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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para el tratamiento de infecciones por burkholderia
Antecedentes

A lo largo de esta divulgacion, las referencias, tales como publicaciones técnicas, cientificas y de patentes, se
indican entre paréntesis. Esta informacion se incorpora por referencia en su totalidad en la presente divulgacion para
describir mas completamente el estado de la técnica y respaldar el asunto objeto reivindicado.

La fibrosis quistica (CF) es el trastorno letal hereditario mas comun que afecta a los caucasicos (Campana et al.
(2004) J. Cyst. Fibros. 3: 159-163). El mayor impacto de este trastorno genético es la incapacidad de los pacientes
con CF para erradicar los patégenos bacterianos de sus pulmones. Como resultado, se desarrolla un estado
infeccioso cronico, el cual incluye un circulo vicioso de proliferacion bacteriana seguido de retirada hacia un estado
de biopelicula extracelular adherido y/o invasion de células huésped locales. Con cada ciclo de proliferacion aguda,
se provoca una respuesta intensa del huésped, y en un intento por eliminar estas infecciones, la respuesta
inflamatoria excesivamente exuberante causa dafio a los tejidos pulmonares, dando como resultado cicatrices que
deterioran la funcion pulmonar y a menudo son fatales. Incluso hoy, al menos el 90 % de los pacientes con CF
muere por insuficiencia respiratoria. Las modalidades de tratamiento actuales dependen en gran medida del uso de
antibioticos, sin embargo, ciertos patégenos siguen siendo altamente recalcitrantes al tratamiento con antibiéticos,
un fenotipo al que contribuye significativamente su capacidad de residir dentro de una biopelicula. Una vez que se
produce la formacioén de biopeliculas y se establece la infeccion en el pulmén con CF, la erradicacion de bacterias es
rara (George et al. (2009) FEMS Microbiol. Lett. 300: 153-164).

Mientras que el principal patdégeno en pacientes adultos con CF es Pseudomonas aeruginosa, entre los patégenos
asociados con CF mas nocivos estan los miembros del complejo Burkholderia cepacia (Bcc), y quizas el miembro
mas virulento sea Burkholderia cenocepacia, un patdégeno oportunista Gram negativo. De las 17 especies
formalmente nombradas dentro del complejo, B. multivorans y B. cenocepacia dominan en la CF (Simpson et al.
(1994) J. Antimicrob. Chemother. 34:353-361; Butler et al. (1995) J. Clin. Microbiol. 33:1001-1004; Castellani et al.
(1995) Arch Dis Child 73:276; LiPuma et al. (1995) N. Engl. J. Med. 332:820-821) que representan aproximadamente
85-97 % de todas las infecciones de Burkholderia. Si bien los pacientes con CF infectados con cualquier especie de
Bcc a menudo tienen un prondstico desfavorable, la infeccion por B. cenocepacia se considera mas grave y se
asocia tanto con una menor supervivencia como con un mayor riesgo de desarrollar un “sindrome de cepacia” mortal
(Simpson et al. (1994) J. Antimicrob. Chemother. 34:353-361; Butler et al. (1995) J. Clin. Microbiol. 33:1001-1004;
Castellani et al. (1995) Arch. Dis. Child. 73:276; LiPuma et al. (1995) N. Engl. J. Med. 332:820-821; Burns et al.
(1999) Pediatr. Infect. Dis. J. 18:155-156; Hopkins et al. (2009) Am. J. Respir. Crit. Care Med. 179:257-258; De
Soyza et al. (2010) J. Heart. Lung Transplant 29:1395-1404; Nash et al. (2010) Transpl. Infect. Dis. 12:551-554). B.
cenocepacia es intrinsecamente resistente a las polimixinas, aminoglucésidos y la mayoria de los B-lactamicos, y
puede desarrollar resistencia a esencialmente todas las clases de farmacos antimicrobianos (Aaron et al. (2000) Am.
J. Respir. Crit. Care Med. 161:1206-1212; Golini et al. (2006) Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 25:175-180; Dubarry
et al. (2010) Appl. Environ. Microbiol. 76:1095-1102).

B. cenocepacia gano notoriedad como patogeno en la CF porque es dificil de identificar y tratar, y también debido a
su capacidad de propagarse facilmente entre las personas con CF. Incluso fuera de la CF, se ha demostrado que las
cepas epidémicas altamente transmisibles de B. cenocepacia contaminan los entornos sanitarios y se propagan
nosocomialmente (Graindorge et al. (2010) Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 66: 29-40). También es probable que la B.
cenocepacia resistente a multiples farmacos pueda transferir mecanismos de resistencia a otros microbios presentes
dentro de las vias respiratorias humanas, y particularmente a los que co-colonizan el pulmén con CF. Esta
suposicion esta respaldada por la observacion de que 25-45 % de los pacientes adultos con CF estan infectados
cronicamente con multiples bacterias resistentes a multiples farmacos (Lechtzin et al. (2006) Respiration 73: 27-33).

La patogénesis de la enfermedad de las vias respiratorias con CF es multifactorial e incluye actividad antimicrobiana
defectuosa en las secreciones de las vias respiratorias, aclaramiento mucociliar alterado, funcién anormal de la
glandula submucosa y sobreproduccion de especies reactivas al oxigeno (ROS). La inflamacion crénica es mas
importante para la patogénesis de la CF como consecuencia de las infecciones pulmonares y conduce al dafio
pulmonar que resulta en el 85 % de las muertes. Una contribucion adicional a la patologia pulmonar mejorada
observada en pacientes con CF es una superabundancia de macrofagos alveolares secretores de citoquinas. Los
mediadores proinflamatorios tales como IL-1pB, IL-8, TNF-a e IL-10 antiinflamatorio se detectan en pacientes con CF,
incluso en pacientes jovenes en ausencia de infeccion con cultivo positivo. Ademas, mientras que los macrofagos
alveolares tipicamente engloban a los microbios que obtienen acceso a los pulmones, los encierran en vacuolas las
cuales se fusionan con los lisosomas donde los contenidos se degradan y eliminan mediante un proceso llamado
autofagia, los macrofagos con CF son defectuosos en este sentido. Esta autofagia débil inherente (Luciani et al.
(2010) Nat. Cell. Biol. 12: 863-875; Luciani et al. (2011) Autophagy 7: 104-106; Luciani et al. (2012) Autophagy 8) es
ademas aumentada por la capacidad de B. cenocepacia para subregular las moléculas esenciales de autofagia
(Abdulrahman et al. (2011) Autophagy 7: 1359-1370).
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El documento WO 2011/123396 divulga polipéptidos recombinantes para su uso en la vacunacion de individuos que
padecen enfermedades de biopelicula crénicas o recurrentes y como agente terapéutico para aquellos con
infecciones existentes.

El documento W0212/034090 divulga procedimientos para descomponer una biopelicula, o inhibir, prevenir o tratar
una infeccién microbiana que produce una biopelicula, que implica la administracion de un polipéptido que tiene uno
0 mas dominios de caja HMG.

