram-positivas", "bacterias Gram-positivas", "gram-positivas" y cualesquiera variantes no
listadas especificamente, pueden usarse en la presente memoria indistintamente, y tal y como se usan en la
presente solicitud y reivindicaciones se refieren a bacterias Gram-positivas que son conocidas y/o pueden
identificarse por la presencia de determinadas caracteristicas de la pared celular y/o membrana celular y/o por la
tincion con el tinte de Gram. Las bacterias Gram positivas se conocen y pueden identificarse facilmente y pueden
seleccionarse de, pero no estan limitadas a, los géneros Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Mycobacterium, Corynebacterium, y Clostridium, e incluyen cualesquiera y todas las especies y cepas reconocidas y
no reconocidas de estas. En un aspecto de la invencion, las bacterias gram-positivas sensibles a la lisina PlyS
incluyen bacterias seleccionadas de uno o mas de Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, y Enterococcus.

El término "bactericida" se refiere a capaz de matar a células bacterianas.

El término "bacteriostatico" se refiere a capaz de inhibir el crecimiento bacteriano, incluyendo inhibir el crecimiento
de células bacterianas.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son
fisiolégicamente tolerables y que tipicamente no producen una reaccion alérgica o similar inapropiada, tal como
malestar gastrico, mareo y semejantes, cuando se administra a un ser humano.

La expresion "cantidad terapéuticamente efectiva" se usa en la presente memoria para significar una cantidad
suficiente para prevenir, y preferiblemente reducir al menos aproximadamente un 30 por ciento, mas preferiblemente
al menos un 50 por ciento, lo mas preferiblemente al menos un 90 por ciento, un cambio clinicamente significativo en
la actividad de la fase S de una masa celular diana, u otra caracteristica de la patologia tal como, por ejemplo,
presion sanguinea elevada, fiebre o recuento de células blancas como puede asistir su presencia y actividad.
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En un aspecto de la invencion, se proporciona una composicion para uso en un método para tratar infecciones
bacterianas sistémicas o tisulares causadas por bacterias Streptococcus o Staphylococcus que comprende tratar por
via parenteral la infeccion con un agente terapéutico que comprende una cantidad efectiva de uno o mas
polipéptidos de lisina de la invencion, particularmente PlySs2 y/o PlySs1, incluyendo truncamientos o variantes de
estos, incluyendo los polipéptidos como se proporciona en la presente memoria en la Figura 3 y 4 y en las SEQ ID
NOS: 1, 2 o0 3 y un vehiculo apropiado. Puede usarse una variedad de otros métodos diferentes para introducir la(s)
enzima(s)/polipéptido(s) litico(s). Estos métodos incluyen introducir la(s) enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) por via
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intratecal, y subdérmica. Un experto en la técnica, incluyendo el personal
médico, sera capaz de evaluar y reconocer el modo o medio de administracion mas apropiado, dada la naturaleza y
grado de la afeccion bacteriana y la cepa o tipo de bacteria implicada o sospechosa. Por ejemplo, el uso y
administracion intratecal de uno o mas polipéptidos liticos seria la mas beneficiosa para el tratamiento de la
meningitis bacteriana.

Las infecciones también pueden tratarse inyectando en el tejido infectado del paciente humano un agente
terapéutico que comprende la(s) enzima(s)/polipéptido(s) litico(s) apropiado y un vehiculo para la enzima. El
vehiculo puede estar comprendido por agua destilada, una disolucion salina, albumina, un suero, o cualquier
combinacién de estos. Mas especificamente, las disoluciones para infusion o inyeccion pueden prepararse de una
manera convencional, p. €j., con la adicion de conservantes tales como p-hidroxibenzoatos o estabilizantes tales
como sales de metales alcalinos de acido etilendiamino tetraacético, que pueden transferirse entonces a recipientes
de fusidn, viales de inyeccion o ampollas. Alternativamente, el compuesto para inyeccion puede liofilizarse bien con
o sin los demas ingredientes y solubilizarse en una disolucién tamponada o agua destilada, segin sea apropiado, en
el momento del uso. En la presente memoria también son utiles los vehiculos no acuosos tales como aceites fijados,
liposomas, y oleato de etilo. Otras enzimas liticas asociadas a fagos, junto con una proteina holina, pueden incluirse
en la composicion.

Se proporcionan varias composiciones para uso en métodos de tratamiento para usar una enzima/polipéptido(s)
litico, tal como PlySs2 y PlySS1 como se ejemplifica en la presente memoria, como un tratamiento profilactico para
eliminar o reducir el transporte de bacterias susceptibles, previniendo que aquellos seres humanos que han estado
expuestos a otros que tienen los sintomas de una infeccion, enfermen, o como un tratamiento terapéutico para
aquellos que ya han enfermado como consecuencia de la infeccidon. De forma similar, la(s) enzima(s)/polipéptido(s)
litico(s) puede usarse para tratar, por ejemplo, enfermedades del tracto respiratorio inferior, particularmente por el
uso de pulverizadores bronquiales o la administraciéon intravenosa de la enzima. Por ejemplo, una enzima litica
puede usarse para el tratamiento profilactico y terapéutico de infecciones oculares, tales como conjuntivitis. El
tratamiento comprende administrar gotas oculares o un lavado ocular que comprende una cantidad efectiva de al
menos un polipéptido litico de la invencién y un vehiculo que puede ser aplicado de forma segura en un ojo,
conteniendo el vehiculo las enzimas liticas. Las gotas oculares o lavado ocular estan preferiblemente en la forma de
una disolucién isoténica. El pH de la disolucion deberia ajustarse de manera que no haya irritacion del ojo, que, a su
vez, daria lugar a una posible infeccion por otros organismos, y posible dafio en el ojo. Aunque el intervalo de pH
deberia estar en el mismo intervalo que para otras enzimas liticas, el pH mas 6ptimo estara en el intervalo tal y como
se demuestra y proporciona en la presente memoria. De forma similar, también deberian usarse los tampones de la
clase descrita anteriormente para las demas enzimas liticas. Pueden afadirse otros antibiéticos que son adecuados
para uso en gotas oculares en la composicion que contiene las enzimas. También pueden afiadirse compuestos
bactericidas y bacteriostaticos. La concentracion de la o las enzimas en la disolucion puede estar en el intervalo de
aproximadamente 100 unidades/ml a aproximadamente 500.000 unidades/ml, con un intervalo mas preferido de
aproximadamente 100 a aproximadamente 5.000 unidades/ml, y aproximadamente 100 a aproximadamente 50.000
unidades/ml. Las concentraciones pueden ser mayores o menores que los intervalos proporcionados.

El o los polipéptidos liticos de la invencion también pueden usarse en una disolucion de lentes de contacto, para
empapar y limpiar las lentes de contacto. Esta disolucion, que normalmente es una disolucién isoténica, puede
contener, ademas de la enzima, cloruro de sodio, manitol y otros alcoholes de azulcar, boratos, conservantes, y
semejantes. Una enzima/polipéptido litico de la invencion también puede administrarse en el oido de un paciente.
Asi, por ejemplo, uno o unos polipéptidos liticos de la invencion pueden usarse para tratar infecciones de oido, por
ejemplo, causadas por Streptococcus pneumoniae. La otitis media es una inflamacion del oido medio caracterizada
por sintomas tales como otalgia, pérdida auditiva y fiebre. Una de las causas principales de estos sintomas es una
acumulaciéon de fluido (efusidén) en el oido medio. Las complicaciones incluyen pérdida auditiva permanente,
perforacion de la membrana timpanica, colesteatoma adquirido, mastoiditis, y otitis adhesiva. Los nifios que
desarrollan otitis media en los primeros afios de vida presentan riesgo de enfermedad recurrente aguda o cronica.
Una de las causas principales de la otitis media es Streptococcus pneumoniae. La(s) enzima(s)/polipéptido(s)
litico(s) puede aplicarse en el oido infectado mediante la administracion de la(s) enzima(s) en un vehiculo apropiado
en el canal del oido. El vehiculo puede comprender disoluciones o suspensiones acuosas u oleosas estériles. La o
las enzimas liticas pueden afadirse al vehiculo, que también puede contener conservantes adecuados, y
preferiblemente un agente tensioactivo. Los agentes bactericidas y fungicidas incluidos preferiblemente en las gotas
son nitrato o acetato fenilmercurico (0,002%), cloruro de benzalconio (0,01%) y acetato de clorhexidina (0,01%). Los
disolventes adecuados para la preparacion de una disolucién oleosa incluyen glicerol, alcohol diluido y propilen
glicol. Adicionalmente, puede usarse cualquier numero de otros vehiculos de gotas de oido. Las concentraciones y
conservantes usados para el tratamiento de la otitis media y otras infecciones de oido similares son las mismas que

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2682 670 T3

las discutidas para las infecciones oculares, y el vehiculo en el que esta la enzima es similar o idéntico a los
vehiculos para el tratamiento de las infecciones oculares. Adicionalmente, el vehiculo puede incluir tipicamente
vitaminas, minerales, carbohidratos, azlcares, aminoacidos, materiales proteinaceos, acidos grasos, fosfolipidos,
antioxidantes, compuestos fendlicos, disoluciones isoténicas, disoluciones basadas en aceite, suspensiones
basadas en aceite, y combinaciones de estos.

Las posibilidades y aplicaciones en diagndstico, profilacticas y terapéuticas que surgen por el reconocimiento de y el
aislamiento del o de los polipéptidos de lisina de la invencién, derivan del hecho de que los polipéptidos de la
invencion causan efectos directos y especificos (p. €j., letales) en bacterias susceptibles. Asi, los polipéptidos de la
invencion pueden usarse para eliminar, caracterizar, o identificar a las bacterias relevantes y susceptibles.

Asi, un método de diagndstico de la presente descripcion puede comprender examinar una muestra o medio celular
para el proposito de determinar si contiene bacterias susceptibles, o si las bacterias en la muestra o medio son
susceptibles mediante un ensayo que incluye una cantidad efectiva de uno o mas polipéptidos de lisina y un medio
para caracterizar una o mas células en la muestra, o para determinar si se ha producido o se esta produciendo o no
la lisis celular. Los pacientes que se pueden beneficiar de este método incluyen aquellos que padecen una infeccion
indeterminada, una infeccion bacteriana reconocida, o que se sospecha que estan expuestos a o portan una bacteria
particular. Puede examinarse un fluido, alimento, dispositivo médico, composicién u otra muestra semejante que se
pondra en contacto con un sujeto o paciente para determinar bacterias susceptibles o pueden tratarse para eliminar
las bacterias relevantes. En un aspecto como este, un fluido, alimento, dispositivo médico, composicion u otra
muestra semejante puede esterilizarse o tratarse de otra forma para eliminar o retirar cualquier bacteria relevante
potencial por la incubacién con o exposicidon a uno o mas polipéptidos liticos de la invencion.

Los procedimientos y su aplicaciéon son todos familiares para los expertos en la técnica y, de acuerdo con esto,
pueden utilizarse en el alcance de la presente invencion. En un caso, el o los polipéptidos liticos de la invencion
forman un complejo con o se unen de otra manera a o se asocian con bacterias relevantes o susceptibles en una
muestra y un miembro del complejo se marca con un marcador detectable. El hecho de que se haya formado un
complejo vy, si se desea, la cantidad de este, puede determinarse por métodos conocidos aplicables a la deteccién
de marcadores. Los marcadores empleados mas comiunmente para estos estudios son elementos radiactivos,
enzimas, compuestos quimicos que fluorescen cuando se exponen a luz ultravioleta, y otros. Se conocen varios
materiales fluorescentes y pueden utilizarse como marcadores. Estos incluyen, por ejemplo, fluoresceina, rodamina,
auramina, Rojo Texas, AMCA azul y Lucifer Amarillo. EI marcador radiactivo puede detectarse por cualquiera de los
procedimientos de contaje actualmente disponibles. El is6topo preferido puede seleccionarse de 3H, C, 32P, 3%S,
36Cl, %Cr, 57Co, %8Co, *9Fe, Y, 125, 131| y 18Re. Los marcadores enzimaticos son asimismo Utiles, y pueden
detectarse por cualquiera de las técnicas colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectrofotométricas,
amperomeétricas o gasométricas utilizadas actualmente. La enzima se conjuga con la particula seleccionada por
reaccion con moléculas formadoras de puentes tales como carbodiimidas, diisocianatos, glutaraldehido y
semejantes. Muchas enzimas que pueden usarse en estos procedimientos son conocidas y pueden utilizarse. Las
preferidas son peroxidasa, B-glucuronidasa, B-D-glucosidasa, B-D-galactosidasa, ureasa, glucosa oxidasa mas
peroxidasa y fosfatasa alcalina. Se hace referencia a las Patentes U.S. Nos. 3.654.090;3.850.752; y 4.016.043 como
ejemplo por su descripcidon de materiales y métodos de marcaje alternativo.

La invencion puede entenderse mejor por referencia a los siguientes Ejemplos no limitativos, que se proporcionan
como ejemplares de la invencion. Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas completamente las
realizaciones preferidas de la invencion y, sin embargo, no deberian considerarse de ninguna manera como
limitantes del amplio alcance de la invencion.

Ejemplo 1:
Clonacion y Caracterizaciéon de Lisinas de Fago De S. suis

Streptococcus suis es un patégeno Gram-positivo que infecta a los cerdos en todo el mundo. Los reportes de
transmision zoonética de cerdos a seres humanos estan incrementando (Sriskandan S. et al (2006) PLoS Medicine
3(5):585-567). S.suis puede desarrollar una presencia consistente en poblaciones humanas en los afios venideros.
Los seres humanos y los cerdos se han tratado con penicilina o gentamicina, pero existen aislados de S. suis
resistentes a estos antibiéticos (Cantin, M. et al (1992) J Vet Diagnostic Investig 4:170-174).

Purificamos y caracterizamos dos lisinas de fago de cepas de S. suis (PlySs1 y PlySs2) y confirmamos su actividad
in vitro frente a varias cepas de S. suis. Ademas, se mostré que la lisina de S. suis, particularmente la lisina PlySs2,
mataba in vitro a varias otras y distintas cepas de Streptococcus, incluyendo strep. del Grupo B. La lisina PlySs2
también es efectiva para matar numerosas otras bacterias, incluyendo otras bacterias patogénicas y clinicamente
significativas, particularmente Staphylococcus, incluyendo Staphylococccus aureus, incluido S. aureus resistente a
antibiético tal como MRSA, Enterococcus, incluyendo Enterococcus faecalis, y Listeria.

Resultados

PlySs1 se aisl6 y cloné mediante un cribado gendmico funcional usando el ADN gendmico del profago de S. suis y
PlySs2 se identificé por el analisis de la secuencia del genoma del profago de S. suis y después se aislé y cloné. La
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lisina PlySs1 se clond a través del cribado aleatorio funcional del genoma de S. suis 7711, una cepa de serotipo 7.
Las cantidades de microgramos del ADN gendémico (ADNg) se sometieron brevemente a digestion con restriccion
con Tsp509I1 (NEB). Los fragmentos con una longitud de 1,5 - 4 kb se aislaron mediante electroforesis en gel de
agarosa y se ligaron en el plasmido pBAD24 linearizado con EcoRI. Este plasmido confiere resistencia a ampicilina y
permite la induccién por arabinosa del inserto recombinante. Para identificar los clones que codificaban la lisina, se
sometieron bibliotecas a una nueva técnica de cribado que se basa en la toxicidad de proteinas holina codificadas
adyacentemente (Schmitz J.E. et al (2010) Adv Environ Microbiol 76(21):7181-7187). Brevemente, los
transformantes E. coli TOP10 se sembraron en placas en agar LB suplementado con ampicilina y sangre de oveja.
Después de la proliferacion hasta colonias macroscopicas, las placas se expusieron a una rociada de arabinosa para
inducir la transcripcion recombinante. Los clones tdxicos se revelaron por el desarrollo de una zona circundante de
hemolisis. Estas colonias se identificaron, se volvieron a propagar y se sometieron a un cribado secundario en el que
se cubrieron con bacterias matadas con calor (para ensayar directamente la produccién de la enzima litica). Para la
cepa de S. suis (7711) que rindio la lisina PlySs1, se sometieron ~3.500 clones al cribado de hemolisis original; 100
de estos se seleccionaron para el cribado secundario, 2 de los cuales codificaban la enzima litica. Para la proteina
traducida tedrica, se hicieron asignaciones de dominios enzimaticos y de unién posibles mediante el andlisis Pfam
(pfam.sanger.ac.uk). Sobre la base de esta informacién, se disefiaron cebadores para sintetizar una construccion
truncada (de aqui en adelante referida como PlySs1) con un codén de parada insertado precediendo el dominio de
glucosaminidasa C-terminal. Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de la lisina PlySs1 de longitud
completa y la secuencia de aminoacidos de una enzima truncada se proporcionan en la Figura 3.

Para la identificacion y clonacion de PlySs2, los genomas de 8 aislados secuenciados de S. suis se inspeccionaron
para determinar la presencia de genes que codificaban la lisina en el profago integrado. Estas cepas fueron:
05ZYH33 (NCBI Proyecto Genoma #17153); 98HAH33 (#17155); BM407 (#32237); GZ1 (#18737); P1/7 (#352);
SC84 (#32239); 05HAS68 05HAH33 (#17157); y 89/1591 (#12417). Para cada genoma, la lista organizada
topoldgicamente de ORF anotadas se inspeccioné manualmente para determinar las regiones de profago
potenciales. Si se sospechaba un profago, las traducciones tedricas de cada ORF en esa region se sometieron a, y
se asigno un estado de lisina posible sobre la base de la combinacién de dominios enzimaticos y de union
predichos. El Unico gen de lisina identificado de esta manera (PlySs2 de la cepa 89/1591) se clono por PCR a partir
de ADN gendmico y se cloné en el plasmido de expresion pBad24 de E. coli (véase mas adelante). La secuencia de
nuclestidos y de aminoacidos de la lisina PlySs2 se proporcionan en la Figura 4.

Como se ha descrito anteriormente, se han identificado y clonado dos lisinas de S. suis a través de una combinacion
de cribado recombinante funcional y analisis computacional de genomas publicados de S. suis. Estas lisinas se han
clonado y denominado PlySs1 y PlySs2. Como otras lisinas, las lisinas de S. suis, particularmente PlySs2, tienen un
dominio catalitico N-terminal y un dominio de unién a células C-terminal (dominio de unién SH-3 Tipo 5 en PlySs2)
(Figura 2). De hecho, la estructura natural de PlySs1 como se cloné a partir de la cepa de S. suis 7711, contenia un
dominio catalitico secundario adicional aguas abajo del dominio de unién (una organizacion atipica de la lisina), sin
embargo, este dominio se eliminé recombinantemente (como se ha descrito anteriormente) para ajustarse a la
estructura estandar.

El gen que codifica la lisina PlySs2 se encontr6 en un genoma de profago integrado junto con el genoma
secuenciado de la cepa de S. suis serotipo 2 89/1591 (NCBI Proyecto Genoma #12417, acceso en GenBank
ZP_03625529) (Lucas, S. et al, US DOE Joint Genome Institute, envio directo). PlySs2 se cloné por PCR a partir de
ADN gendmico de la cepa 89/1591 con los siguientes cebadores: AATGCTAGCCTGATACACAGTTAGAGACC-dir
(SEQ ID NO:9) y CCTAAGCTTCTTTTCACAAATCATAATCCCCAG-inv (SEQ ID NO:10). Los cebadores incluyen
sitios de restriccion (Nhel y Hindlll) para la clonacion en pBAD24. El cebador directo corresponde a una posicion
=~ 60 pb aguas arriba del punto de inicio del gen, porque varios tripletes ATG en marco estan situados cerca entre si
en el extremo 5'. Esto permite que el sitio de unién ribosomal nativo (en lugar del RBS preparado por ingenieria de
pBAD24) guie la transcripcion. PlySs2 se clon6 de un genoma de profago en S. suis en un vector pBAD24
(pBAD24_PlySs2, Figura 5) y se transformo en células de Escherichia coli Top 10. pBAD24 codifica B-lactamasa,
permite el control transcripcional firme, y se induce por arabinosa, poco costosa. Las E. coli transformadas con el
vector se crecieron en una placa opaca que contenia halos de peptidoglicano de Pseudomonas suspendidos en agar
blando (Wang, Y et al (2009) Curr Microbiol 58(6):609-615). Aparecieron zonas claras alrededor de las colonias de
E. coli indicando la expresion de PlySs2 activa, que hidrolizé el peptidoglicano en el agar blando. La estructura de
PlySs2 es bastante diferente a la de LySMP. Codifica un dominio predicho CHAP N-terminal
(amidohidrolasa/peptidasa de cisteina-histidina, PF05257) y un dominio SH3 tipo 5 C-terminal (PF08460) (Figura 4).
La secuenciaciéon N-terminal confirmo el inicio como "MTTVNEA...".

Produccién de Proteinas Lisinas

Las E. coli que contenian el plasmido pBAD24_PlySs2 se crecieron a 37°C en 10 L de LB AMP100 y se indujeron
para la expresion de toda la noche con 0,2% arabinosa a una DOsoo ~0,8. Los cultivos se centrifugaron a 10.722 rcf
durante 20 mins. Los sedimentos se resuspendieron en 100 mL de NasPOs 15 mM, pH 7,4 y se mezclaron con
comprimidos de mezclas de inhibidores de proteasas. Esta mezcla se homogeneizé y el homogenado se centrifugd
a 1.723 rcf durante 20 mins. El sobrenadante se ultra-centrifugé a 30.000 rpm durante 1 hr. Se afadi6 suficiente
NasPO4 15 mM, pH 8,0 al sobrenadante como para llevar el pH a 7,4.
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La proteina se corrié en una columna aniénica HiTrap Fast Flow DEAE (NasPO4 15mM (PB), pH 7,4) sin union de
PlySs2 (Figura 6A). Se afiadié sulfato de amonio al flujo pasante hasta una concentracion del 40%. El precipitado se
centrifugd y se resuspendié en 200 mL de NasPOs 15 mM, pH 6,7. La proteina se dializ6 toda la noche en NasPO4
15 mM, pH 6,7 con un tubo de 20 um. El dializado se corrié sobre una columna catiénica HiTrap Fast Flow CM con
PlySs2 eluyendo limpiamente en el hombro de flujo pasante, asi como a NaCl 70 mM, NasPOs 15 mM, pH 6,7
(Figura 6B). Todas las fracciones que mostraron PlySs2 pura se combinaron (Figura 6C). Es notable que hay tres
codones de inicio en marco precediendo PlySs2:
"ATGATGCGTGGAAAGGAGAAGCCTATGACAACAGTAAATGAAGCATTA..."(correspondiente a: "MMRGKEKPMT
TVNEAL..."). Una muestra pura de la proteina se sometioé a secuenciacion de proteinas para confirmar ¢ que el inicio
era "MTTVNEAL...".

Para expresar PlySs1, el clon se crecié en Caldo Power + LB-Booster (Athena Enzyme System) hasta una DOsoo
=~ 1,0 y se indujo con 0,2% arabinosa. El cultivo se agit6 durante 4 hr a 37°C (los cuerpos de inclusién se formarian a
tiempos mas largos). Las células que expresaban se sedimentaron, se resuspendieron en tampon fosfato 15 mM pH
6,2, y se lisaron por tres pasos a través de un homogeneizador EmulsiFlex C-5. Los restos celulares residuales se
eliminaron por centrifugacién (1 hr, 35.000 X G), y se afadio6 sulfato de amonio a 225 g/L (saturacion del 40%). La
proteina precipitada se sedimentd y se resolubilizé en fosfato 15 mM pH 7,4, y se dializ6 frente a este tampodn toda la
noche. El dializado se pas6 a continuacion a través de una columna de intercambio anionico DEAE equilibrada
frente al mismo tampon (resina de flujo rapido, General Electric).

La preparaciéon mencionada anteriormente dio lugar a una preparacién de lisina altamente pura en solo dos etapas
cromatograficas (Figura 6). Con un pl predicho de 9,01, PlySs2 fluy6 directamente a través de la columna de DEAE
a pH = 7,4 dejando la mayor parte de las proteinas contaminantes unidas en la columna de DEAE. PlySs2 eluy6
claramente en el hombro del flujo pasante y a NaCl 17 mM, purificandose de las proteinas que fluyeron rapidamente
a través de la resina CM. Esta preparacion rindié = 60 mg de proteina por litro de cultivo de E. coli a = 1,5 mg/ml con
una pureza > 99%. El rendimiento se increment6 hasta = 150 mg por litro de cultivo de E. coli a = 2,0 mg/ml con una
pureza > 90% cuando la etapa de la columna CM se evit6. Si fue necesario, el ultimo producto se: dializé (en PB 5
mM, NaCl 15 mM); se liofilizd; se reconstituyé (al 10% del volumen original); se centrifugo; y se esterilizd por
filtracion (para eliminar cualquier material insoluble). Esto generé una disolucion soluble de PlySs2 a = 20 mg/ml, que
retuvo la actividad ajustada por la concentracién del material de partida de menor concentracion. PlySs2 puede
producirse mas eficientemente, y a una concentraciéon mayor, que muchas lisinas publicadas (Daniel A et al (2010)
Antimicrob Agents Chemother 54(4):1602-1612; Wang, Y. et al (2009) Curr Microbiol 58(6):609-615; Nelson, D et al
(2006) Proc Natl Acad Sci USA 103(28):10765-10770).

Caracterizacion Bioquimica de PlySs2

Las lisinas de S. suis se caracterizaron adicionalmente y se ensayaron para determinar las condiciones bioquimicas
incluyendo pH o6ptimo, salinidad dptima, estabilidad frente a la temperatura, y el efecto de EDTA. La actividad se
determind por el grado de reduccién de la turbidez de S. suis 7997 (DOeoo) después de la adicion de PlySs2 a 32
ug/ml. Brevemente, 5 mL de un cultivo de toda la noche de la cepa de S. suis 7997 en infusién de cerebro corazon
(BHI) se inocul6 en 45 mL de BHI y se crecio a 37°C durante 2 horas. El cultivo de 50 mL se centrifugd a 1.789 rcf
durante 10 min. Un cultivo de 50 mL de S. suis 7997 se centrifugd. El sedimento se lavé con 50 mL de H20
doblemente destilada (ddH20) para el ensayo del pH, o0 25 mL de Na3PO4 15 mM, pH 8,0 para los demas ensayos y
se centrifugd de nuevo. El sedimento se resuspendié entonces en dd H20 o NasPO4 15 mM, pH 8,0 suficiente como
para llegar a una DOeoo final de ~1,0 para cada condiciéon del ensayo. En todos los controles, PB reemplazé a
PlySs2. Se tomaron lecturas espectrofotométricas de cada muestra a DOsoo cada minuto durante una hora. Los
resultados globales para el pH 6ptimo, salinidad 6ptima, estabilidad frente a la temperatura, y el efecto de EDTA se
representan en la Figura 7A-7D. La dependencia del pH de la enzima se abord6é en primer lugar usando dos
conjuntos de tampones con intervalos adyacentes de pH, citrato/fosfato: 4,6 - 8,0; y bis-tri-propano (BTP): 7,0 - 9,7.
También se variaron NaCl, EDTA, y DTT para ensayar las condiciones para la actividad de PlySs2. Para determinar
el pH éptimo, la actividad de PlySs2 se ensayo frente a la cepa de S. suis 7997 en tampon fosfato/citrato a varios
niveles de pH (Figura 7A). PlySs2 tuvo la actividad mas potente a pH 8,0. Observamos un espectro de lisis extendido
a los valores més altos de pH. El pH 6ptimo se determiné de forma similar frente a la cepa de S suis 7997, en este
caso usando tampon Bis-tris propano (BTP), lo que permitié la evaluacion hasta un nivel de pH mas alto (Figura 8).
Se mostroé que PlySs2 tenia una actividad aguda hasta un pH de 9,7. En BTP, la lisis fue maxima al pH mas alto,
9,7, pero este no es un tampoén adecuado para las células vivas. La lisis también se produjo en BTP, pH 7,0-8,0; a
valores de pH proporcionales, sin embargo, la magnitud de la caida de DO fue mucho mas pronunciada en
citrato/fosfato (un tampdn mas fisiolégico para el crecimiento de los cultivos de ensayo). Hubo actividad en valores
inferiores hasta un pH 6,0, que es significativo, porque el pH de la sangre es aproximadamente 7,4. Para determinar
la concentracién optima de sal, en 195 pL de células, se afiadieron 5uL de lisina a 50 yL de varias concentraciones
de NaCl (Figura 7B). PlySs2 tuvo la mayor actividad en NaCl 0 mM. Las células son mas susceptibles a la lisis en
una disolucion mas hipotodnica. La sal no aumenté la lisis inducida por PlySs2. A concentraciones constantes de
enzima, la bacteriolisis disminuyé de 0 - 1.000 mM de NaCl. Por lo tanto, NaCl 0 mM es 6ptimo, porque las células
son mas susceptibles a la lisis en una disolucion mas hipotonica.

Para determinar la estabilidad frente a la temperatura de la lisina, se incubé durante 30 minutos a varias
temperaturas, se enfrié y después se afiadié a 245 uL de células suspendidas en NasPOs 15 mM, pH 8,0 (Figura
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7C). La exposicion de PlySs2 a un exceso de DTT no tuvo ningun impacto (ni positivo ni negativo) en la actividad
(datos no mostrados). El tratamiento con EDTA impidié la lisis inducida por PlySs2 de S. suis. Se afadié la lisina a
células suspendidas en NasPO4 15 mM, pH 8,0 junto con varias concentraciones de etilendiaminotetraacetato
(EDTA) para determinar si requiere un cofactor. En los controles, el dd H20 reemplazé a la lisina (PlySs2) para todos
los ensayos. Concentraciones muy bajas de etilendiaminotetraacetato (EDTA) disminuyeron la actividad de PlySs2
(Figura 7D). Esto significa que PlySs2 requiere un cofactor o algun otro modificador. La lisina (PlySs2) se ensayo
con EDTA a concentraciones muy bajas para determinar qué nivel permitiria alguna actividad residual. A ese nivel
(entre 4 uM y 200 uM de EDTA), se afiaden cantidades bajas (5 - 50 yM) de diferentes cationes divalentes (Ca?*,
Fe?*, Mg?*, Mn?*, Ni?*, Zn?*) para determinar el cofactor.