Gustave et al, Journal of Cystic Fibrosis, volumen 12, paginas 384-389, divulga el objetivo de los factores del
huésped de integracion bacteriana para destruir las biopeliculas asociadas con la fibrosis quistica. Brandstetter et
al., The Laryngoscope, vol. 1233, paginas 2626-2632 divulga anticuerpos dirigidos contra factores del huésped de
integracion que median la eliminaciéon de biopeliculas de la nasopore. Estrella et al., Pharmaceuticals, volumen 3,
paginas 1374-1393 describe una combinacion de compuestos para el control de biopeliculas y antibioticos como una
forma de controlar las infecciones por biopeliculas. Govan et al., Microbiol. Rev. tomo 60, paginas 539-574 describe
la participacion de Pseudomonas aeruginosa mucoide y Burkholderia cepacia en la patogénesis microbiana de la
fibrosis quistica.

La infeccion de un paciente con CF con B. cenocepacia se considera una sentencia de muerte virtual ya que estos
pacientes son extremadamente dificiles de tratar y tampoco son elegibles para el trasplante de pulmén, a menudo su
ultimo recurso para salvar vidas. Por lo tanto, la necesidad de desarrollar enfoques novedosos y altamente efectivos
para erradicar B. cenocepacia de los pulmones de pacientes con CF, asi como de entornos médicos, no puede
subestimarse. Esta invencion satisface esta necesidad y también proporciona ventajas relacionadas.

Sumario de la divulgacion

Los inventores han identificado un objetivo proteico para el desarrollo de un enfoque novedoso para el tratamiento
de las infecciones por CF. Esta proteina objetivo, un miembro de la familia DNABII de proteinas de unién al ADN, es
esencial para la formacion de biopeliculas y la estabilidad de multiples patégenos humanos (Goodman et al. (2011)
Mucosal Immunol. 4: 625-637; Justice et al. (2012) PLoS One 7: e48349; Gustave et al. (2012) J. Cyst. Fibros.)
debido a su contribucion al entramado estructural del ADN extracelular (ADNe) dentro de estas comunidades
bacterianas. La familia DNABII es miembro de una clase de proteinas denominadas proteinas asociadas a
nucleoides (NAPs), proteinas bacterianas que, en parte, dan forma al nucleoide bacteriano intracelular (Browning et
al. (2010) Curr. Opin. Microbiol. 13: 773 -780). Ademas, esta familia es ubicua, expresada por practicamente todas
las eubacterias. Todos los miembros de la familia caracterizados hasta la fecha funcionan bien sea como un
homodimero o heterodimero de subunidades. La familia se divide en dos tipos, HU (proteina similar a histona) e IHF
(factor huésped de integracion) con B. cenocepacia capaz de expresar ambos (genes de la cepa J2315: BCAL3530,
hupA; BCAL1585, hupB; BCAL1487, ihfA y BCAL2949, ihfb ) La principal distincion entre estos miembros de la
familia es que HU se une al ADN de manera independiente de la secuencia, mientras que IHF se une a una
secuencia de consenso WATCAANNNNTTR donde W es Ao T y R es una purina, SEQ ID NO. 36) conservada en
todos los géneros (Swinger et al. (2004) Curr. Opin. Struct. Biol. 14: 28-35)]. Todas las proteinas DNABII se unen y
doblan el ADN considerablemente, por ejemplo E. coli IHF puede doblar el ADN en un giro en U virtual (Rice et al.
(1996) Cell 87: 1295-1306). Ademas, todos los miembros de la familia tienen preferencia por las estructuras de ADN
previamente dobladas o curvadas, por ejemplo uniones de Holliday, una estructura de tipo cruciforme central para la
recombinacién de ADN. De hecho, las proteinas DNABII funcionan como factores accesorios que facilitan todas las
funciones intracelulares del ADN, incluida la expresion génica, la recombinacion, la reparacion y la replicacion
(Swinger et al. (2004) Curr. Opin. Struct. Biol. 14: 28-35).

En los ultimos 20 afios, multiples investigadores descubrieron que estas proteinas también existen extracelularmente
(Gao (2000) Los Angeles: Universidad del Sur de California University of Southern California; Winters et al. (1993)
Infect. Immun. 61:3259-3264; Lunsford et al. (1996) Curr. Microbiol. 32:95-100; Boleij et al. (2009) Infect. Immun.
77:5519-5527). Hasta la fecha, se han descrito tres funciones extracelulares. Primero, se demuestra que la HU
estreptocécica provoca una potente respuesta inmune innata inflamatoria al inducir la liberacion de TNFa e
interleucina-1 (Zhang et al. (1999) Infect. Immun. 67: 6473-6477). De manera interesante, B. cenocepacia induce
dafio periférico al exacerbar la produccion de IL-1B a través del receptor del huésped Pyrin por un mecanismo adn
desconocido (Gavrilin et al. (2012) Immunol. 188: 3469-3477; Kotrange et al. (2011) J. Leukoc. Biol. 89: 481-488). En
este sentido, aun no se ha probado el papel extracelular de los miembros de la familia DNABII para B. cenocepacia.
En segundo lugar, las proteinas extracelulares de DNABII se unen a la laminina y se cree que provocan el contacto
directo con las células huésped (Winters et al. (1993) Infect. Immun. 61: 3259-3264). En tercer lugar, se sabe que las
proteinas DNABII estabilizan la integridad estructural del ADNe dentro de la matriz o sustancia polimérica
extracelular (o EPS) de la biopelicula de multiples patégenos (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637).
Los antisueros dirigidos contra estas proteinas son suficientes para desestabilizar las biopeliculas, dando como
resultado la exposicidn/liberacion de las bacterias residentes, sensibilizandolas asi a la accién tanto de los
antimicrobianos como de los efectores del sistema inmune (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625 -637).
Recientemente, también se ha demostrado que ambas subunidades de IHF son necesarias para una colonizacion
eficiente de la vejiga urinaria por E. coli uropatégena y, ademas, que ambas subunidades de IHF influyen en la
arquitectura comunitaria de las comunidades bacterianas intracelulares (Justice et al. (2012) PLoS One 7 : €48349).
Sin pretender limitarse a ninguna teoria y considerando la abundancia de ADNe dentro de una biopelicula inducida
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por B. cenocepacia, los inventores investigaron si existia un papel para la familia de proteinas DNABII en la
estabilizacion de estas biopeliculas y, por lo tanto, si esta familia de proteinas sirve como un objetivo para la
intervencion terapéutica. Ademas, la presencia de proteinas DNABII extracelulares, quizas en asociacién con células
bacterianas, podria influir en la interaccion de B. cenocepacia con las células huésped y particularmente con su
reservorio primario, el macréfago.