La estabilidad de PlySs2 se ensayo6 cuando se incubé a: diferentes temperaturas durante 30 minutos; 37°C durante
horas; 4°C durante dias; y -80°C durante meses. La actividad de cada parte alicuota (a 32 pug/ml) frente a S. suis
7997 se determind espectrofotométricamente como se ha indicado anteriormente. PlySs2 también se ensayo
después de una a diez congelaciones-descongelaciones consecutivas de temperatura ambiente a -80°C. Cuando se
incubé a 22°C - 85°C durante 30 min, la actividad de PlySs2 no estuvo principalmente afectada a través de un
intervalo de temperatura significativo, incluyendo 55°C; a 60°C, la actividad de PlySs2 se suprimié completamente.
Después de incubacion a 37°C durante 24 horas, PlySs2 retuvo una actividad completa; pero después de una
incubacién de 48 horas a 37°C, PlySs2 mostrd una actividad disminuida. No hubo una disminucion observable en la
actividad después de 15 dias de incubacion a 4°C. Ademas, PlySs2 duré mas de 7 meses a -80°C sin una reduccién
en la actividad. La lisina puede soportar 10 congelaciones-descongelaciones consecutivas de temperatura ambiente
a -80°C sin ningun efecto observable en su actividad. La estabilidad de la lisina PlySs2 purificada se determind
después de mantenerla a 37° C durante hasta 48 horas en tampén. La efectividad letal se determiné frente a la cepa
de S. suis 7997 periddicamente, como se muestra en la Figura 9. La lisina PlySs2 es >90% estable hasta 24 horas y
mantiene al menos un 50% de actividad después de 48 horas. La estabilidad de la lisina PlySS2 se evalué en
almacenamiento en congelador a -80°C. La lisina PlySs2 retiene esencialmente el 100% de actividad después de
almacenamiento en tampon durante hasta al menos 7 meses a -80°C (Figura 10).

Se han emprendido las investigaciones para determinar el enlace catalizado por la lisina PlySs2. PlySs2 se incubd
con peptidoglicano purificado de S. suis desprovisto de acido lipotecoico y carbohidratos toda la noche a 37°C y el
producto se sometié a espectroscopia de masa. Los datos sugieren que la escisién es una N-acetiimuramoil,-L-
alanina amidasa.

Caracterizacién Bioquimica de PlySs1

Una enzima litica de profago se clond a partir de un cribado genémico funcional de la cepa de S. suis 7711, un
aislado de serotipo 7 que se origind de the Netherlands1. El gen completo de la lisina PlySs1 codifica una proteina
de 452 residuos: el andlisis Pfam predice un dominio alanina-amidasa de tipo 5 (PF05832) en el extremo N, seguido
de un doble dominio de union a la pared celular CPL-7 (PF08230) en la region central y un dominio secundario
glucosaminidasa (PF01832) en el extremo C. Arquitecturalmente, la organizaciéon de los dominios de la lisina
clonada es altamente atipica. Las lisinas de Gram-positivas consisten tipicamente en un dominio enzimatico N-
terminal y un dominio de unién C-terminal. Aunque se observan ocasionalmente lisinas con dos dominios liticos N-
terminales, es raro que un segundo enzimatico funcionalmente esté codificado después del dominio de union. Un
ejemplo es la lisina LambdaSa2 de S. agalactiae (Pritchard DG et al (2007) App! Environ Microbiol 73(22):7150-
7154). Trabajando con LambdaSa2, Donovan y Foster-Frey observaron sorprendentemente una actividad
enzimatica incrementada después de la eliminacion del dominio glucosaminidasa C-terminal (Donovan DM y Foster-
Frey J (2008) FEMS Microbiol Lett 287(1):22-33). Con esta motivacion, preparamos por ingenieria una construccion
truncada de la lisina clonada solo con los dominios enzimaticos N-terminal y el de unién central. Esta construccion
truncada se expresé y se purificé para analisis funcional posterior; los estudios de actividad y caracterizacion
descritos en la presente memoria se basaron en la PlySS1 truncada; en la presente memoria se refiere como PlySs1
truncada o APlySs1. Como se ha indicado anteriormente, la estructura y secuencia de aminoacidos de la lisina
PlySs1 de longitud completa y truncada se representa en la Figura 3.

Las condiciones bioquimicas 6ptimas para PlySs1 se determinaron frente a células vivas de la cepa codificadora de
S. suis (7711). Para estos experimentos, la actividad se estimé a través del grado de reducciéon de la turbidez
(DOe00) de una suspension bacteriana acuosa después de la adicidon de la lisina. La dependencia del pH de la
enzima se abordd en primer lugar usando dos conjuntos de tampones con intervalos adyacentes de pH,
citrato/fosfato: 4,6 - 8,0; y bis-tris-propano (BTP): 7,0 - 9,7. Se observd un espectro de lisis extendido, de 5,4 - 9,4
(Figura 11A). En BTP, la lisis fue maxima de 8,2 - 9,0; a valores de pH proporcionales, sin embargo, la magnitud de
la caida de la DO fue ligeramente mas pronunciada en citrato/fosfato (Figura 11B).

El papel de la concentracion de sal se consideré asimismo, aunque no afectd en gran medida la lisis inducida por
PlySs1. A concentraciones constantes de enzima, la bacteriolisis varié poco de 0 - 1.000 mM de NaCl, con solo
pequefios incrementos numéricos bajo las condiciones mas hipotonicas (Figura 12). La exposicién de PlySs1 a un
exceso de DTT o EDTA no impactd negativamente en la actividad, indicando que la enzima no se basa en puentes
disulfuro intramoleculares o cationes que se pueden quelar como cofactores (Figura 13A y 13B). La estabilidad
térmica de PlySs1 se examind incubando la enzima a varias temperaturas elevadas antes de su uso (el experimento
de la caida de la DO en si mismo se llevé a cabo siempre a 37°C). Cuando se mantuvo a 35°C - 60°C durante 30
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min, la actividad de la lisina no se vio afectada practicamente hasta 50°C, punto en el que se suprimio
completamente (Figura 14A). Para la incubacion de 6 hr, se observé una disminucién parcial en la actividad a 45°C,
mientras la muestra de 40°C no se vio afectada (Figura 14B). La ultima corresponde a la temperatura corporal
porcina tipica.

Para determinar la especificidad del enlace del dominio enzimatico de PlySs1, se sometieron paredes celulares
purificadas de S. suis (de la cepa tipo S735) a doble digestién con HEWL (una muramidasa) y PlySs1. Los dos picos
predominantes fueron m/z = 718 y m/z = 734. Esto corresponde exactamente a las masas predichas de los aductos
[Na-M]+ y [K-M]+ de GlcNAc-MurNAc-LAla-D-GIn. Esto sugiere que PlySs1 posee actividad gamma-endopeptidasa,
escindiendo el tallo de peptidoglicano entre D-GIn y L-Lys como caracteristico de una y-D-glutaminil-L-lisina
endopeptidasa. Cuando se tomé un espectro de masa de la pared celular no digerida, los dos picos anteriores
estaban ausentes.

Ejemplo 2
Ensayo In Vitro de la Actividad Especifica de la Lisina
Actividad de PlySs2

Para determinar la actividad de la lisina PlySs2 frente a diferentes tipos celulares, se afadieron 5 pL de 1,6 pg/pL
(8 ug) de PlySs2 en un pocillo de microtitulacion a 245 pL de células (suspendidas en NasPO4 15 mM, pH 8,0). En un
pocillo correspondiente como control, se afiadieron 5 pL de dd H20 a 245 pL de células. Se tomaron lecturas (DOsoo)
para cada pocillo en un espectrofotdmetro cada minuto durante una hora. La densidad DO indica la cantidad de
crecimiento de las células bacterianas en el pocillo de microtitulacion.

Este ensayo de actividad se determind en primer lugar para la cepa patogénica de S. suis 7997 con varias
concentraciones de PlySs2 (Figura 15A). La actividad especifica de la lisina PlySs2 purificada también se evalué in
vitro frente a la cepa de S. suis S735 (Figura 15B). Este ensayo se realizd entonces usando 32 ug/mL de PlySs2
para determinar la actividad de PlySs2 frente a otras especies de bacterias (se encontré que, sobre la base del
ensayo litico, esta era una buena concentraciéon para los estudios de letalidad in vitro frente a otros organismos)
(Figura 16A a 16D). Los resultados adicionales de letalidad en cepas se muestran en la Figura 17A y 17B. Los
resultados adicionales se tabulan a continuacion en la Tabla 1.

Como se demuestra y representa en los resultados anteriores, la enzima lisina PlySs2 tiene una actividad letal
amplia no solo frente a S. suis, sino frente a otros patégenos particularmente incluyendo S. aureus, S. pyogenes,
Listeria y estreptococos del Grupo B. Los resultados mostrados demuestran una reduccién del crecimiento y
letalidad frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). En ensayos in vitro comparables,
PlySs2 es efectiva adicionalmente y de forma similar frente a cepas de Staphylococcus aureus con sensibilidad
intermedia a vancomicina (VISA) y Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) (Figura 18).

Esta lisina de S. suis es similar a las lisinas previamente identificadas y caracterizadas en su capacidad de matar
rapidamente bacterias patogénicas. Sin embargo, es inhabitual y destacable en su actividad amplia frente a
patégenos importantes. También es notable que la lisina puede producirse y purificarse facilmente, como se ha
mostrado anteriormente, y que es estable en varias temperaturas, pH y salinidad relevantes, lo que hace que sea
una enzima terapéutica candidata atractiva.

Tabla 1

Reduccién por PlySs2 del Crecimiento (Densidad Optica) de Diferentes Bacterias

Ninguna (caida de |Ligera (caida de 0,05- |Moderada (caida de 0,3- |Aguda (caida >0,8 en la DOsoo)

0,3-0,8 en la DOso0) | 0,3 en la DOsoo) 0,8 en la DOsoo)
Bacillus thuringiensis | Streptococcus Enterococcus faecalis Streptococcus suis, Cepa (Serotipos): 10
sobrinus (2), 735 (2 6112 (1), 6388 (1), 7997 (9),
8067 (9)
Bacillus cereus Streptococcus rattus | Streptococcus Staphylococcus epidermidis
dysgalactiae -GGS
Bacillus subtilis Streptococcus agalactiae | Staphylococcus simulans
-GBS - 090R
Bacillus anthracis Streptococcus pyogenes | Staphylococcus aureus
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Reduccién por PlySs2 del Crecimiento (Densidad Optica) de Diferentes Bacterias

Ninguna (caida de |Ligera (caida de 0,05- |Moderada (caida de 0,3- | Aguda (caida >0,8 en la DOsoo)

0,3-0,8 en la DOso0) | 0,3 en la DOsoo) 0,8 en la DOs0o)
-GAS

Escherichia coli Streptococcus agalactiae | Lysteria monocytogenes
-GBS - Tipo Il

Enterococcus

faecium

Actividad de PlySs1

La actividad de la lisina PlySs1 truncada (APlySs1) se determiné frente a diferentes tipos celulares. Dados los
experimentos anteriores, se emplearon las siguientes condiciones de tampdn 6ptimas para todos los experimentos in
vitro adicionales con APlySs1: tampén fosfato 20 mM, pH = 7,8, EDTA 2 mM. Se introdujo un intervalo de
concentraciones de lisina, de 6,5 - 130 pg/ml, en células vivas de S. suis en este tampoén. Tres cepas se
consideraron particularmente relevantes: 7711, la cepa de serotipo 7 que codifica PlySs1; S735, la cepa de serotipo
2 de referencia; y 7997, una cepa de serotipo 9 altamente virulenta. Para cada una de estas cepas, la respuesta de
DO600 dependiente del tiempo a varias dosificaciones de PlySs1 se proporciona en la Figura 19. En términos de
viabilidad bacteriana, solo la concentraciéon mas alta de PlySs1 (130 pug/ml) dio lugar a una disminucién >90% en las
CFU para 7711, S735, y 7997 después de 1 hr de tratamiento (Tabla 2). La lisina también se ensayd frente a células
que se dividian activamente en cultivo en caldo (cepa 7711) (Figura 20). Aunque retraso la proliferacion bacteriana
de una manera dependiente de la dosis, estos efectos fueron generalmente suaves y APlySs1 no pudo inhibir el
crecimiento de S. suis completamente.

Tabla 2
Andlisis de CFU de las Cepas 7711, S735 y 7997

L PR

$735 (ST2) 80,4% - 92,6% 95,4% = 99,5%

7997 (ST9) 16,8% -30,3% | 89,9% - 93,9%
7711 (ST7) 0% - 35,6% 95,3% - 99,2%

Para dos concentraciones de APlySs1 (130 y 13 ug/ml), el analisis de CFU se llevé a cabo en las cepas de S. suis
S735, 7997, y 7711 después de 1 hr de tratamiento (condiciones de tampdn éptimas). En cada experimento, el
porcentaje de disminucion de las CFU se determiné para la muestra tratada frente a la no tratada. El intervalo de los
valores observados (en 3 experimentos independientes) se reporta aqui para cada cepa. El serotipo de cada cepa
se indica entre paréntesis.

APlySs1 se ensay6 adicionalmente frente a un panel de 19 cepas adicionales de S. suis de diversos serotipos, asi
como frente a otras especies de bacterias Gram-positivas. Se usaron las mismas concentraciones de lisina que
anteriormente. Para cada dosificacion, los valores de lisis observados después de 1 hr se listan en la Tabla 3 y Tabla
4, y la informacion se resume graficamente en la Figura 21.
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Tabla 3

Analisis de Otras Cepas de S. Suis

Cepa 6,5 pg/ml 13 pg/ml 30 pg/ml 65 pg/ml 130 pg/ml
ST13 0,32 0,17 0,04 0,02 0,02
6112 (ST1) 0,14 0,11 0,06 0,02 0,01
ST8 0,25 0,12 0,06 0,03 0,03
6388 (ST1) 0,15 0,13 0,06 0,03 0,02
10 (ST2) 0,29 0,18 0,10 0,05 0,02
8076 (ST9) 0,52 0,40 0,21 0,14 0,04
ST9 0,50 0,30 0,23 0,13 0,05
ST4 0,63 0,47 0,32 0,22 0,12
ST11 0,64 0,47 0,32 0,19 0,07
ST14 0,79 0,57 0,33 0,15 0,06
ST7 0,65 0,47 0,34 0,22 0,11
ST1 0,80 0,34 0,36 0,19 0,06
ST5 0,78 0,59 0,39 0,22 0,10
7197 (ST7) 0,64 0,49 0,39 0,16 0,07
ST6 0,76 0,56 0,40 0,21 0,06
ST3 0,81 0,71 0,48 0,32 0,16
ST2 0,79 0,70 0,49 0,34 0,17
ST10 0,85 0,72 0,55 0,44 0,28

ST12 Véase la Leyenda a Continuacion**

**Varios aislados de S. suis se expusieron (a condiciones de tampoén 6ptimas) a APlySs1 a las concentraciones
anteriores. La mayoria de estas bacterias son aislados clinicos no identificados del serotipo indicado (p. €j., ST1,
ST2, etc...). Para las cepas identificadas, el serotipo se proporciona entre paréntesis. La proporcion de DOsoo de
tratada 1 hora/no tratada se proporciona para cada concentracion de APlySs1 (representando un unico
experimento), y las cepas se listan en el orden de sensibilidad decreciente. Para la cepa ST12, no fue posible
realizar el analisis de DO. Después de la adicién de APlySs1 (todas las concentraciones anteriores), las células se
auto-adhirieron rapidamente y salieron de la suspension. Este fendmeno no se observé para las células ST12 no
tratadas.
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Analisis de Otras Bacterias Gram Positivas

Cepa

S

S

S

. oralis 35037

. agalactiae tipo Il

. dysgalactiae 21597
. pyogenes A486

. pneumoniae R36

. dysgalactiae GGS

. equi 700400

. uberis 27598

. pyogenes D471

. gordonii 10558

. equi 9528

. monocytogenesHER 1084

. sanguinis 10556

estreptococos del Grupo E K131

S

E

S

S

S

. sobrinus 6715

. faecium EFSK2

. aureus RN4220

. salivarius 9222

. rattus BHT

M. luteus 4698

E

B

B

S

. faecalis V583
. cereus 14579
. thuringiensis HD73

. mutans U159

6,5 pg/ml
0,30
0,61
0,26
0,12
0,25
0,30
0,48
0,42
0,39
0,76
0,66
0,63
0,48
0,69
0,64
0,85
0,89
0,80
0,82
0,84
0,98
0,93
0,99

0,95

13 pg/ml
0,13
0,21
0,18
0,13
0,22
0,27
0,25
0,23
0,27
0,32
0,45
0,52
0,44
0,50
0,48
0,67
0,78
0,76
0,84
0,90
0,93
0,92
0,98

0,99
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30 pg/ml
0,08
0,11
0,12
0,13
0,14
0,15
0,15
0,16
0,17
0,19
0,25
0,26
0,28
0,33
0,39
0,52
0,55
0,56
0,82
0,83
0,84
0,86
0,93

0,94

65 pg/ml
0,07
0,08
0,10
0,11
0,16
0,11
0,07
0,14
0,13
0,09
0,19
0,14
0,21
0,22
0,32
0,32
0,31
0,53
0,83
0,87
0,71
0,90
0,86

0,76

130 pg/ml
0,04
0,04
0,09
0,10
0,12
0,14
0,09
0,12
0,09
0,06
0,16
0,04
0,11
0,15
0,23
0,13
0,10
0,37
0,79
0,82
0,52
0,86
0,60

0,85
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Analisis de Otras Bacterias Gram Positivas

Cepa 6,5 pg/ml 13 pg/ml 30 pg/ml 65 pg/ml 130 pg/ml
S. epidermidisHN1292 1,04 1,00 0,96 0,94 0,87
S. agalactiae 090R 0,97 0,99 0,97 0,98 0,93
S. simulans TNK3 0,96 1,00 1,00 1,00 0,96
B. anthracis ASterne 1,02 1,03 1,02 0,98 0,90
B. subtilis SL4 1,07 1,05 1,04 1,03 0,96

Todas las cepas de S. suis demostraron algun grado de susceptibilidad. De forma interesante, muchos de los
estreptococos distintos de suis (e incluso algunos no estreptococos) también se lisaron a concentraciones de la
enzima proporcionales. Como se demuestra y representa en los resultados anteriores, la enzima lisina PlySs1 tiene
una actividad letal amplia y equivalente no solo frente a S. suis, sino frente a numerosas cepas de Streptococcus,
incluyendo estreptococos del Grupo B, y adicionalmente frente a otros patégenos, incluyendo particularmente S.
aureus, Enterococcus, Bacillus y Listeria. Clasicamente, una lisina de fago demuestra una disminucién importante de
la actividad cuando va desde su especie huésped a otras. Aqui, sin embargo, se observd un intervalo amplio de
susceptibilidad entre bacterias distintas de suis, algunas de ellas demostrando una lisis idéntica a la de S. suis
misma.

Ejemplo 3
Ensayo de Letalidad en CFU

La letalidad especifica y caida en las unidades formadoras de colonias (CFU) de S. suis S735 y 7997 se determind
cuando se expusieron a 32 ug/mL de PlySs2 durante 60 minutos en PB 15 mM, pH 8,0 (Figura 22).

Ejemplo 4
Evaluaciéon de Resistencia

Para ensayar el desarrollo de resistencia a la lisina de S. suis en bacterias susceptibles, cada una de las cepas de S.
aureus estafilococales MW2 y 8325 y la cepa de Streptococcus pyogenes 5005 se expusieron a concentraciones
crecientes de forma incremental de PlySs2. Ninguna de las cepas de S. aureus desarrollé resistencia durante el
curso del estudio (Figura 23). Siguiendo un protocolo establecido (Rouse, M.S. et al (2005) Antimicrob Agents
Chemother 49(8):3187-3191; Pastagia M et al (2011) Antimicrob Agents Chemother 55(2):738-44) para el desarrollo
de cepas resistentes a mupirocina, las cepas de S. aureus MW2 y 8325 y la cepa de S. pyogenes 5005 se crecieron
en presencia de PlySs2. La concentracion de PlySs2 se duplicoé diariamente de 1/32° de la concentracién inhibidora
minima (MIC) de PlySs2 frente a cada cepa hasta 4x su MIC durante un periodo de 8 dias. Inicialmente, las células
bacterianas a 5 x 108 CFU/ml se crecieron toda la noche en presencia de 1/32x MIC de PlySs2 en MHB a 37°C.
Estas células se centrifugaron durante 10 min a 900 rcf y se dividieron en dos partes alicuotas. Una parte alicuota se
diluyé 10 veces en medio MHB fresco con una concentracion que era el doble de la concentracién previa de PlySs2;
una parte de la otra parte alicuota se extendié sobre la superficie de una placa de MHA que contenia la MIC de
PlySs2 para cribar los clones resistentes. Se crecieron cultivos separados de cada cepa en presencia de mupiricina
de la misma manera como un control positivo.

En este experimento, las MIC se determinaron por la deteccion de formacion de sedimento en la parte inferior de los
pocillos redondeados de una placa de poliestireno. Cada dia, se extendié 1,0 yL de muestra de cada cultivo en
placas selectivas que contenian la MIC del farmaco respectivo a la que se habia expuesto cada cultivo. La MIC de
PlySs2 o mupirocina se ensay6 para 4 colonias por cultivo cada dia por microdiluciéon para cada paso seriado como
se ha descrito anteriormente (Wiegard, | et al (2008) Nat Protoc 3(2):163-175) para determinar si habia surgido un
clon resistente (definido como un incremento de 4 veces en la MIC). El procedimiento se repiti6 con mupirocina y
cada cepa como un control positivo.

Ejemplo 6
Estudio de la Microbiota de la Cavidad Oral

Los efectos de las lisinas de S. suis sobre la flora bacteriana natural se evaluaron usando un estudio de la microbiota
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de la cavidad oral de la rata. Se estriaron placas de agar sangre con frotis de las cavidades orales de dos ratas. Los
cultivos se aislaron de cada placa mediante dos ciclos de subcultivo y se crecieron toda la noche en caldo BHI. Al
dia siguiente, se sembré en placas 1 mL de cada cultivo en placas de agar BHI seco dando como resultado una
capa fina de estos cultivos en agar. Después de que se secaran, se depositaron 10 yL de PlySs2 en cada lado de
una gota de 10 yL de dd Hz20 central como un control. De los 6 cultivos, solo aparecié una zona de aclaramiento
alrededor de las gotas de PlySs2 en un cultivo (datos no mostrados). Este cultivo se envidé y se confirmé como S.
aureus. Se tomaron frotis de las cavidades orales de cada una de 3 ratas de Harlan, 4 Charles River, y 2 ratas
separadas de Charles River. Crecieron colonias amarillas en cada placa de sal de manitol estriada con el frotis de
cada rata indicando que todas contenian oralmente S. aureus (datos no mostrados).

Ejemplo 7
Modelo de Sepsis en Raton por MRSA

La actividad de la lisina PlySs2 frente a S. aureus se ha evaluado adicionalmente en un modelo de sepsis en raton
por MRSA. En el modelo de sepsis en ratén por MRSA, se inyectaron a ratones susceptibles (ratones FVB/NJ,
intervalo de peso 15-20g) 500 pL de 5x10° (aprox DL1oo) células MRSA/mL en mucina gastrica de cerdo al 5% en
PBS por via intraperitoneal (IP). Después de 3 horas, todos los ratones son bacterémicos con MRSA en sus érganos
(incluyendo bazo, higado, rifidn, y corazon/sangre). Para determinar la actividad de PlySs2 en este modelo, se
inyectaron 500 yL de PlySs2 a 2 mg/mL IP 3 horas después de inyectar MRSA. Esto da como resultado ~1 mg/mL
de PlySs2 en la corriente sanguinea de cada ratén de ensayo. A los ratones control se les inyectaron 500 pL de
PBS. La supervivencia se evalué durante diez dias. Los ratones control murieron en 18-20 horas. Este estudio rindio
resultados prometedores, mostrando una supervivencia importante de los ratones tratados con PlySs2 (Figura 25).

Ejemplo 8
Modelo de la Infeccién de Heridas

La lisina de S. suis se ensay6 en un modelo de infeccion de heridas por MRSA en ratas. En este modelo, se crea
una incision de 3 centimetros a lo largo del lado dorsal de la rata. Posteriormente, se corta una incisién de 1 cm de
longitud, 1 cm de profundidad en el misculo espinotrapecio. Se inoculan entonces 50 uL de MRSA a 1x108 CFU/mL
(5%108CFU en total) en la herida. Después de 3-5 minutos, las ratas de ensayo se tratan con 500 pL de PlySs2 a 10
mg/mL. Después de 3-5 minutos mas, la herida se cierra con grapas y se afiaden 100 pL de PlySs2 a 10 mg/mL en
la parte exterior de la herida. Se tiene cuidado para asegurar que ninguna de las bacterias ni la lisina salen de la
herida al sellarse con grapas. Después de 10 dias, las CFU de MRSA se examinan en el sitio de la infeccion. En las
primeras 2 rondas de ensayos, se mostré que PlySs2 tiene un efecto perjudicial en MRSA en las heridas dorsales,
con las CFU de MRSA cayendo 3-4 logs en las ratas tratadas con PlySs2 comparado con las ratas control.

Experimentos en animales

Los experimentos en animales se iniciaron mediante la determinacién de la dosis infecciosa de MRSA necesaria
para causar infeccion en la herida de la rata. Encontramos que incluso a dosis de hasta 10° CFU no se produjo una
infeccion. Sin embargo, cuando afadimos un cuerpo extrafio (lechos de vidrio estériles), la infeccion se produjo a
<108 CFU. Especificamente, se hicieron incisiones en las espaldas de las ratas (5-6 cm de longitud) y se hizo una
incision de 2-3 mm en el tejido subyacente. A esto se afadieron 100 mg de arena estéril y 50 pyl de MRSA. Las
heridas se cerraron con grapas y se hizo un seguimiento de los animales durante 10 dias y las heridas se abrieron y
examinaron para cambios gruesos y se tomaron muestras de tejido para un examen bacteriolégico.

Resultados

Los animales control que solo recibieron arena estéril mostraron una cicatrizacién normal sin caracteristicas
inhabituales y sin contaminacion bacteriana. Los animales que recibieron MRSA mostraron una formacion clara de
absceso, tejido necrético y pus. Las muestras (tejido pesado y homogeneizado) tomadas de la herida abierta
rindieron aproximadamente 107 CFU de MRSA / gramo de tejido. Esto modelo fue muy reproducible rindiendo los
mismos resultados en al menos 10 animales.

Tratamiento

Usamos el modelo como se ha descrito anteriormente para tratar con lisina PlySs2 para determinar los efectos del
tratamiento. En este caso, la mitad de los animales que recibié el MRSA y la arena se traté con 10 mg de PlySs2 en
50 ul de tampén fosfato (PB), los animales control recibieron PB en su lugar 10 minutos después de la dosificaciéon
con MRSA. Se hizo un seguimiento a los animales durante 10 dias. En ese momento, los animales se analizaron
para determinar cambios gruesos y microbiologia. Las heridas en los animales control presentaron pus, necrosis, y
baja cicatrizacion. Esto contrasta de forma acusada con los animales tratados con una uUnica dosis de PlySS2. Estas
heridas no presentaron pus ni necrosis y presentaron una mejor cicatrizacion.
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Resultados

Como puede observarse en la Tabla 5, las heridas de las ratas que fueron tratadas con tampoén solo presentaron un
promedio de 4,27 x 10 CFU/gramo de tejido de MRSA mientras los animales tratados con PlySs2 tuvieron un
promedio de 1,41 x 102 CFU/gramo de tejido, una reduccion de >4 logs de MRSA. Este niimero es menor de 4 logs
ya que la mayor parte de las heridas tratadas con PlySs2 fueron menores que nuestros limites de deteccion.

Tabla 5 Infecciones En Heridas de Ratas Con MRSA Después de Tratamiento Con PlySS2 o Tampén

PLYSS2 CFU/Gramo Tampon CFU/Gramo
P1 <5,00E + 01 B1 1,80E + 05
P2 <5,00E + 01 B2 1,18E + 06
P3 3,20E + 02 B3 2,05E + 05
P4 3,20E + 02 B4 7,25E + 06
P5 <5,00E + 01 B5 3,20E + 05
P6 <5,00E + 01 B6 1,40E + 07
P7 9,10E + 01 B7 5,80E + 05
P8 <5,00E + 01 B8 3,00E + 05
P9 5,00E + 01 B9 9,60E + 06
P10 <5,00E + 01 B10 4,40E + 06
P11 <5,00E + 01 B11 2,94E + 06
P12 8,40E + 02 B12 4,81E + 06
P13 <5,00E + 01 B13 5,83E + 06
P14 <5,00E + 01 B14 2,82E + 06
P15 <5,00E + 01 B15 9,63E + 06
PROM* 1,41E + 02 PROM 4,27E+ 06

Reduccién de CFU frente a Control 3,02E + 04
< = CFU por debajo del nivel de deteccion
Sin Crecimiento en las Placas

*Sin prom verdadero ya que < # real

Ejemplo 19
Descolonizaciéon Nasal In Vivo de MRSA

El transporte tanto de MSSA como de MRSA en las fosas nasales anteriores humanas es el reservorio principal para
la infeccion por S. aureus. Los estudios han mostrado que aproximadamente el 80% de la poblacion podria estar
colonizada nasalmente por S. aureus, y que la colonizaciéon puede ser un factor de riesgo incrementado para
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desarrollar otras infecciones por S. aureus mas graves (Kluytmans, J., A. van Belkum (1997) Clin Microbiol Rev
10(3):505-520). De hecho, la evaluacion de la colonizacion nasal se esta instaurando en la admisién en entornos de
cuidado critico en hospitales en los EEUU. La eliminacion del transporte nasal en la comunidad o en el entorno
hospitalario podria reducir asi posiblemente el riesgo de infeccion y ralentizar la diseminacion de S. aureus
resistentes a farmacos. Para estudiar la capacidad de la lisina de S. suis para reducir la colonizacién por MRSA de la
mucosa nasal, se inocularon intranasalmente a ratones C57BL/6J ~2x107 de una cepa de MRSA resistente
espontaneamente a estreptomicina (191-SMR). Veinticuatro horas después de la infeccion, se administraron a los
ratones tres dosis (1mg) cada hora bien de disolucién salina tamponada con fosfato (control), o lisina PlySs en los
conductos nasales. Una hora después del ultimo tratamiento, los ratones se sacrifican y las colonias bacterianas se
enumeraron en agar Spectra MRSA (un medio cromogénico selectivo desarrollado para detectar diagnésticamente
la colonizacion nasal por MRSA) y agar sangre Columbia. Se realizan tres experimentos independientes para
evaluar al menos 10 ratones para cada grupo de tratamiento. Se determina una reduccion significativa en la CFU
media en la mucosa nasal después del tratamiento con la lisina de S. suis.
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Ejemplo 20