Por lo tanto, después de la investigacion y el estudio, los inventores del presente documento divulgan un enfoque
inmunoterapéutico que se dirige a las proteinas DNABII, y particularmente cuando se acopla con los agentes
terapéuticos convencionales existentes, se encontré que es altamente efectivo tanto para reducir el volumen de las
biopeliculas formadas por B. cenocepacia asi como para producir las bacterias ahora liberado de la biopelicula EPS
susceptible a la accién de los antibiodticos. Los procedimientos pueden usarse para disminuir y erradicar reservorios
de B. cenocepacia de los pulmones de pacientes con CF. Ademas, se muestra que este procedimiento previene la
recurrencia de la enfermedad de CF al inhibir la capacidad de B. cenocepacia de multiplicarse dentro de los
macrofagos aislados de ratones con CF, un modelo animal importante de CF en humanos.

Por lo tanto, en un aspecto, se proporciona una composicion de anticuerpos para (i) usar en el tratamiento o prevenir
la recurrencia de una infeccion por Burkholderia en un paciente con Fibrosis Quistica (CF) que lo necesite, (ii) usar
en el tratamiento de una infeccién o enfermedad causada por Burkholderia en un paciente con CF infectado con
Burkholderia, en el que el anticuerpo reconoce y se une especificamente a la secuencia de aminoacidos
RPGRNPKTGDVVPVSARRVV.

En ofro aspecto, la invencién proporciona un péptido aislado que consiste en la secuencia
RPGRNPKTGDVVPVSARRVV y que opcionalmente comprende ademas un marcador adyuvante o detectable, asi
como un anticuerpo aislado que reconoce y une especificamente ese péptido, siendo el anticuerpo opcionalmente
un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo, que
opcionalmente comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencién también proporciona una
linea celular de hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal y un polinucleétido aislado que codifica un péptido
o el anticuerpo.

También se describe un procedimiento para tratar o prevenir la recurrencia de una infeccién microbiana en un
paciente con CF o en un paciente en riesgo de desarrollar la infeccion microbiana, que comprende, o
alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste ain ademas en administrar al sujeto una cantidad
efectiva de un agente interferente, tratando o previniendo asi la recurrencia de una infeccion microbiana en el
paciente con CF.

Los agentes interferentes se pueden combinar con antimicrobianos para complementar ademas la terapia, por
ejemplo, ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem y minociclina. Por lo tanto, cualquiera de los procedimientos
anteriores puede comprender adicionalmente, o consistir esencialmente en, o aun ademas consistir en la
administracion o contacto con una cantidad efectiva del antimicrobiano, por ejemplo, ceftazidima, ciprofloxacina,
imipenem y minociclina. La administracion o contacto del agente interferente se realiza en ausencia de un
tratamiento con DNasa. El tratamiento con ADNsa que se excluye de la terapia comprende una enzima que cataliza
la escisidn de los enlaces fosfodiéster en el esqueleto del ADN. Tres ejemplos no limitantes de enzimas DNasa que
se sabe que direccionan no solo las estructuras cruciformes, sino también una variedad de estructuras secundarias
de ADN incluyen ADNsa I, T4 EndoVIl y T7 Endo I. El tratamiento con DNasa que se excluye de la terapia
comprende, o consiste esencialmente en, o consiste aun ademas en, Pulmozyme®, (dornase alpha; Genentech,
Inc.).

Un agente que ocluye superficies criticas que son necesarias para la persistencia intercelular, interfiere o impide la
union del ADN microbiano a la proteina o polipéptido DNABII incluyen:

(a) un polipéptido del factor huésped de integracién (IHF) aislado o recombinante o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos;

(b) una proteina o polipéptido aislado o recombinante identificado en la Tabla 1, Tabla 2, el fragmento de Arm
identificado en la Tabla 2, Tabla 3 o un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 9, o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos;

(c) un polipéptido aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 1 a 33 o un equivalente del mismo, o un fragmento
0 un equivalente de cada uno de los mismos;

(d) un polipéptido c-terminal aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 5 hasta 11, 28, 29 o los identificados en
la Tabla 1, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(e) un polipéptido que compite con u ocluye superficies criticas sin desplazamiento o un factor huésped de
integracion al unirse a un ADN microbiano;
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(f) un polinucledétido de unién de cuatro vias que se asemeja a una union de Holliday, un polinucleétido de union
de 3 vias que se asemeja a una horquilla de replicaciéon, un polinucledtido que tiene flexibilidad inherente o
polinucleétido doblado;

(9) un polinucledtido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de (a) hasta (e);

(h) un fragmento de unién a anticuerpo o antigeno que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de
(a) hasta (e), o un equivalente o fragmento de cada uno de los mismos;

(i) un polinucledtido aislado o recombinante que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (h); y

(j) una molécula pequefia que compite con la union de una proteina o polipéptido de ADN BIl a un ADN
microbiano.

Un polipéptido aislado o recombinante que consiste esencialmente en una secuencia de aminoacidos seleccionada
delaSEQID NO.1a5012a27 030 a 33, o se describe un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 9.

Los procedimientos se llevan a cabo con un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente
que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas en la SEQ ID NO. 1 o 2, con la condicién de que el
polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28 0 29.

Los procedimientos se llevan a cabo con un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente
que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas en la SEQ ID NO. 3, 4 o 5, con la condicién de que el
polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28 0 29.

Los procedimientos se llevan a cabo con un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente
que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas en la SEQ ID NO. 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 o 32,
con la condicién de que el polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28 0 29.

Los procedimientos se realizan con un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que
consiste esencialmente en, o que consiste ain ademas en la SEQ ID NO. 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 0 33, con
la condicion de que el polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28 o 29.

Los procedimientos se llevan a cabo con un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente
que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas en la SEQID NO. 12y 13014y 15016y 17018y 190
20y21022y23024y25,026y27 030y 31032y 33, con la condicion de que el polipéptido no sea ninguno de
la SEQID NO. 6 a 11, 28 0 29.

Los procedimientos se realizan con un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que
consiste esencialmente, o que consiste aun ademas en la region c-terminal o péptido del polipéptido del grupo de un
polipéptido de ADN BIl, un polipéptido IHF, SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 o los identificados en la Tabla 1, o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos.

Los ejemplos no limitantes adicionales de agentes que se pueden usar en los procedimientos descritos incluyen:

(a) un polipéptido del factor huésped de integracién aislado o recombinante (IHF) o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos;

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante del polipéptido de la cepa U93 (HU) de E. coli o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(c) una proteina o polipéptido aislado o recombinante identificado en la Tabla 1, Tabla 2, el fragmento de Arm
identificado en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4 o un péptido de unién a ADN identificado en la FIG. 9, o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 1 a 348, o un fragmento o un equivalente de cada
uno de los mismos;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 6 hasta 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 1 o
aquellos polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 4 o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(f) un polipéptido o polinucleétido que compite con un factor huésped de integracién en la unién a un ADN
microbiano;

(g9) un polinucledtido de union de cuatro vias que se asemeja a una union de Holliday, un polinucleétido de union
de 3 vias que se asemeja a una horquilla de replicaciéon, un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o
polinucleétido doblado;
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(h) un polinucledtido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de (a) hasta (f) o un polinucledtido
aislado o recombinante de la SEQ NO. 36 o un equivalente de cada uno de los mismos, o un polinucleotido que
hibrida bajo condiciones restrictivas con el polinucleétido, su equivalente o su complemento;

(i) un fragmento de unién a anticuerpo o antigeno que reconoce o se une especificamente a cualquiera de (a)
hasta (f), o un equivalente o fragmento de cada anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo;

(j) un polinucledtido aislado o recombinante que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (i) o
su complemento; o

(k) una molécula pequefia que compite con u ocluye la uniéon de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN
microbiano.