La Lisina PlySs2 de Bacteriéfago con una Amplia Actividad Litica Protege frente a una Infeccién Mixta con
Staphyloccocus aureus Resistente a Meticilina'y Streptococcus pyogenes

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Streptococcus pyogenes (estreptococos del grupo A - GrAS)
causan varias enfermedades infecciosas en los seres humanos. Estos patdgenos bacterianos estan entre muchos
patégenos Gram-positivos que han establecido resistencia frente a antibidticos lideres. Existe una necesidad de
terapias alternativas para combatir a estos agentes infecciosos. Hemos desarrollado una nueva lisina de
bacteriéfago (fago) con actividad frente a MRSA, S. aureus con resistencia intermedia a vancomicina, Streptococcus
suis, Listeria, Staphylococcus simulans, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus equi, Streptococcus agalactiae,
S. pyogenes, Streptococcus sanguinis, estreptococos del grupo G, estreptococos del grupo E, y S. pneumoniae.
Esta lisina de fago de S. suis se denominé PlySs2. Consistente con las lisinas exégenas previas, PlySs2 no presento
actividad frente a ninguna bacteria Gram-negativa (p. ej., Escherichia, Bacillus, o Pseudomonas). PlySs2 tiene un
dominio de aminopeptidasa cisteina histidina (CHAP) N-terminal, y un dominio de unién SH3b C-terminal. PlySs2 es
estable a 50°C durante 30 min, 37°C durante 24 horas, 4°C durante 15 dias, y -80°C durante > 8 meses. Mantiene
una actividad completa después de 10 congelaciones-descongelaciones. A 128 pg/ml, PlySs2 fue capaz de reducir
las unidades formadoras de colonias (CFU) de MRSA y S. pyogenes en 5 logs y 3 logs, respectivamente. La
concentracion inhibidora minima (MIC) de PlySs2 fue 16 yg/ml para MRSA. Una Unica dosis de 2 mg de PlySs2
protegid a 22 de 24 ratones en un modelo de septicemia en raton frente a una infeccion mixta de MRSA y S.
pyogenes. Después de una exposicion creciente de forma seriada a PlySs2, ni MRSA ni S. pyogenes establecieron
resistencia a PlySs2 como MRSA hizo con mupirocina. Ninguna lisina ha mostrado esta actividad litica efectiva
amplia; estabilidad; y eficacia frente a patdgenos bacterianos humanos principales. PlySs2 es un agente terapéutico
prometedor para MRSA, S. pyogenes, y muchos otros patégenos sin incidencia de resistencia.

Hay muchos patégenos Gram-positivos que causan enfermedades e infecciones en todo el mundo, incluyendo: S.
pyogenes, S. aureus, S. agalactiae, Listeria, y otros. Causan una variedad de enfermedades, y hay limites para los
tratamientos actuales.

Mas del 30% de la poblacién humana puede estar colonizada con Streptococcus pyogenes en el tracto respiratorio
superior - el Unico sitio conocido de colonizaciéon benigna [1]. Es mucho menos probable que los individuos
colonizados transmitan la enfermedad respecto a las personas gravemente enfermas [1]. S. pyogenes
(estreptococos del grupo A - GrAS), infecta anualmente a mas de 750 millones de personas [2-4]. Cada afo, hay
una tasa de mortalidad del 25% entre los = 650.000 casos que progresan a infeccion grave [2]. S. pyogenes causa
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faringitis en el tracto respiratorio superior, e impétigo en la piel de huéspedes humanos [5]. Fiebre escarlata,
erisipelas, celulitis, fascitis necrosante, y sindrome de choque téxico y otras enfermedades surgen de la infeccidn por
S. pyogenes. Las tasas de mortalidad pueden ser muy altas para estas infecciones, incluyendo el 20% para fascitis
necrosante, y el 50% para el sindrome de choque toxico [6]. La fiebre reumatica, glomerulonefritis aguda, y formas
del trastorno obsesivo compulsivo son secuelas no supurativas asociadas con un S. pyogenes [7]. Los brotes de
fiebre reumatica se han elevado en todo el mundo desde los afios 80 [8]. Aunque es raro, la fiebre reumatica puede
progresar a enfermedad grave si entra profundamente en el tejido blando [4].

De todos los patdogenos Gram-positivos, Staphylococcus aureus se ha convertido en el mas dificil de tratar. S.
aureus es un anaerobio facultativo Gram-positivo que causa la mayor parte de las infecciones por Staphylococcus
en el hombre. Las fosas nasales anteriores humanas (orificios nasales) son tipicamente los sitios primarios de la
colonizaciéon de S. aureus, junto con otras aberturas humedas del cuerpo que sirven como sitios de entrada
adicionales [9-12]. S. aureus causa frecuentemente infecciones secundarias graves en individuos
inmunocomprometidos, asi como causa enfermedades en individuos por lo demas sanos. Ademas de las infecciones
en la piel y el tejido blando (SSTI), puede causar sepsis, sindrome de choque téxico, y neumonia necrosante, fascitis
necrosante, y piomiositis, endocarditis, e impétigo. Estas infecciones se tratan habitualmente con meticilina,
mupirocina, o vancomicina.

Muchas cepas de S. aureus, tales como S. aureus resistente a meticilina (MRSA) y S. aureus resistente a
vancomicina (VRSA), han desarrollado resistencia a uno o mas de los antibidticos usados como tratamiento estandar
[13], haciendo que su tratamiento sea atn mas dificil con los antimicrobianos disponibles [13]. El patégeno causante
para numerosas infecciones nosocomiales, MRSA, representa mas del 50% de los aislado hospitalarios de S. aureus
causando neumonia y septicemia [14]. Exacerbando mas el problema, MRSA se transmite facilmente entre los
pacientes en los hospitales [15]. Casi la mitad de todos los casos de bacteremia en las unidades de cuidado
intensivo estan causados por MRSA teniendo una tasa de mortalidad del 30-40% [16, 17]. Es la causa principal de
infecciones en el tracto respiratorio inferior, infecciones en el sitio quirdrgico, y = 19.000 muertes/afio en los EEUU
solo [14, 18].

Aunque MRSA asociado a la atencion médica infecta a los pacientes susceptibles, las infecciones por MRSA
asociado a la comunidad (CA-MRSA) surgen en individuos sanos [19, 20]. Las cepas de CA-MRSA parecen ser mas
virulentas y contagiosas que las cepas tradicionales de MRSA en los seres humanos y modelos animales, causando
enfermedades mas graves [21-24]. Distintas cepas de CA-MRSA son epidémicas en Europa, América del Norte,
Oceania, y otras regiones [20, 25, 26]. La cepa MW?2 (tipo de campo pulsado USA400) es la CA-MRSA prototipica,
habiendo contribuido al brote incipiente de CA-MRSA en los EEUU, dando lugar asi a una epidemia [19, 27].

Un estreptococo beta-hemolitico Gram-positivo, Streptococcus agalactiae (estreptococos del Grupo B - GBS)
contiene una capsula antifagocitica como su principal factor de virulencia [28, 29]. S. agalactiae puede existir en el
sistema gastrointestinal humano, colonizando ocasionalmente sitios secundarios como la vagina en mas del 33% de
las mujeres [30, 31]. La S. agalactiae colonizadora puede infectar a un neonato durante el nacimiento resultando en
septicemia bacteriana, haciendo que S. agalactiae de inicio temprano sea la causa principal de muerte en recién
nacidos durante mas de 4 décadas [32-34],[35]. El estandar de practica actual expone a la madre a antibiéticos que
aumentan la probabilidad de resistencia.

Un brote reciente de patdgenos Gram-positivos implica a Listeria, y ha matado a 29 en los Estados Unidos desde
julio a noviembre de 2011 - el brote de enfermedad transmitida por alimentos mas mortal en los EEUU desde los
afos 70 [36]. La mayor parte de los individuos contraen listeriosis después del consumo de alimento contaminado,
enfrentandose a una tasa de mortalidad del 20-30%, incluso con terapia de antibidticos [37, 38]. Listeria sobrevive
bien en los sistemas de procesamiento de alimentos y en el tracto gastrointestinal humano, ajustandose facilmente a
cambios rapidos del pH, salinidad, y temperatura [37, 39, 40].

Hay muchos otros patégenos humanos Gram-positivos, incluyendo: Streptococcus sanguinis (placa y caries dental);
S. sanguinis (endocarditis); Streptococcus del Grupo G: Streptococcus del Grupo E; y S. pneumococcus (neumonia,
otitis media, meningitis, bacteremia, sepsis, endocarditis, peritonitis, y celulitis).

Los patdgenos zoondticos Gram-positivos incluyen: Streptococcus equi (adenitis equina - una infeccion del tracto
respiratorio superior - en equinos, p. €j., caballos); y Streptococcus suis (sepsis y meningitis en cerdos y seres
humanos). La cepa patogénica de S. suis de serotipo 9 7997 se ha asociado con reportes crecientes de transmision
zoonotica de cerdos a seres humanos [41]. Los seres humanos y los cerdos se han tratado con penicilina o
gentamicina, pero existen aislados de S. suis resistentes a estos antibidticos [42]. S. suis puede desarrollar una
presencia consistente en poblaciones humanas en los afios venideros.

Ha habido un incremento agudo en la resistencia a antibiéticos entre todos estos microbios Gram-positivos. Por lo
tanto, deben desarrollarse terapias alternativas para tratar a los patdgenos bacterianos. Las nuevas fuentes de
antimicrobianos incluyen antibiéticos basados en enzimas ("enzibidticos") tales como las enzimas liticas de fagos
(también conocidas como endolisinas o "lisinas").

Las lisinas han obtenido mucha atencién recientemente como nuevos agentes antibacterianos (revisado en [18, 43,
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44]). Después de que los virus bacteriofagos se replican en el interior de un huésped, su progenie debe escapar. El
fago codifica tanto holinas que abren un poro en la membrana bacteriana como hidrolasas de peptidoglicanos
denominadas lisinas que rompen los enlaces en la pared bacteriana [45]. Como las bacterias Gram-positivas son
hipotdnicas respecto a su alrededor, la disrupcion de la pared celular da lugar a la lisis osmética de la bacteria y a la
liberacion de la progenie viral [18]. Estas hidrolasas de peptidoglicano (que catalizan una variedad de uniones
especificas) estan codificadas por practicamente todos los fagos con ADN bicatenario.

Las lisinas pueden clonarse a partir de secuencias de profagos virales en genomas bacterianos, expresarse
recombinantemente en Escherichia coli, purificarse, y usarse para tratamiento [46]. Cuando se aplican
exdégenamente, estas proteinas son capaces de acceder a los enlaces de la pared celular de una bacteria Gram-
positiva, al ser el peptidoglicano de estas especies continuo con el espacio extracelular [18]. Las lisinas matan a las
bacterias mas rapidamente que cualesquiera compuestos biolégicos que no son agentes quimicos [47-49].

Se ha mostrado que las lisinas demuestran una actividad letal alta frente a numerosos patégenos Gram-positivos -
generalmente, especies que infecta el fago codificador u organismos relacionados de cerca [18, 47]. Habiéndose
propuesto como agentes enzibidticos potenciales, las lisinas son notables por la potencia y especificidad que
demuestran frente a bacterias particulares [47, 48, 50, 51]. Como tales, deberian tener un efecto menos dramatico
sobre la flora no patogénica normal en el huésped que los antibidticos con un espectro de accién mas amplio [18].
Hasta la fecha, ninguna lisina ha mostrado una actividad amplia in vivo frente a mdltiples especies de patogenos
bacterianos.

Se han desarrollado lisinas frente a MRSA, incluyendo ClyS (una lisina quimérica especifica estafilococal
desarrollada previamente en nuestro laboratorio) [50]. Las lisinas han evolucionado en los virus en una lucha
evolutiva para infectar bacterias durante billones de afios. Por lo tanto, hay una presion selectiva para ellos para
elegir una caracteristica que sea esencial para la funcidon normal de las bacterias - y asi, que sea improbable que se
altere.

Previamente, se han aislado y estudiado dos fagos que infectan a S. suis. Harel et al. indujeron un profago sifoviral
del genoma de una cepa de serotipo 2 89-999, aunque la identidad de su lisina permanece sin determinar [52]. Mas
recientemente, Ma y Lu aislaron un fago litico de frotis nasales de cerdos sanos, secuenciando su genoma de 36 kb
[53]. Este fago, denominado SMP, demostré un rango de huéspedes limitado, infectando solo 2/24 cepas de S. suis
en el serotipo 2. El mismo grupo posteriormente cloné por PCR y expresd recombinantemente la lisina SMP
(LySMP); la enzima demostré una actividad bacteriolitica in vitro frente a varios serotipos de S. siuis. LySMP, como
una proteina recombinante, no se plegé apropiadamente por si misma y solo fue activa en presencia de agentes
reductores, lo que puede limitar su potencial para ensayos in vivo [54].

Hay méas de 11 genomas completados de S. suis en la base de datos NCBI. Las secuencias de las cepas de S. suis
se analizaron para identificar lisinas de fagos candidatas potenciales en regiones de los profagos y una nueva lisina
de fago de S. suis (denominada PlySs2) se identifico, aislo, cloné y caracterizé finalmente (véanse los Ejemplos
anteriores). Ahora se proporciona una caracterizacion adicional incluyendo la actividad aguda de PlySs2 frente a
MRSA y S. pyogenes.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas. Todas las cepas se almacenaron a -80°C (Tabla 6). Las cepas de Staphylococcus,
Streptococcus, Listeria, Enterococcus, Pseudomonas, Bacillus spp. se cultivaron en medio de infusién de corazén
cerebro (BHI). Escherichia coli se crecié en medo de Luria Bertain (LB). Todos los medios se adquirieron en Becton,
Dickinson, and Company (Sparks, MD), a no ser que se afirme otra cosa. Las bacterias se mantuvieron a 37°C. Los
cultivos de toda la noche se crecieron a 37°C, y se agitaron a 200 rpm, si era necesario.

Tabla 6

Listado de Cepas

Organismo Serotipo Cepa ATCC Fuente? Notas
Streptococcus del Grupo E 2 K131 123191 1
Streptococcus suis 9 7997 6
Streptococcus sobrinus 6715 1
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Listado de Cepas

Organismo Serotipo Cepa ATCC Fuente? Notas
Streptococcus sanguinis 10556 1
Streptococcus rattus BHT 1
Streptococcus pyogenes M6 D471 1
Streptococcus pyogenes MA D471 1 mutante JRS75
Streptococcus pyogenes M6 10394 1
Streptococcus pyogenes M49 NZ131 1
resistente a
estreptomicina -
Streptococcus pyogenes M4 1 mucoide
Streptococcus pyogenes M3 315 1
Streptococcus pyogenes M18 8232 1
fago 159-1 KO -
Streptococcus pyogenes M1 SF370 1 mucoide
Streptococcus pyogenes M1 SF370 1 fago 159-1 KO
Streptococcus pyogenes M1 SF370 1 mucoide
Streptococcus pyogenes M1 SF370 1 mucoide
Streptococcus M1 SF370 1
pyogenes
Streptococcus pyogenes M1 5005 1
Streptococcus pneumoniae )Y DCC1335 1
Streptococcus pneumoniae 6 DCC1850 1
Streptococcus pneumoniae 15 DCC1476 1
Streptococcus pneumoniae 11 1
Streptococcus pneumoniae 1 mutante Lyt 4-4
Streptococcus oralis 35037 1
Streptococcus mutans U159 1
Streptococcus gordonii 10558 1
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Listado de Cepas
Organismo
Streptococcus equi

Streptococcus equi zoo

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus
equisimilis

dysgalactiae

Streptococcus agalactiae Tipo Il

Streptococcus agalactiae
Staphylococcus simulans

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus

aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Serotipo
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Cepa ATCC
9528

700400

26RP66

090R

HER 1292

RN4220

Newman
Newman

MW2

192

RS1

51

Fuente?

1

Notas

Estreptococos del Grupo
G

Estreptococos del Grupo
C

Estreptococos del Grupo
B

Estreptococos del Grupo
B

TNK3

resistencia intermedia a
vancomicina IV

resistencia intermedia a
vancomicina lll

sensible a meticilina -
mutante LyrA

sensible a meticilina
resistente a meticilina -
adquirido en comunidad
resistente a meticilina

resistente a meticilina
del paciente DS

altamente resistente a
mupirocina

D712 - resistente a
daptomicina
0325 - resistente a
daptomicina
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Organismo Serotipo Cepa ATCC Fuente? Notas
Listeria monocytogenes HER 1184 1

Listeria monocytogenes 4b N3013 1

Listeria monocytogenes 3b FSLJ 1 1

Listeria monocytogenes 1 RS823
Listeria monocytogenes 1 RS820
Listeria monocytogenes HER1083 1

Listeria monocytogenes BAA-680 1

Escherichia coli Top10 1

Enterococcus faecium 1 EFSK-2
Enterococcus faecalis V583 1

Bacillus thuringiensis HD-73 1

Bacillus subtilis SL4 1

Bacillus cereus 14579 1

Bacillus anthracis A sterne 1

@ 1, The Rockefeller University Collection; 2, Olaf Schneewind, Universidad de Chicago, Chicago, IL; 3, Barry
Kreiswirth, Public Health Research Institute, Nueva Yersey; 4, Alexander Tomasz, The Rockefeller University; 5,
ATCC; 6, Jaap A. Wagenaar, Universidad de Utrecht, Utrecht, Holanda.

Estudios de CFU. Se resuspendieron bacterias en fase logaritmica en tampén A hasta una DOsoo de 0,1 (= 0,5
McFarland = 108 CFU/ml). Se afiadié PlySs2 a 128 pg/ml a placas de microtitulacién de polipropileno (Costar) en
triplicado para cada organismo de ensayo. Las placas se sellaron y se incubaron a 37°C con agitacion cada 5
minutos durante 1 hora. Después de 1 hora de incubacion, las células se diluyeron de forma seriada en incrementos
de 10 veces y se sembraron en placas en BHI. Los controles en triplicado para cada cepa se realizaron con tampon
B reemplazando a PlySs2.

Estudios de MIC. Se siguio el protocolo de Wiegand, et al. para determinar las concentraciones inhibidoras minimas
con los ajustes detallados mas adelante [57]. Una suspension final de = 5 x 10% células/ml en MHB (o BHI para S.
pyogenes) se obtuvo después de afiadir lisina o vehiculo esterilizado por filtracion a la concentracion apropiada [57].
Estos ensayos se distribuyeron en una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las MIC se determinaron en este
experimento, por la deteccion de formacion de sedimento en la parte inferior de los pocillos redondeados de una
placa de poliestireno. También se corroboraron colorimétricamente con alamarBlue®.

Modelo murino in vivo. El Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la Rockefeller University aprobd todos
los protocolos in vivo. Se usé un modelo de infeccidn sistémica descrito en Daniel, A. et al., para ensayar la eficacia
in vivo de PlySs2 frente a multiples bacterias gram-positivas [50]. Brevemente, se obtuvieron ratones FVB/NJ
hembras de 4-5 semanas de edad (intervalo de peso 15 a 20 g) de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME).
Después de un periodo de aclimatacion, se inyectaron a los ratones por via intraperitoneal (IP) 0,5 ml de bacterias
en fase semi logaritmica (DOsoo 0,5) diluidas con mucina gastrica de cerdo al 5% (Sigma) en disolucién salina. Las
suspensiones bacterianas contenian ~5x10% CFU/ml de MW2, una cepa de MRSA que codifica la toxina PVL,
~1x107 de MGAS5005, un serotipo M1 de Streptococcus pyogenes que es virulenta en los seres humanos y los
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ratones (Musser), o una combinaciéon de ambas bacterias simultdneamente a las concentraciones anteriores para los
experimentos de infeccidon mixta. Las titulaciones reales de la inoculacién bacteriana se calcularon por dilucién
seriada y siembra en placas de agar sangre Columbia para cada experimento. Los ratones se volvieron
bacterémicos en una a tres horas y contenian MRSA y/o S. pyogenes en sus 6rganos (incluyendo el bazo, higado,
rifidn, y corazén/sangre) ([50], y observaciones no publicadas). Tres horas después de la infeccion, los animales se
dividieron en 4 a 5 grupos de tratamiento y se les administraron por via intraperitoneal 0,5 ml bien de tampén fosfato
20 mM, 2 mg/ml de la lisina estreptococal PlyC [59], 2 mg/ml de ClyS [50], 2-4 mg/ml de PlySs2, o una combinacion
de 2 mg/ml de PlyC y 2 mg/ml de ClyS. La tasa de supervivencia para cada grupo experimental se monitorizé cada
12 horas para las primeras 24 horas y después cada 24 horas hasta 10 dias después de la infeccién. Los datos se
analizaron estadisticamente por las curvas de Supervivencia de Kaplan Meier y un ensayo de rango logaritmico para
intervalos de confianza del 95% usando el programa informatico Prism (GraphPad Software; La Jolla, CA).

Resultados
Actividad litica amplia de PlySs2.

Todas las cepas de S. aureus ensayadas fueron altamente susceptibles a la lisis por PlySs2 (Figura 25). Esto incluye
cepas resistentes a meticilina, vancomicina, daptomicina, mupirocina, y lisostafina. La actividad de PlySs2 frente a S.
aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA) y cepas Newman fue menos severa que frente a otras
cepas, pero no obstante fue robusta. Ademas de aureus, otras especies de Staphylococcus (epidermidis y simulans)
también fueron sensibles. PlySs2 present6 una actividad convencional frente a su especie nativa, S. suis. Dos cepas
de Listeria presentaron una lisis significativa por PlySs2, pero otras cepas de Listeria fueron insensibles al
tratamiento con PlySs2. En un grado menor, PlySs2 tuvo actividad frente a S. equi zoo, S. equi, S. agalactiae Tipo Il
(encapsulada), y S. agalactiae 090R. Debe indicarse que PlySs2 también presenté actividad frente a todas las cepas
de S. pyogenes. Esto incluy6 los serotipos M1, M3, M4, M6, M18, M49, y una variante sin proteina M. Las cepas no
encapsuladas, encapsuladas, y mucoides de S. pyogenes presentaron todas una susceptibilidad comparable a
PlySs2.

Hubo varias especies que presentaron menos lisis que las anteriores. Fueron Streptococcus sanguinis,
Streptococcus grupo G, Streptococcus grupo E, Enterococcus faecalis, y una cepa de S. pneumococcus. S. gordonii
fue el Unico comensal frente al que PlySs2 tuvo una actividad sustancial. La membrana externa que rodea el
peptidoglicano de las Gram-negativas evitdé que PlySs2 presentara actividad frente a Escherichia, Bacillus, o
Pseudomonas, como se esperaba.

La actividad de PlySs2 se compard con la de ClyS en un ensayo paralelo simultaneo usando el mismo lote de
células (datos no mostrados). La actividad de cada una fue comparable, pero PlySs2 es mucho mas manejable;
continuamos el seguimiento de PlySs2 como un agente terapéutico frente a MRSA. Clasicamente, una lisina de fago
demuestra una disminucion importante de la actividad frente a especimenes fuera de su especie huésped. Aqui, sin
embargo, se observo un intervalo amplio de susceptibilidad entre bacterias distintas de S. suis, algunas de ellas
demostrando mas sensibilidad que S. suis.

Eficacia de PlySs2 frente a patdgenos Gram-positivos.

PlySs2 presentd una actividad significativa en la reduccién del nimero de L. monocytogenes, S. agalactiae, S.
aureus, y S. pyogenes (Figura 26). Redujo todas las cepas ensayadas de S. agalactiae y L. monocytogenes mas
que S. pyogenes 5005. El control negativo E. coli no se redujo en nimero después del tratamiento con PlySs2.

MIC de PlySs2 para patdgenos.

La MIC de PlySs2 fue relativamente baja para L. monocytogenes y S. aureus (Figura 27). S. pyogenes y S.
agalactiae registraron MIC similares de PlySs2. La MIC para el control negativo E. coli fue demasiado alta para
calcularla.

Modelo de septicemia murina mixta con MRSA y S. pyogenes.

Para determinar si la actividad litica amplia de PlySs2 podia proporcionar una proteccion in vivo frente a una
infeccion con patégenos gram-positivos, bien solos o como una infeccién mixta, se inyectaron a ratones FVB/NJ por
via intraperitoneal ~5x10° CFU de la cepa de MRSA MW?2, ~1x107 de la cepa de S. pyogenes MGAS5005 y/o
ambas bacterias simultaneamente a las concentraciones anteriores. Tres horas después, los ratones se dividieron
en 5 grupos de tratamiento y se les inyecto IP bien tampodn fosfato 20mM, 1mg de la lisina estafilococal control; ClyS,
1 mg de la lisina estreptococal control; PlyC, 1 mg de ClyS + 1 mg de PlyC, o PlySs2 (1 mg para las infecciones con
MRSA o 2 mg para las infecciones estreptococales y mixtas, respectivamente). Los ratones se monitorizaron
entonces para determinar la supervivencia durante diez dias. Los resultados de 4 experimentos independientes se
combinaron y los datos de supervivencia de los ratones se representaron graficamente con una curva de
Supervivencia de Kaplan Meier (Figura 28).

En veinticuatro horas después de la infeccion con MRSA solo, 17/18 de los ratones del control de tampoén y 10/12 de
los ratones tratados con la lisina estreptococal PlyC murieron de sepsis bacteriana en sus érganos (incluyendo el
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bazo, higado, rifién, y corazon/sangre). Solo 2/18 de los ratones tratados con PlySs2 murieron a las cuarenta y ocho
horas, el resto de los ratones tratados con PlySs2 sobrevivieron durante el curso de 10 dias de los experimentos con
resultados en los ratones comparables con la lisina especifica estafilococal: ClyS (24/28, 86%) frente a PlySs2
(16/18, 88%) (Figura 28A).

Los ratones infectados con S. pyogenes solo tendieron a sucumbir a una tasa mas lenta, 14/15 de los ratones
tratados con tampon y 12/12 de los ratones tratados con la lisina especifica estafilococal Clys murieron sobre el dia
tres y cuatro, respectivamente. Por el contrario, solo 1/16 de los ratones tratados con PlySs2 murieron en el dia tres,
el resto sobrevivié (15/16, 94%) para proporcionar resultados comparables a la lisina especifica estreptococal PlyC
(12/12, 100%) (Figura 28B). Para simular una infeccion bacteriana mixta, se inyectd a los ratones IP una mezcla
tanto de MRSA como de S. pyogenes de los indculos bacterianos anteriores. El tratamiento con tampén o los
controles de uUnica lisina especifica no prolongé significativamente la supervivencia de los ratones. Una mayoria de
los ratones tratados con PlyC (15/18) y tampon (21/23) murieron en 24 y 48 horas, respectivamente (Figura 28C).
Aunque los animales con la infeccion mixta tratados con ClyS sucumbieron mas lentamente, con 14/16 muertos
sobre el dia 4, de forma similar a los ratones infectados solo con S. pyogenes. A diferencia de los controles, la
mayoria de los ratones tratados con PlySs2 sobrevivieron a la infeccion mixta (22/24, 92%) y fue comparable, si no
mejor, con los ratones tratados con Clys + PlyC al mismo tiempo (16/20, 80%) (Figura 28C).

PlySs2 Demuestra una Letalidad Rapida Frente a Antibi6ticos en Cepas de MRSA

Varias cepas de MRSA (Cepa 245, 223, 926 y 932), que demuestran todas valores similares de MIC (aprox 32
ug/ml) para PlySs2, se ensayaron para log de letalidad por comparacion directa entre PlySs2 y el antibiético
vancomicina (1ug/ml). Se crecen cultivos de aproximadamente 5x10° bacterias en medio MHB en tubos conicos de
50 ml a 37°C con agitaciéon a 225 rpm durante hasta 6 horas en combinacién con PlySs2 sola, vancomicina sola, o
sin aditivo. A varios puntos de tiempo (15 min, 30 min, 1 hr, 2 hr, 3 hr, 4 hr, 5 hr y 6 hr) se retiran muestras de partes
alicuotas (aprox 300pl). La enzima litica o antibiético se inactivan por la adicién de una disolucion de carbdn a todas
las muestras de partes alicuotas. Las muestras se diluyen y se siembran en placas de agar para determinar los
recuentos de células bacterianas viables. El Log de la reduccion de CFU se representa en la Figura 29. PlySs2
proporciona una letalidad rapida y efectiva con una actividad aumentada frente al antibiotico de atencién estandar
vancomicina en todas las cepas de MRSA ensayadas y representadas.

Discusioén

En la presente memoria se demuestra que la nueva lisina nativa de S. suis, PlySs2, presenta una actividad litica
amplia frente a multiples patégenos Gram-positivos incluyendo S. pyogenes y S. aureus in vivo. Esta lisina es la
primera en presentar dicha actividad promiscua; todas las lisinas caracterizadas previamente presentan actividad
frente a un espectro mas estrecho de especies [48, 50, 61-64]. Se ha mostrado que ClyS elimina infecciones
septicémicas por MRSA [50], sin embargo, hasta la fecha, no se ha mostrado que ninguna lisina elimina mas de una
infeccion septicémica, y ninguna ha eliminado una infeccion mixta de ninguna clase. La capacidad de PlySs2 de
eliminar una infeccion mixta de estafilococos y estreptococos proviene de su actividad litica amplia. Aunque la
actividad in vitro de PlySs2 es mas robusta frente a MRSA que a S. pyogenes, los datos in vivo proporcionados en la
presente memoria demuestran su eficacia como un agente terapéutico efectivo frente a ambas bacterias. Esto puede
deberse a diferencias en la estructura o composicion de la pared celular de S. aureus comparado con la de S.
pyogenes lo que afecta la accesibilidad del sustrato. Todos los patégenos Gram-positivos frente a los que PlySs2
tiene actividad han desarrollado resistencia frente a los antibidticos convencionales. Ni S. pyogenes ni MRSA fueron
capaces de establecer resistencia a PlySs2.