También se describe en el presente documento un procedimiento para inducir una respuesta inmune o conferir
inmunidad pasiva en un sujeto con CF que lo necesita, que comprende, o alternativamente que consiste
esencialmente o que consiste aun ademas en administrar al sujeto con CF una cantidad efectiva de uno o mas
agentes del grupo:

(a) un polipéptido del factor huésped de integracion aislado o recombinante (IHF), o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos;

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante del polipéptido de la cepa U93 (HU) de E. coli o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(c) un polipéptido de proteina aislado o recombinante identificado en la Tabla 1, Tabla 2, el fragmento de Arm
identificado en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4, o un péptido de unidon a ADN identificado en la Figura 9, o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 1 a 348, o un fragmento o un equivalente del
mismo;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 6 hasta 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 1 o
aquellos polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 4 o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(f) un polinucledtido aislado o recombinante que codifica cualquiera de (a) hasta (e) o un polinucleétido aislado o
recombinante de la SEQ ID NO. 36 o un equivalente de cada uno de los mismos, o un polinucleétido que hibrida
bajo condiciones restrictivas con el polinucleétido, su equivalente o su complemento;

(9) un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a cualquiera de (a)
hasta (e), o un equivalente o fragmento de cada uno de los mismos;

(h) un polinucleodtido aislado o recombinante que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (g);
(i) una célula presentadora de antigeno pulsada con uno cualquiera de (a) hasta (e); y

(i) una célula presentadora de antigeno transfectada con uno o mas polinucleétidos que codifican uno
cualquiera de (a) hasta (e).

Los sujetos que necesitan tal respuesta o apoyo inmunitario incluyen aquellos en riesgo de padecer o que padecen
una infeccién que produce una biopelicula microbiana.

También se describen en el presente documento polinucleétidos, polipéptidos y anticuerpos, fragmentos de unién a
antigeno y composiciones para usar en los procedimientos anteriores, cuyos ejemplos no limitantes se analizan a
continuacion.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, una secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 1a 5012 a 27, 30 a 35, 101-348 o un péptido de
unién a ADN identificado en la FIG. 9.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas que consiste en la SEQ ID NO. 1 o0 2, con la condicién de que el polipéptido no sea ninguno de la
SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 o0 a 100.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas que consiste en la SEQ ID NO. 3, 4 o 5, con la condiciéon de que el polipéptido no sea ninguno de
la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100.
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Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas, que consiste en la SEQ ID NO. 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 o 32, con la condicién de que el
polipéptido no pertenezca a la SEQ ID NO. 6 a 11, 28,29 0 42 a 100.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas que consiste en la SEQ ID NO. 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 0 33, con la condicién de que el
polipéptido no pertenezca a la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas que consiste en la SEQ ID NO. 337, 338, 339 o 340, con la condicidon de que el polipéptido no sea
ninguno de la SEQ ID NO, 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas, que consta dela SEQIDNO. 12y 13014y 15016y 17018y 19020y 21022y 23 024y 25,
026y 27030y 31032y 33, con la condiciéon de que el polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29
042 a 100.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente
en, o aun ademas que consiste en, la region C-terminal que contiene al menos 10, o alternativamente al menos 15, o
alternativamente al menos 20, o alternativamente al menos 25, o alternativamente al menos 30, aminoacidos C-
terminales de un polipéptido del grupo de un polipéptido DNABII, un polipéptido IHF, un polipéptido HU, SEQ ID NO.
6 a 11, 28, 29 o aquellos identificados en la Tabla 1, Tabla 2, el fragmento de Arm identificado en la Tabla 2, Tabla 4
o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos, o un polipéptido de las SEQ ID NOs.: 337 a 340, o un
equivalente del mismo.

Se describe un polipéptido o polinucleétido aislado o recombinante del grupo de:
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 12y 13;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 14 y 15;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 16y 17;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 18y 19;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 20 y 21;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 23 y 24;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 25 y 26;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 30y 31;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 32 y 33;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 34 y 35;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 337 y 338; o
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 339 y 340;
un polinucledtido o polipéptido que comprende la SEQ ID NOS. 341 a 348;

con la condicion de que el polipéptido no sea de tipo silvestre de uno cualquiera de IHF alfa, IHF beta o la
SEQID NO. 6 a 11, 28,29 042 a 100.

Se describe un polinucleétido o polipéptido aislado o recombinante del grupo de:
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 12y 13;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 14 y 15;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 16y 17;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 18 y 19;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 20 y 21;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 23 y 24;

un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 25 y 26;
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un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 30y 31;

un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 32 y 33;

un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 34 y 35;

un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 337 y 338; o
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 339 y 340;

un polinucleétido o polipéptido que consiste esencialmente en uno cualquiera de la SEQ ID NOS. 341 a
348;

con la condicién de que el polipéptido no sea de tipo silvestre de cualquiera de IHF alfa, IHF beta o SEQ ID
NO. 6 a 11, 28,29 0 42 a 100.

También se describen polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden, o que consisten alternativamente
esencialmente o aun ademas, consisten en dos o0 mas, o tres 0 mas o cuatro o mas, o multiplos de los polipéptidos
aislados identificados anteriormente, incluidos fragmentos y equivalentes de los mismos. Ejemplos de tales incluyen
polipéptidos aislados que comprenden la SEQ ID NO. 1 a 4 y/o 12 a 29, y/o 30 a 33, y/o 30 a 35, por ejemplo, SEQ
ID NO. 1y 2, o alternativamente 1 y 3 o alternativamente 1y 4, o alternativamente 2 y 3, o alternativamente SEQ ID
NO. 1, 2 y 3 o alternativamente, 2, 3 y 4, o alternativamente 1, 3 y 4 o polipéptidos equivalentes, ejemplos de los
cuales se muestran en la Tabla 2 y especificamente el fragmento Arm identificado en la Tabla 2 o un equivalente de
los mismos, o un polipéptido de las SEQ ID NOs: 337 a 340, o un equivalente de los mismos. Los polipéptidos
pueden estar en cualquier orientacién, por ejemplo, SEQ ID NO. 1, 2 y 3 0 SEQ ID NO. 3, 2 y 1 o alternativamente
SEQ ID NO. 2, 1 y 3, o alternativamente, 3, 1 y 2, o alternativamente 11 y 12, o alternativamente 1 y 12, o
alternativamente 2 y 12, o alternativamente, 1 y 12, o alternativamente 2 y 13, o alternativamente 12, 16 y 1, o
alternativamente 1, 16 y 12.

Se describe un polipéptido aislado o recombinante que comprende la SEQ ID NO. 1 02y 3 0 4 o un polipéptido o
polipéptido recombinante que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste ademas
en un aminoacido que corresponde a fragmentos de una proteina DNABII tales como los fragmentos -3 y/o a-3 de
un microorganismo de Haemophilus influenzae IHF-a o IHF.beta., cuyos ejemplos no limitantes incluyen la SEQ ID
NO. 12 a 27, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los polipéptidos, cuyos ejemplos se muestran en las
Tablas 2 y 3. Los polipéptidos de tipo silvestre aislados estan especificamente excluidos, p. que el polipéptido no es
ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11 o una secuencia de tipo silvestre identificada en la Tabla 1. En este caso, la SEQ
ID NO. 1 0 2 o un polipéptido que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente en, o que consiste
ademas en un aminoacido correspondiente a los fragmentos 3-3 y/o a-3 de un microorganismo alfa IHF. o IHF .beta.,
cuyos ejemplos no limitativos incluyen la SEQ ID NO. 12 a 27 y 30 a 33 o un equivalente de cada uno de los mismos
se encuentra corriente arriba o en el terminal amino de la SEQ ID NO. 3 o 4 o un fragmento o un equivalente del
mismo. El polipéptido aislado comprende la SEQ ID NO. 3 0 4 o un polipéptido que comprende, o alternativamente
que consiste esencialmente en, o que consiste ain ademas en un aminoacido correspondiente a los fragmentos 3-3
y/o a-3 de un microorganismo a IHF. o IHF .beta., cuyos ejemplos no limitanres incluyen la SEQ ID NO. 12 a 27, o un
equivalente del mismo ubicado corriente arriba o terminal amino a la SEQ ID. NO. 1 o 2 o un equivalente de los
mismos.

Se puede agregar un enlazador peptidico al N-terminal o al C-terminal del polipéptido, fragmento o equivalente del
mismo. El enlazador se une a los polipéptidos, por ejemplo, SEQ ID NO. 1 a4, 28,29,34035030a33,340350
un polipéptido que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas en un
aminoacido correspondiente a los fragmentos de -3 y/o .alpha.-3 de un microorganismo Haemophilus influenza
IHF.alpha. o IHF.beta., cuyos ejemplos no limitativos incluyen la SEQ ID NO. 12 a 27 o un equivalente de cada uno
de los mismos. Un "enlazador" o "enlazador peptidico" se refiere a una secuencia peptidica unida bien sea al N-
terminal o al C-terminal de una secuencia polipeptidica. En un aspecto, el enlazador tiene una longitud de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 residuos de aminoacidos o, alternativamente, de 2 a aproximadamente
10, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 residuos de aminoacidos de longitud. Un ejemplo de un enlazador
peptidico es Gly-Pro-Ser-Leu-Lys-Leu (SEQ ID NO: 37).

Se describe adicionalmente un fragmento o un equivalente del polipéptido aislado o recombinante de cualquiera de
los polipéptidos identificados anteriormente, asi como un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o
alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste ademas, de dos o0 mas de los polipéptidos aislados o
recombinantes identificados anteriormente.

Alun ademas se describe un polinucledtido que interfiere con la unién del ADN microbiano con un polipéptido o
fragmento o equivalente del mismo, por ejemplo, SEQ ID 36, o un polinucleétido de unién de cuatro vias que se
asemeja a una unién de Holliday, un polinucledtido de union de 3 vias que se asemeja a una replicacion fork, un
polinucledtido que tiene flexibilidad inherente o polinucleétido doblado; un polinucleétido aislado o recombinante que
codifica un polipéptido descrito anteriormente o un anticuerpo o fragmento del mismo, el cual puede enlazarse
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operativamente a elementos reguladores necesarios para la expresion y/o replicacion del polinucleétido. El
polinucleétido puede estar contenido dentro de un vector.

También se describe una célula huésped aislada que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente, o
que consiste aun ademas en un polipéptido aislado o recombinante descrito anteriormente, un polinucleétido de
union de cuatro vias que se asemeja a una unién de Holliday, un polinucleétido de union de 3 vias que se asemeja a
una horquilla de replicacién, un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o polinucleétido doblado; un
polinucleétido aislado o recombinante como se describe anteriormente, o un vector como se describe anteriormente.

Se describe adicionalmente un fragmento o un equivalente del polipéptido aislado o recombinante de cualquiera de
los polipéptidos identificados anteriormente, asi como un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o
alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas, de dos o mas de los aislados o
polipéptidos recombinantes identificados anteriormente.

Los procedimientos se realizan con un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno que reconoce y se une
especificamente al polipéptido aislado o recombinante como se describié anteriormente, incluido un fragmento o un
equivalente del polipéptido. Ejemplos no limitantes de anticuerpos incluyen un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo recubierto,
un diacuerpo, un anticuerpo quimérico, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo humano recombinante o un
anticuerpo fragmento. En un aspecto particular, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. Ain ademas se
proporciona una linea celular de hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal.

Los anticuerpos, polinucleétidos, polipéptidos, vectores o células huésped pueden comprender ademas un marcador
detectable o un vehiculo, tal como un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se proporcionan composiciones que comprenden un vehiculo y uno o mas de un péptido aislado o
recombinante de la invencion, un nucleétido aislado o recombinante de la invencion, un vector de la invenciéon, una
célula huésped aislada de la invencién o un anticuerpo de la invencién. Los portadores pueden ser uno o mas de un
soporte sdlido, un dispositivo médico como una canula, o implante dental, o un liquido tal como un portador
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden comprender ademas un adyuvante, un péptido
antimicrobiano o antigénico.

Las composiciones pueden comprender ademas agentes biolégicamente activos adicionales. Un ejemplo no
limitativo de estos es un agente antimicrobiano tal como otros componentes de la vacuna (es decir, péptidos
antigénicos) tal como los antigenos de superficie, por ejemplo una proteina Pilin tipo IV (véase Jurcisek y Bakaletz
(2007) J. of Bacteriology 189 (10): 3868-3875).

Se describe un procedimiento para producir un péptido antigénico haciendo crecer o cultivando una célula huésped
que comprende un polinucledtido aislado como se describe anteriormente bajo condiciones que favorecen la
expresion del polinucledtido. El polipéptido producido por este procedimiento puede aislarse para uso adicional in
vitro o in vivo.

También se describe un kit para uso diagndstico o terapéutico que comprende una composicién como se describid
anteriormente e instrucciones de uso. También se describe un kit para realizar pruebas de cribado de nuevos
farmacos y/o terapias combinadas, segun se establece en este documento.

Listado de secuencias
SEQ. ID NO. 1
A1-A2-A3-A4-A5-AB-A7-A8-A9
en la que:
AlesVol;
A2 es uno cualquierade K, Q, E, A, VoY;
A3 es uno cualquierade K, L, I, Vo F;
A4 es uno cualquierade S, |, Ro V;
A5 es uno cualquiera de G o S;
A6 es F;
A7 es G;

A8 es uno cualquierade NoSoToK;y
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A9es F.