Una fortaleza de muchas lisinas (incluyendo PlySs2) es su especificidad. Los antibidticos actian inespecificamente,
matando a los microbios comensales junto con el patégeno diana. Esto da como resultado muchos efectos
secundarios negativos (p. €j., diarrea) y los antibiéticos pueden permitir que los patégenos oportunistas (p. €j.,
Clostridium difficile) causen infecciones totalmente nuevas. Las lisinas pueden usarse para tratar a un Unico
patégeno sin disrumpir la flora bacteriana completa [18]. La especificidad de muchas de las lisinas descritas
previamente también puede ser una limitacion ya que serian necesarias multiples lisinas para tratar a multiples
patégenos. Nuestros descubrimientos proporcionan una Unica lisina que puede usarse para tratar a muchos
patégenos mientras retiene un grado de especificidad. PlySs2 es activa frente a varios patdégenos Gram-positivos
dejando a los Gram-negativos inalterados.

PlySs2 puede servir como un tratamiento viable para infecciones causadas por S. aureus y/o S. pyogenes tales
como: fiebre escarlata; erisipelas; celulitis; fascitis necrosante; endocarditis; bacteremia/sepsis; una variedad de
SSTI que forman abscesos y que no forman abscesos; e impétigo. El tratamiento frente a septicemia neonatal y
enfermedades transportadas por alimentos también es aplicable, porque presenta mas actividad in vitro frente a S.
agalactiae y L. monocytogenes de lo que lo hace frente a S. pyogenes 5005 (Figura 25-27).

Como una lisina, PlySs2 mata rapidamente a su diana, mucho mas rapido que los antibidticos (Figura 29). PlySs2
solo tiene que ponerse en contacto con las uniones de la pared celular externa para mediar su efecto; los
antibiéticos convencionales deben permanecer a altas concentraciones durante un periodo prolongado, dando como
resultado una multitud de efectos secundarios. Esta caracteristica ha permitido que las lisinas de fagos traten
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infecciones sistémicas en el pasado [48, 61]. Como se demuestra en la presente memoria, PlySs2 fue capaz de
eliminar infecciones septicémicas por MRSA y S. pyogenes de un alto porcentaje de ratones usando una Unica dosis
de PlySs2. Ademas, las infecciones septicémicas mixtas por MRSA y S. pyogenes se eliminaron del ~92% de los
ratones con una unica dosis de PlySs2 comparado con el ~4% de eliminacién para los controles. Una letalidad o
eliminacion aumentada adicionalmente puede surgir de una dosificacion incrementada o repetida.

PlySs2 es mas manejable y estable que las lisinas desarrolladas previamente. La preparacion de PlySs2 es directa,
rindiendo grandes cantidades en pocas etapas. Ademas, una lisina altamente soluble es esencial, porque permite el
uso directo a altas concentraciones. De forma importante, PlySs2 permanece soluble en concentraciones que
superan los 20 mg/ml (datos no mostrados) lo que es 6rdenes de magnitud mas concentrado que lo necesario para
producir un cambio en la letalidad en forma de log de organismos diana en cuestién de minutos. PlySs2 también se
comporta bien en una variedad de ensayos in vitro desarrollados para evaluar a las lisinas. Puede someterse a
temperaturas altas o bajas durante periodos prolongados con un efecto pequefio en su actividad incluso cuando se
congela-descongela repetidamente. La estabilidad de PlySs2 es altamente adecuada para la produccion y
distribucién como un agente terapéutico.

La ausencia de efecto de DTT sobre la actividad de PlySs2 indica tanto que [1] la lisina no se basa en puentes
disulfuro, como que [2] se plegd apropiadamente después de la expresion recombinante y la purificacion. El ultimo
punto es significativo ya que LySMP tuvo que tratarse con agentes reductores antes de su uso [54]. La razén para
esta discrepancia entre dos lisinas homdlogas no esta clara, aunque puede implicar a los numerosos residuos de
cisteina variables entre las proteinas. La inhibicién inducida por EDTA de PlySs2 sugiere que puede basarse en un
cation divalente como un cofactor.

Previamente, se ha mostrado que dos lisinas tienen actividad litica frente a varias especies, pero ninguna lisina se
ensayo6 frente a mas de una especie in vivo [65, 66] y cada lisina retuvo mas actividad frente a la especie
(Enterococcus o B. anthracis) a partir de la que se clond, mientras PlySs2 tiene mas actividad frente a S. aureus que
frente a S. suis.

Consistente con su nueva actividad litica amplia, PlySs2 representa una clase divergente de estructura de enzima
litca de profago. Los dominios CHAP estan incluidos en varias lisinas de fago estreptococales [59, 67] y
estafilococales [50, 68] caracterizadas previamente. A nivel de la secuencia primaria, sin embargo, el dominio CHAP
de PlySs2 es bastante divergente de otros dominios CHAP presentes en bases de datos (todos los valores E por
pares > 10-'%). En la Figura 30, el dominio CHAP de PlySs2 se alinea con el de la lisina estreptococal bien
caracterizada PlyC, demostrando residuos cataliticos conservados, pero solo un nivel modesto de identidad global
(28% de identidad de secuencia, valor E = 10) [59].

Los dominios CHAP son cataliticamente diversos y pueden poseer actividad alanina-amidasa [47] o endopeptidasa
de puente cruzado [50], dependiendo de la lisina particular. Ademas, la naturaleza molecular del puente cruzado del
peptidoglicano en S. suis puede variar entre cepas [69]. El dominio CHAP media la actividad catalitica de PlySs2,
pero puede no conferir completamente la especificidad. Se ha pensado que los dominios de unién de la lisina del
fago determinan la especificidad de la lisina [70, 71]. La lisostafina contiene un dominio de uniéon semejante a SH3
que se une presumiblemente a los puentes cruzados en el peptidoglicano de la pared celular bacteriana [71]. Los
dominios SH3 se observan cominmente en proteinas de unién virales y de la pared celular bacteriana, aunque la
diana molecular exacta sigue siendo desconocida [72]. Se ha mostrado que SH3b (homdlogos bacterianos de los
dominios SH3) se une a metales y polipéptidos [73, 74]. Se ha mostrado que un dominio SH3b de una
endopeptidasa de B. cereus se une al grupo amino libre de la alanina N-terminal en el tallo del peptidoglicano [75] y
este grupo amino es un posible sustrato para el dominio SH3b de PlySs2. El puente cruzado varia mucho entre
todos los especimenes susceptibles a PlySs2, de manera que es una diana improbable para el dominio de unién
SH3 de PlySs2. Estos puentes cruzados pueden adquirir variaciones dando lugar a resistencia a lisostafina, sin
embargo, PlySs2 presenté de forma importante actividad frente a cepas de S. aureus tanto sensibles a lisostafina
como resistentes a lisostafina (LyrA).

PlySs2 tiene actividad frente a dos érdenes filogenéticos distintos: Bacillales (Staphylococcus, Listeria, et al.) y
Lactobacillales (Streptococcus, Enterococcus, et al.). Los tallos de peptidoglicano son similares entre estos dos
ordenes, pero sus puentes cruzados varian ampliamente en composicion y longitud [76, 77]. Las lisinas de fagos no
han presentado previamente actividad en diferentes familias o géneros (y raramente en diferentes especies) [50].
Las lisinas de fagos nativos muestran habitualmente especificidad de especie frente a las especies que infecta el
fago nativo [48, 61]. Todas las cepas de S. aureus ensayadas, incluyendo cepas resistentes a meticilina (MRSA),
vancomicina (VISA), mupirocina, daptomicina, y lisostafina fueron susceptibles a la lisis inducida por PlySs2. PlySs2
lisd la S. suis 7997 patogénica con una eficacia similar. Mediante la lisis de solo 2 de 6 cepas ensayadas, la
actividad de PlySs2 frente a Listeria fue menos determinante. La actividad de PlySs2 frente a Staphylococus
simulans, Streptococcus equi zooepidemicus, y Staphylococcus equi proporciona una evidencia adicional de que el
sustrato para el dominio de unién existe fuera del puente cruzado. La capsula de polisacarido alrededor de S.
agalactiae aumenta su virulencia. La S. agalactiae de Tipo Il tiene una capsula mas gruesa que la mayoria, y tiene
un nivel correspondientemente mayor de virulencia [28]. Las cepas de S. agalactiae con una capsula mas fina son
menos virulentas [29, 78]. PlySs2 tiene una actividad comparable frente a estas con y sin una capsula: S.
agalactiae_Tipo Il, S. agalactiae 090R. Hay mas de 200 M tipos para S. pyogenes [4]. De forma importante, PlySs2
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tiene actividad frente a todos los tipos M frente a los que la ensayamos. La actividad de PlySs2 frente a S. sanguinis
indica su potencial para tratar la placa dental. Aunque PlySs2 presenta actividad frente a S. gordonii, presenta
menos actividad frente a los comensales S. oralis, y S. mutans. Hay una cantidad moderada de actividad frente a
Streptococcus grupo G, Streptococcus grupo E, E. facaelis, S. pneumoniae, S. rattus, y S. sobrinus. Otras cepas de
S. pneumoniae fueron menos susceptibles. La actividad de PlySs2 frente a una matriz de MRSA resistentes a
multiples farmacos, S. pyogenes encapsulada considerablemente, y numerosos otros patégenos virulentos la
convierte en un candidato terapéutico critico. De forma importante, PlySs2 fue capaz de reducir las CFU de varias
cepas que variaron en resistencia a farmacos, encapsulacion, y creacion de biopelicula. La actividad de PlySs2
frente a S. pyogenes M4 mucoide fue mas fuerte que la observada para cualquier otro S. pyogenes ensayado.
Ademas, PlySs2 tenia una actividad mayor frente a S. agalactiae y L. monocytogenes que frente a S. pyogenes (de
la que fue capaz de proteger a ratones septicémicos). Dada la eficacia de PlySs2 frente a S. pyogenes, PlySs2
puede servir como un agente terapéutico frente a cualquiera de estos otros patdgenos. Los resultados de MIC
confirmaron los descubrimientos de CFU.

En estudios murinos, los animales infectados individualmente demuestran que PlySs2 puede proteger
independientemente frente a multiples especies de infeccién bacteriana. En la infeccion mixta, los controles de lisina
especifica (PlyC y ClyS) muestran que PlySs2 esta protegiendo a los ratones de ambos organismos en la infeccién
mixta o doble. Usando bien PlyC o ClyS para tratar a solo uno de los patégenos infecciosos en el modelo mixto dio
como resultado la muerte de los animales. Ademas, los animales mueren en el mismo marco de tiempo que los
controles infectados individualmente no tratados. S. aureus y S. pyogenes causan enfermedades con patologias y
sitios de infeccidn similares en el hombre. Los profesionales sanitarios algunas veces no estan seguros al principio
de qué organismo esta causando la enfermedad que podria ser una infeccion mixta en casos de trauma grave. Las
infecciones invasivas graves por S. pyogenes no se tratan facilmente con antibidticos [82]. En algunos casos,
requieren procedimientos quirurgicos [82]. El serotipo M1 usado en nuestro modelo septicémico es uno de los
aislados clinicos principales que se ha encontrado que causan faringitis estreptococal y enfermedad invasiva en todo
el mundo [83, 84]. S. pyogenes es capaz de atravesar las superficies epiteliales produciendo bacteremia invasiva
[83]. Esta y otras infecciones internas graves dan como resultado la muerte en menos de una semana en el 19% de
los casos [85]. En muchos casos, no se sabe si S. aureus o S. pyogenes es el patdgeno causante que esta detras
de SSTI o impétigo.

La incapacidad de las dianas patogénicas (MRSA y S. pyogenes) de establecer resistencia a PlySs2 es consistente
con los descubrimientos para otras lisinas incluyendo PlyG [61]. Hasta la fecha, no se ha identificado una molécula
que pueda degradar las lisinas exégenamente. Es improbable que un patégeno sea capaz de alterar facilmente el
sitio diana dada la naturaleza del peptidoglicano. La probabilidad extremadamente baja de resistencia hace que
PlySs2 sea un agente terapéutico convincente. Tipicamente, se proporcionan mupirocina y polisporina para tratar a
S. aureus, pero puede desarrollar resistencia a cada una. Son los Unicos anti-infectivos proporcionados para reducir
a las bacterias patogénicas colonizadoras en las membranas mucosas [86]. PlySs2 puede usarse para eliminar
profilacticamente los reservorios en la membrana mucosa humana de bacterias patogénicas resistentes a
antibidticos. La penicilina puede usarse para tratar a S. pyogenes, que sigue siendo sumamente sensible; pero si el
impétigo esta causado por MRSA, la penicilina puede ser ineficaz.

Estudios recientes han indicado que las infecciones secundarias causadas por S. pneumococcus, S. pyogenes, y
MRSA representan > 90% de las muertes de pandemias de influenza [92, 93]. Los mismos patdégenos causaron
complicaciones en casi el 30% de los casos pandémicos de H1N1 en 2010 [94]. El uso profilactico podria disminuir
la tasa de estas fatalidades. PlySs2 puede tratar infecciones primarias y disminuir profilacticamente la probabilidad
de infecciones secundarias.

Antes de la identificacion del patégeno, la atencidon estandar es tratar a los candidatos mas probables dada la
naturaleza y entorno de la infeccion [95, 96]. Muchos de estos patégenos, especialmente MRSA, desarrollan
facilmente resistencia a antibidticos tradicionales y nuevos, especialmente beta-lactamas. MRSA también es
resistente a los agentes mas nuevos, glicopéptidos, oxazolidinonas [97, 98]. PlySs2 tiene especificidad para Gram-
positivas, pero podria tratar ampliamente a S. pyogenes, MRSA, y otros patégenos prominentes.

Como un tratamiento, PlySs2 estaria dirigida a patdgenos, sin perjudicar a las Gram-negativas. Esta nueva
capacidad se basa en el dominio CHAP divergente, y dominio de unién SH3 unico. Los antibiéticos matan a muchas
especies ademas de al patégeno diana. Previamente, las lisinas solo podian usarse frente a una especie
patogénica. PlySs2 ocupa un espacio vital en el espectro entre la rigida especificidad de las lisinas, y la actividad no
selectiva de los antibidticos. Idealmente, un agente terapéutico tiene actividad frente a todos los patdgenos
principales sin afectar a los comensales; PlySs2 es la primera en indicar que una lisina puede servir para esa
funcion. PlySs2 es una lisina con amplia actividad litica frente a MRSA, VISA, S. suis, Listeria, S. simulans, S. equi
Z0o, S. equi, S. agalactiae, S. pyogenes, S. sanguinis, S. gordonii, Streptococcus grupo G, Streptococcus grupo E,
E. faecalis, y S. pneumoniae. PlySs2 es facil de producir, manejable, y muy estable. PlySs2 protege a los ratones
septicémicos de una infeccion mixta de MRSA y S. pyogenes y ninguno de estos patégenos fue capaz de desarrollar
resistencia a PlySs2.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidon farmacéutica para uso para matar bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de
Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis en un método para tratar
una infeccién por bacterias gram-positivas causada por dichas bacterias en un ser humano, que comprende un
polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o variantes de esta que
tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a dichas
bacterias gram-positivas.

2. Una composicién para uso segun la reivindicacion 1 que comprende ademas un polipéptido de lisina aislado que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada solo comprende un dominio
catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un dominio de glucosaminidasa;
comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2; o variantes de este
que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2 y que es efectivo
para matar a bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria
monocytogenes y Enterococcus faecalis.