SEQ. ID NO. 2 es VKKSGFGNF

SEQ ID NO. 3 es B1-B2-B3-B4-B5-B5-B6-B7
enlaque:

B1 esta ausente o uno cualquiera de G o K;
B2 esta ausente o uno cualquiera de R, | 0 K;
B3esNoV,

Bd4esPol;

B5 es uno cualquiera de K, Q, S 0 G;

B6 es uno cualquierade T, Ko S; y

B7 es uno cualquiera de G, K, Q o D.

SEQ. ID NO. 4 es NP(K/IQ)TG

SEQ. ID NO. 5 GRNP(K/Q)TG

SEQ. ID NO. 6 tipo silvestre de longitud completa (wt) 86-028NP Haemophilus influenzae IhfA; Genbank
acceso No.: AAX88425.1, ultimo acceso mazo 21, 2011:

MATITKLDIEYLSDKYHLSK
QDTKNVVENFLEEIRLSLESGQDVKLSGFGNFELRDKSSRPGRNPKTGDVVPVSARR
VVTFKPGQKLRARVEKTK

SEQ. ID NO. 7 longitud completa wt 86-028NP Haemophilus influenzaeHU, Genbank acceso No.:
YP_248142.1, ultimo acceso Marzo 21, 2011: MRFVTIFINHAFNSSQVRLSFAQFLR
QIRKDTFKESNFLFNRRYKFMNKTDLIDAIANAAELNKKQAKAALEATLDAITASLK
EGEPVQLIGFGTFKVNERAARTGRNPQTGAEIQIAASKVPAFVSGKALKDAIK

SEQ. ID NO. 8 longitud completa wt R2846 Haemophilus influenzaelhfA, Genbank acceso No.: ADO96375,
ultimo acceso Marzo 21, 2011:

MATITKLDIIEYLSDKYHLSKQDTKNVVENFL
EEIRLSLESGQDVKLSGFGNFELRDKSSRPGRNPKTGDVVPVSARRVVTFKPGQKLR
ARVEKTK

SDQ. ID NO. 9 longitud completa wt Rd Haemophilus influenzae IhfA; Genbank acceso No.: AAC22959.1,
ultimo acceso Marzo 21, 2011: MATITKLDIIEYLSDKYHLSKQDTK
NVVENFLEEIRLSLESGQDVKLSGFGNFELRDKSSRPGRNPKTGDVVPVSARRVVTF
KPGQKLRARVEKTK;

SEQ. ID NO. 10 longitud completa wt E. coli K12 |hfA; Genbank acceso No.: AAC74782.1, ultimo acceso
Marzo 21, 2011: MALTKAEMSEYLFDKLGLSKRDAKELVELFFE
EIRRALENGEQVKLSGFGNFDLRDKNQRPGRNPKTGEDIPITARRVVT FRPGQKLKSRVENASPKDE; DNA
Genbank No. NC_000913

SEQ. ID NO. 11 longitud completa wt P. aeruginosa PA 01 IhfA; Genbank acceso No.: AAG06126.1, ultimo
acceso Marzo 21, 2011: MGALTKAEIAERLYEELGLNKREA
KELVELFFEEIRQALEHNEQVKLSGFGNFDLRDKRQRPGRNPKTGEEIPITARRVVTF
RPGQKLKARVEAYAGTKS

SEQ. ID NOS. 12y 13: porciones -3 y a-3 de (IHFB) SEQ ID NO. 12: TFRPGQ y
SEQ ID NO. 13: KLKSRVENASPKDE

SEQ ID NOS. 14 y 15: porciones -3 y a-3 de (IHFB) SEQ ID NO. 14: HFKPGK y SEQ ID NO. 15:
ELRDRANIYG
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SEQ ID NOS. 16y 17: porciones -3 y a-3 de SEQ ID NOS. 6, SEQ ID NOS. 16: TFKPGQ y SEQ ID NO.
17: KLRARVEKTK

SEQ ID NOS. 18 y 19: porciones 3-3 y a-3 de 2019 Haemophilus influenzae IhfA, SEQ ID NO. 18: TFKPGQ
y SEQ ID NO. 19: KLRARVENTK

SEQ ID NOS. 20 y 21: porciones -3 y a-3 de SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 20: TFKPGQ y SEQ ID NO. 21:
KLRARVEKTK

SEQ ID NOS. 22 y 23: porciones -3 y a-3 de SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 22: TFKPGQ y SEQ ID NO. 23:
KLRARVEKTK

SEQ ID NOS. 24 y 25: porciones 3-3 y a-3 de SEQ ID NO. 10, SEQ ID NO. 24: TFRPGQ y SEQ ID NO. 25:
KLKSRVENASPKDE

SEQ ID NOS. 26 y 27: porciones -3 y a-3 de SEQ ID NO. 11, SEQ ID NO. 26: TFRPGQ y SEQ ID NO. 27:
KLKARVEAYAGTKS

SEQ ID NO. 28: E. coli hupA, Genbank acceso No.. AP_003818, Ultimo acceso Marzo 21, 2011:
MNKTQLIDVIAEKAELSKTQAKAALESTLAAITESLKEGDAVQLVGFGTFK
VNHRAERTGRNPQTGKEIKIAAANVPAFVSGKALKDAVK

SEQ ID NO. 29: E. coli hupB, Genbank acceso No.: AP_001090.1, (ltimo acceso Marzo 21, 2011:
MNKSQLIDKIAAGADISKAAAGRALDAIIASVTESLKEGDDVALVGFG
TFAVKERAARTGRNPQTGKEITIAAAKVPSFRAGKALKDAVN

SEQ ID NOS. 30 y 31: porciones (-3 y a-3 de SEQ ID NO. 28, SEQ ID NO. 30: AFVSGKy SEQ ID NO. 31:
ALKDAVK

SEQ ID NOS. 32 y 33: porciones (-3 y a-3 de SEQ ID NO. 29, SEQ ID NO. 32: SFRAGK y SEQ ID NO. 33:
ALKDAVN

SEQ. ID NO. 34: 20 aminoacidos C-terminales de IHF a: TFRPGQKLKSRVENASPKDE
SEQ. ID NO. 35: 20 aminoacidos C-terminales de IHF 3: KYVPHFKPGKELRDRANIYG

SEQ. ID NO. 36: secuencia de consenso de unién a DNABIl: WATCAANNNNTTR enlaque Wes Ao T, N
es cualquier base y R es una purina

SEQ. ID NO. 337: E. coli IHFalpha: GRNPKTGEDIPI

SEQ. ID NO. 338: E. coli IHFbeta: GRNPKTGDKVEL

SEQ. ID NO. 339: E. coli HUalpha: GRNPQTGKEIKI

SEQ. ID NO. 340: E. coli HUbeta: GRNPQTGKEITI
Descripcion de tablas

La Tabla 1 es un resumen no limitado de proteinas de unién a ADN producidas por bacterias gram(+) y gram(-) que
pueden usarse en los procedimientos proporcionados aqui.

La Tabla 2 es una alineacion de secuencia de porciones relevantes de las proteinas de unién al ADN de diversas
realizaciones de esta invencion. Las letras en negrita indican una coincidencia exacta con el consenso, las letras en
gris claro indican un cambio conservador de aminoacidos, y las secuencias con sombras claras u oscuras estan
altamente conservadas entre las especies. Las secuencias indefinidas sombreadas en gris en el terminal amino y/o
carboxi son aminoacidos indefinidos que no comparten secuencias de consenso. La tabla 2 se basa en informacién
publicada previamente en Obeto et al. (1994) Biochimie 76: 901-908. El fragmento "ARM" se denota en la parte
inferior de la tabla y el fragmento de polipéptido que comprende, o que consiste esencialmente en, o que consiste
aun ademas en estos fragmentos o sus equivalentes tiene actividad biolégica como se indica en este documento.

La Tabla 3 es una comparacion del motivo del péptido de 16 aminoacidos con Liu et al. (2008) Cell Microbiol. 10 (1):
262-276.

La Tabla 4 es una lista de porciones a, B y C-terminales de proteinas DNABII del organismo indicado.

Breve descripcion de los dibujos
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Las Figuras 1A-1C muestran la presencia tanto de ADNe como de IHF dentro de una biopelicula formada
por B. cenocepacia. Figura 1A — Biopelicula de veinticuatro horas sin fijar formada por B. cenocepacia
tefiida con FilmTracer FM 1-43. Figura 1B — biopelicula de 24 horas sin fijar formada por B. cenocepacia e
inmunomarcada con antisuero monoclonal dirigido contra ADNbc (color blanco en la imagen). Figura 1C -
biopelicula de 24 horas sin fijar formada por B. cenocepacia marcada con antisuero dirigido contra ADNbc y
suero de conejo anti-IHF para mostrar la presencia de IHF asi como de ADNbc (color blanco) dentro de la
biopelicula. Obsérvese la biopelicula robusta formada por B. cenocepacia en la Figura 1A. La presencia de
ADNe que es particularmente densa en el fondo de la biopelicula se puede ver en la Figura 1B. La
biopelicula de 24 horas formada por B. cenocepacia también es rica en IHF como se muestra por la
abundancia en la Figura 1C. Todas las imagenes capturadas con un objetivo 63X.

La Figura 2 muestra el etiquetado de IHF y ADNe dentro del esputo recolectado de un paciente con CF
positivo para cultivo de B. cenocepacia. La micrografia ligera inmunomarcada demuestra un marcador
pesado tanto del ADNe (cadenas blancas) como de la proteina DNABII IHF (marcado puntiforme; véanse
flechas) dentro de una muestra de esputo recuperada de un paciente con CF infectado con B. cenocepacia.
Como se mostré anteriormente con biopeliculas no tipificables formadas por Haemophilus influenzae, en las
formadas por B. cenocepacia, uniones donde las cadenas de ADNe bacteriano cruzan etiquetas
marcadamente por la presencia de IHF, lo que sugiere su papel en el mantenimiento del andamiaje
estructural de estas biopeliculas. La barra de escala es igual a 5 pm.

Las Figuras 3A-3H muestran la interrupcion de las biopeliculas de B. cenocepacia preformadas por
incubacion con antisuero dirigido contra IHF. Biopeliculas de B. cenocepacia después de 24 h. de
crecimiento en un portaobjetos de camara, luego tratadas durante 16 horas con: Figura 3A- medio estéril
Figura 3B - suero de conejo inalterado. Figura 3C - Antisuero de conejo dirigido contra IHF aislado. Figura
3D - anti-IHF enriquecido con IgG. Figura 3E - Efluente de suero de la columna de enriquecimiento. La
Figura 3F —transferencia Western que muestra el reconocimiento de anticuerpos dirigidos contra IHF, asi
como anti-IHF enriquecido con IgG para IHF e IHF purificados dentro de lisado de células enteras de B.
cenocepacia. Las flechas indican el reconocimiento de la forma de monémero de IHF en cada transferencia.
Ademas, cada fraccidon de suero reconoci6 las formas di- y triméricas de IHF dentro de los lisados de
células enteras de cepas K56-2 de B. cenocepacia. Figura 3G: grafico de los cambios en el espesor
promedio de la biopelicula + SEM después de cada uno de los tratamientos indicados. Figura 3H - grafico
de cambios en la biomasa de biopelicula + SEM después de cada uno de los tratamientos indicados.
Notese que la interrupcion estadisticamente significativa de las biopeliculas de B. cenocepacia preformadas
esta mediada solo por suero anti-IHF de conejo, asi como una fraccién de ese suero que se enriquecio para
IgG en comparacion con el tratamiento con medio estéril, suero de conejo inalterado o efluente de suero de
columna de enriquecimiento de IgG. Los asteriscos indican significancia estadistica (p <0,05) en
comparacion con el medio estéril, suero inalterado y efluente de columna de enriquecimiento.

Las Figuras 4A-4N muestran una demostracioén del comportamiento sinérgico de los anticuerpos dirigidos
contra IHF en combinacién con antimicrobianos o antibiéticos. Figuras 4A-4C: una biopelicula de B.
cenocepacia no tratada. Figuras 4D-4F- una biopelicula de B. cenocepacia después del tratamiento con
una diluciéon 1:50 de anti-IHF. Figuras 4G-4l: una biopelicula de B. cenocepacia después del tratamiento
con la MIC de ceftazidima (16 pg/ml). Figuras 4J-4L: una biopelicula de B. cenocepacia después del
tratamiento con una combinacién de anti-IHF mas ceftazidima en la MIC indicada. Obsérvese la marcada
reduccion de la altura de la biopelicula y el aumento notable de la destruccion de B. cenocepacia cuando se
trata tanto con anti-IHF como con ceftazidima en comparacién con el tratamiento con antibidtico solo
(indicado en la segunda fila de imagenes; compare los paneles H y K). Figura 4M- espesor promedio de
biopeliculas después del tratamiento con antibiético o antibiético mas anti-IHF + SEM. Figura 4N - biomasa
de biopelicula después de la incubacién con antibiético o antibiético mas anti-IHF £+ SEM. Los asteriscos
indican significancia estadistica entre pares designados (p <0,05). Obsérvese una reduccion significativa
tanto en el espesor promedio de la biopelicula como en la biomasa mediada por una combinacién de suero
anti-IHF mas ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem y minociclina.

Las Figuras 5A-5E muestran la induccién de una biopelicula de B. cenocepacia mas robusta después de la
exposicion a Pulmozyme (DNasa). Figura 5A - tratamiento de una biopelicula de B. cenocepacia de 24
horas con diluyente salino solo. Figura 5B — el tratamiento de una biopelicula de B. cenocepacia de 24
horas con Pulmozyme (DNasa) indujo la formacion de una biopelicula notablemente mas densa y espesa
que la tratada solo con diluyente salino (comparense los paneles A y B). Figura 5C: tratamiento de una
biopelicula de B. cenocepacia de 24 horas con Pulmozyme y anti-IHF. Las biopeliculas se tifieron para
determinar su viabilidad y seudocoloraron blanco (células vivas) y oscuro (células muertas) y demostraron
una muerte bacteriana minima con cualquier tratamiento. El espesor medio relativo de la biopelicula + SD y
la biomasa + SEM se representan graficamente en las Figuras 5D y 5E. El asterisco indica una biopelicula
significativamente mas gruesa después de la exposicién a Pulmozyme en comparacion con el tratamiento
con diluyente salino (p <0,05).