3. Una composicién para uso segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 que comprende ademas un vehiculo,
aditivo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

4. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende ademas uno o mas
de:

un transportador;
un vehiculo adecuado para la administracion del polipéptido a un sitio de infeccion;
uno o mas antibidticos.

5. Una composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 adecuada para administracion
tépica, oral o parenteral.

6. Un articulo de fabricacion que comprende:
i. un recipiente que contiene una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; e

ii. instrucciones para el uso de la composicidn en el tratamiento de un paciente expuesto a o que presenta sintomas
consistentes con la exposicidon a bacterias Staphylococcus, bacterias Streptococcus o bacterias Listeria
monocytogenes, en el que las instrucciones para el uso de la composicion indican un método para usar la
composicion, comprendiendo el método las etapas de:

a) identificar al paciente que se sospecha que ha estado expuesto a bacterias Staphylococcus, bacterias
Streptococcus o bacterias Listeria monocytogenes; y

b) administrar una cantidad efectiva de la composicion al paciente.
7. Una composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso en:

la reduccion de una poblaciéon de bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de
Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis; o

el tratamiento de un sujeto humano expuesto a o0 que presenta riesgo de exposicién a una bacteria patogénica gram-
positiva seleccionada de cepas de Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria monocytogenes y
Enterococcus faecalis.

8. Una composicion para uso segun la reivindicacion 7 en la que la bacteria se selecciona de Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus simulans, Streptococcus suis, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus equi, Streptococcus agalactiae (GBS), Streptococcus pyogenes (GAS), Streptococcus sanguinis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus GES, Enterococcus faecalis y Streptococcus
pneumonia.

9. Un método in vitro o ex vivo para reducir o controlar una infecciéon o contaminacion por bacterias gram-positivas
causada por una o mas bacterias Staphylococcus, bacterias Streptococcus, bacterias Listeria monocytogenes y
bacterias Enterococcus faecalis en una disolucion, material o dispositivo que comprende la etapa de poner en
contacto la disolucion, material o dispositivo con una cantidad efectiva de una composicién que comprende un
polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3 o variantes de esta que
tienen una identidad de al menos el 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a dichas
bacterias gram-positivas seleccionadas de bacterias Staphylococcus, bacterias Streptococcus, bacterias Listeria
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monocytogenes y bacterias Enterococcus faecalis.

10. Una composicién para uso segun la reivindicacion 7 o reivindicacion 8 o un método segun la reivindicaciéon 9 en
el que la bacteria es una bacteria resistente a antibiético, por ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a
antibidtico.

11. Una composicion para uso o un método segun la reivindicacion 10 en el que la bacteria es Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), Staphylococcus aureus con sensibilidad intermedia a vancomicina (VISA), o
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA).

12. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:3 o variantes de este que tienen una identidad de al menos el 80% con el polipéptido de
SEQ ID NO:3 y que es efectivo para matar a las bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de
Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis y que comprende
ademas un vehiculo, aditivo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

13. Una composicidon segun la reivindicacion 12 que comprende ademas un polipéptido de lisina aislado que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacién mediante la cual la lisina truncada solo comprende un dominio
catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un dominio de glucosaminidasa;
comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2; o variantes de este
que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2 y que es efectivo
para matar a bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de Streptococcus, Listeria
monocytogenes y Enterococcus faecalis.

14. Un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11 en el que la composicion comprende ademas un
polipéptido de lisina aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:1; una lisina truncada que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con una modificacion mediante la cual la lisina truncada solo
comprende un dominio catalitico seleccionado del grupo que consiste en un dominio de endopeptidasa y un dominio
de glucosaminidasa; comprendiendo el polipéptido de lisina aislado la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2; o
variantes de este que tienen al menos una identidad del 80% con el polipéptido de SEQ ID NO:1 o de SEQ ID NO:2
y que es efectivo para matar a bacterias gram-positivas seleccionadas de cepas de Staphylococcus, cepas de
Streptococcus, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis.

15. Una composicion, articulo de fabricacion o método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 en el que
el polipéptido de lisina aislado comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:3.

63



ES 2682 670 T3

FIGURA 1

Ciclo litico Tratamiento con lisina

&
Adicién L
de lisina

Infeccion

S

Replicaciény
ensamblaje

Lisis

FIGURA 1: Ciclo litico frente
a tratamiento con lisina.

Las lisinas expresadas recom-
binantemente y purificadas
son capaces de lisar a las
bacterias tan bien como las
lisinas expresadas por fagos
del interior de su huésped.
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FIGURA 2

N - Dominio catalitico
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e Construccion de longitud completa (que se cloné originariamente de la cepa 7711): 1.359 pb; 452
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FIGURA 3

aminoacidos; 49,67 kDa; pl tedrico = 6,87

e Construccién truncada (que se expreso, purificd y caracterizd): 765 pb; 254 aminoacidos; 28,09 kDa; pl

tedrico=7,7

e Extremo N: Se mostré experimentalmente que posee actividad y-D-glutaminil-L-lisina endopeptidasa

e Dominio de unién doble CPL-7 (acceso Pfam no. PF08230)

e Extremo C: Dominio enzimatico de endo-beta-N-acetilglucosaminidasa (PF01832)

ATGACAATCA
CAARGTCTCT
GCTCTAGTGC
GGETTGGGUGE
ATATGTTTTG
TTTGTATTTT
GTTATCTTTG
CGGAARTTTCC
ATCTATATCG
CAGCTTGETTA
TAAGGCARGT
GCAARGCTTC
TTAGCAGGTA
ACGCTATGAG
ARARACCGTC
GAGGRCGGGG
CGARATTATC
CCCTRACTAT
AAGGCCGACA
TCCGAGCGGA
GAGGCCACTA
TTCTACCTGC
CTTCAGCGAG
ACTATGCAGC
CTAARRAGCTA
ATCARATALRT
ACGGCATTGA
CCAGTCTAA

ATCTTGAARC
TACTCAATGG
TCTATATTAT
TTAACACTGA
GTAGCTGARA
GGGTAAACGT
TGGATAATGT
ATTGATAATT
CCCAGCAAAT
AGGAGACTTT
CTTGGCAGTC
GLECARGCGAG
AGCACGEGET
CCTGTTCARG
ACTTGTCTTT
CTGCARARAGT
CCTACACTAT
ACAACTGEGGEE
GTAATTGTGA
CATGCACTAT
TTCGUCARAGGA
TCCATTAAGG
CGCCGGCTAL
TCGAGTCCGA
GTCCATTCGG
AGTTACGATC

ATCCATTCGT
ACTATCGTERA
GUGCTAATGE
GTATATGCAT
ATAAACCATT
GGUTATTCGA
TEATGTGATA
ATAATCAAGT
CAACCCAGCA
GGCTGEGEGETA
AATACGAGGTE
ARATCTGATGE
TECAGAGGAL
CCAAGGTCRA
ALAALT AR
CRAATGGTGCC
GTARAGAACA
GAAGGGCTTT
CGCTATGACC
CTCAAGGTTT
GUCACCGETGE
CGGGETCTTAC
GCATGTTCCA
GATAGTTACC
BEATGGCAGT
TTGACCCUTGA
AATGGTGTTG
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TGGATGAGCG
CGGTCCGAAT
CGEETGGETGC
GACTGGTTGA
TAACGCTCAA
GCGGAGCAGS
CATTGTAACT
GCATCGTGGT
TCAGCAACAA
CATGGCAACG
TCTCATGEGECG
AGGAACTTGC
CGAARACGGT
CEAATTGCTC
CACAGALCGET
ATTCTTAAGA
TGACATCTTA
GGGGCACTTC
TGCACTGGCC
GGUTCGGUCA
ATGATTTCCT
ARGCCTATCTG
CETTGGCEGA
TGETCGGLGT
CTGACACGGT
TRARATCTCT
TCTACAAGCT

ACCGTGTCGEG
AGTTATGACT
AATTTCTGCA
TACGTAACGG
AGACATGACC
TGGTCACGTC
ATGCACGTAA
ATGTATTACT
ATCACTGGAT
GGGACACCCE
GTTATCAATG
TAGGGAAGTC
CATTAGGACC
AAGGCTAAGG
GUAATTCAAG
ACTCTGETCCT
CCAAGCTATG
TGCTGTCGGET
AAGGCAACCG
TCGAACGAGG
GACGGACTGG
CTGCATTGAC
GCTAAATACG
CACTAGCAGG
TTGATGCCAC
GTTGATATTG
CGAARAGARA
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Y SMDYRNGPN

SYDCSSAVYY

ALMAGGAIEA

GWAVNTEYMH

DWL IRNGYVL

VAENKPEFNAD

RHDVC ILGER

GLSBGAGGHY

YIFVONVRVI

HOMNYARNGIS

L DONTHQVHRG

MYYYLYRPAN

QPSISNESLD

HENGDTEEAR

LESQTEAVMA

VINGHAZADE

LAGKHGAGED

RERELGPEYE

PVOQARVNELL

KAKEKFSETA

KNE POTVOFE

EDGDLSENGA
KADNNWGEMT
FILLERDGSY
LEAIESENGS

ILKKSVLEII
WTGOGNRPEG
KVSGALTFSE
LTRFDATSNN

LRKCKEHDIL
VIVTQGLARE
S IKGHMFQVGG
VHSVDPDKIS

PEYALTILHY
SNEGGHYMHY
ARYDYAAAGY
VDIDGIEWVTL

EGLWETEAVG
ATVDDFLTDW
DEYLVGATSR

NGVVYKLEER FV

**NOTA: el gen/proteina de longitud completa mostrado aqui es el que se cloné durante el cribado funcional inicial
del genoma de S. suis 7711. Para la expresion, purificacion y analisis funcional a gran escala, se subcloné una
construccion truncada que omitia el dominio enzimatico C-terminal. Los residuos incluidos en esta construccion
estan subrayados en lo anterior.

4 PUNTO DE TRUNCAMIENTO
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FIGURA 4

e Numero de Acceso Genbank: ZP_03625529 (de la cepa de S. suis 89/1591)

e 738 pares de bases; 245 aminoacidos; 26,06 kDa; pl teérico = 9,0

e Dominio enzimatico CHAP (PF05257)

e  Dominio de union SH3 Tipo 5 (PF08460)

ATGACARMCAG
CGGETGETGETCT
AGUGCATGAT
TGGETCAGLG
ATCATACARC
TTAARGCAGG
GGACATGTGG
GGAGCAARRC
CTGCAAGCTA
GTCGCACAGT
GGGECACTATG
ATACTTCAGG
TATGATACTG
AGGUGGCAGC
GTAAGCGTTT

MTTVNEALNN
WYSGAIGDTI
GHVVIVEAVD
VAQSAPNLAG
YORTVIIDVNG

TAAATGAAGC
GTTGGCAACG
TAGTCCGGAT
GTGUAATCGE
TCCCRAGCTA
TCAGATTCTG
TAATCGTCGA
TACGGCGGGA
TCGTCAACAG
CAGCACCCEA
BCTGTCACGG
CGAGATTGTA
TCATCATCGA
GGCABACGTA
CGGCRATGCT

VRAQVGSGVS
SAKNIGSSYN
GDRLTILEQN
SREYRETGETM
YVRVSY TGS

ATTARATART
GUGAATGUTA
GCRACTGTCG
CGATACAATC
ACGGUTGGAL
ACGCTTGEGE
AGCAGTGGAC
ABCGTTATCC
GTCCTGCATT
CCTTGCAGGT
TCGATGCTCT
GUAGCTATACA
TGTCRATGGE
ACTACGTTGC
TGGEGTACAT

VGHNGECYALA
WOANCGWTVET
YGRRRYPVEN
TVIVDALNVERE
GERNTYVATGA

CTAAGAGCTC
CECTTTGEGECT
GACTTGGCGC
TCTGUCARRA
AGTTTCCACA
CAACACCAGE
GGUGATAGAT
CGTCCGTAAT
ACATCACACC
TCTCGTTCCT
CRATGTTCGEC
AGCGTGETGEA
TATGETCTGGE
GACGGGCGCT
TTARATAER

SWYERMISED
SGPFKAGQIV
YYSAASYRQQ
RAPNTEGEIV
TKDGKRFGNA

AGETTGGEGETC
AGTTGGTACGE
TGETGTGGEL
ACATCGGUTC
TCTGGTCCAT
ARRCCCTTAL
TGACTATTTT
TATTACAGCG
GCCTGGCACG
ATCGUGAGAC
AGGGUGCCAA
ATCATTTGAC
TGTCTTACAT
ACCRARAGACG

ATVGLGAGVG
TLEGATPGNPY
VVHYITZPCET
AVYRRGESFD
WGETER
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FIGURA 5

Promotor pBAD24 e
N TN PlSs2
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pBADZ24 PlvSs2
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FIGURA 6

Fracciones Combinadas
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FIGURA 7A

Densidad Optica

pH Optimo

b Apmnngrargninnangrnrnpeganasganfrar i e A A A AR A e DA AR AR M AR

VI3 TFNIRISITA9225 2720 315332537 304143454749 51 33 55 57 59 61

Minutos

pH50{)
v pH 6.0¢)
s pH 6.4 (2)
asmonmoonoe pH 5.8 ()
s pH 7.0 (1)
s pH 7.26)
oo pH 7 4 (1)
swssonr pH 7.6 ¢
oo pH 8.0 €)
viesesescser pH B0 ()
s pH 6.0 (4)
s pH 6.4 (4
aoeeceecoce pH 8B ()
s g H 7.0 (4]

pH7A(+)
oerrrer pH 1.6 (4]
.m.-.'c.-.-.wFH g0 {4-"'

71




ES 2682670 T3

FIGURA 7B

Densidad Optica
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FIGURA 7C

Densidad Optica

Estabilidad frente a la Temperatura
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FIGURA 7D

Densidad Optica -

Efecto del EDTA
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FIGURA 8

pH Optimo (Bis-tris propano)
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA11AyB

DOsoo Tratado/No tratado

Tiempo (min)

DOsoo Tratado/No tratado

10

20 30 40 50 60

Tiempo (min)

78




ES 2682 670 T3

FIGURA 12

DOsoo Tratado/No tratado
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FIGURA 13AyB
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FIGURA 14Ay B
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FIGURA 15Ay B

Actividad Bacteriolitica - 7997
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FIGURA 16A

Densidad Optica
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FIGURA 16B

Densidad Optica
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FIGURA 16C

Densidad Optica
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FIGURA 16D

Ensayo de Especificidad-3
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FIGURA 17A

Actividad Especifica de PlySs2 (32|.lg/m|.)
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FIGURA 17B

Actividad Especifica de PlySs2
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FIGURA 18

Efecto de PlySS2 frente a Cepas Estafilococales
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FIGURA 19
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FIGURA 20
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FIGURA 21

DOso0 Tratado/No tratado
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FIGURA 22

Ensayo de Letalidad de CFU
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FIGURA 23

Dia (% de exposicion a MIC)
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FIGURA 24

Supervivencia de Ratones con Bacteremia de MRSA
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FIGURA 25
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Log letalidad
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FIGURA 27
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FIGURA 28A y 28B

Datos de Supervivencia para una Infeccion por MRSA
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FIGURA 28C

Datos de Supervivencia para una Infecciéon Mixta
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Cepa 245

FIGURA 29
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Cepa 926
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FIGURA 30
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