La Figura 6 muestra que el pretratamiento de B. cenocepacia con anti-IHF indujo una supervivencia
significativamente reducida en macrdéfagos de CF murina. Se detectaron significativamente menos B.
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cenocepacia 6 horas después del pretratamiento de la bacteria con anti-IHF en comparaciéon con suero
inalterado (* p <0,05). También se muestran las UFC/ml bacterianas para cada punto de tiempo + SD.

Las Figuras 7A-7TE muestran la expresion de una biopelicula robusta de B. cenocepacia que incorpora IHF
dependia de un T6SS activo. Figura 7A — biopelicula formado por el aislado parental (cepa K56-2 de B.
cenocepacia). Figura 7B - biopelicula formada por el mutante del sistema de secrecion tipo Il (cepa JRL2)
tefida con yoduro de propidio. Figura 7C - biopelicula formada por el mutante del sistema de secrecion tipo
VI (cepa DFAZ2) tefiida con yoduro de propidio. Todas las biopeliculas fueron marcadas por la presencia de
una proteina DNABII (IHF). Mientras que las biopeliculas formadas por cualquiera de los mutantes del
sistema de secrecion eran notablemente menos robustas que las formadas por el aislamiento parental,
observe una marcada reduccién en el etiquetado de la biopelicula formada por el mutante T6SS (véase
Figura 7C), lo que sugiere que el mutante T6SS estaba comprometido en su capacidad para incorporar IHF
en biopeliculas formadas bajo estas condiciones. Figura 7D - IHF se uni6 a la huella de DNasa del espacio
intergénico (386 pb) entre BCAL0339 y BCALO0340, parte de la aglomeracion de genes T6SS para B.
cenocepacia. La huella de IHF cubre la regién de 25 pb a 52 pb corriente arriba del codén de inicio
BACL0340, mientras que se encontré un promotor putativo de 75 pb a 104 pb corriente arriba del codén de
inicio (Figura 7E). HSS: sitio hipersensible indicativo del doblado de ADN. Esta observacion sugirié que IHF
podria autorregular su propia liberacion, asi como quizas la del ADNe que se incorpora a la matriz de
biopelicula.

Las Figuras 8A-8F muestran la demostracion del contenido relativo de ADNe de las biopeliculas formadas
en portaobjetos de camara por el aislado parental K56-2, su mutante T3SS o su mutante T6SS. Las
biopeliculas formadas por la cepa parental de B. cenocepacia o sus mutantes T3SS y T6SS seguidas de
tincion con FilmTracer FM 1-43 se pueden ver en las Figs. 8A, 8C y 8E, respectivamente. El contenido
relativo de ADNe de cada biopelicula no fijada puede determinarse mediante inmunomarcaje de cada
biopelicula con un anticuerpo monoclonal dirigido contra ADNbc como en las Figs. 8B, 8D y 8F.

La Figura 9A es un mapa que indica los residuos de aminoacidos de IHF que interactian o se unen a otro
IHF en un atenuador IHF-IHF (indicado por triangulos en el nivel superior) o interactian o se unen al ADN
(indicado por triangulos en el nivel inferior). El péptido se divide por las barras verticales cortas en regiones
que contienen 3 aminoacidos. La Figura 9B representa graficamente la interaccion del ADN microbiano con
un IHF.

Las Figuras 10A-10B muestran la perturbacion de las biopeliculas de NTHI por anti-IHFE. coii (A) Imagenes
representativas de biopeliculas de NTHI y (B) biomasa media calculada. un medio de; b, suero inalterado;
¢, anti-IHF £ coii. Anti-IHF £, coii interrumpid significativamente las biopeliculas de NTHI establecidas durante 16
horas a 2 semanas, en comparacion con suero o medio inalterado. Los datos se expresan como la media *
SEM de tres ensayos independientes. *p <0,05; ** p <0,01 en comparacién con el tratamiento de suero
inalterado respectivo, ANOVA unidireccional.

Las Figuras 11A-11C muestra la cinética de la perturbacion de la biopelicula por anti-IHFg coi. (A) Imagenes
representativas de biopeliculas de NTHI y (B) biomasa media calculada. un medio de; b, suero inalterado;
¢, anti-IHFE coi. La reduccidon en biomasa mediada por anti-IHFe. coi fue maxima a las 6 h y sostenida
durante 24 h. (C) Biopeliculas de 24 horas tratada con medio, una dilucidon 1:5 de suero inalterado o anti-
IHFE. coi. El tratamiento con mayor concentracion de anti-IHFe. coi erradicod la biopelicula, dejando una
monocapa de bacterias. Los datos se expresan como la media + SEM de tres ensayos independientes. *p
<0,01 en comparacién con el tratamiento de suero inalterado respectivo, ANOVA unidireccional.

Las Figuras 12A-12F muestran ese contacto directo entre anti-IHFEe. coi y la biopelicula no fue necesaria
para mediar la perturbacion. (A) Imagenes representativas de biopeliculas tratadas basolateralmente con
medio o suero. (B-C) Biopeliculas tratadas apicalmente mediante la colocacion de anticuerpos acoplados a
perlas de agarosa en un transpocillo, (D) biopeliculas de NTHI después de que las perlas desnudas se
colocaron debajo de perlas acopladas a anticuerpos apicalmente, (E) biopeliculas después de mezclar
perlas desnudas y acopladas a anticuerpos. (F) Valores de biomasa después de la incubacion con: a,
medio; b, suero inalterado; c, anti-IHF&. coi d, suero inalterado enriquecido con IgG acoplado; e, anti-IHF£ coii
enriquecido con IgG acoplado; f, perlas desnudas en capas bajo suero inalterado enriquecido con IgG
acoplado; g, perlas desnudas en capas bajo anti-IHF e coi enriquecido con IgG acoplado; h, suero inalterado
desnudo mixto y acoplado enriquecido con IgG; i, anti-IHFE o desnudo mixto y acoplado enriquecido con
IgG. Los datos se expresan como la media + SEM de tres ensayos independientes. *p <0,05 en
comparacion con el suero inalterado respectivo o el suero inalterado enriquecido con IgG conjugado con el
tratamiento con perlas de agarosa, ANOVA unidireccional.

Las Figuras 13A-13B muestran adsorcion de anticuerpo especifico de anti-IHF. (A) Imagenes
representativas de biopeliculas incubadas con suero adsorbido en IHF. (B) Cambios en la biomasa de
biopeliculas y grosor medio, a, suero inalterado; b, anti-IHF k. coi. Anti-IHFE. coii (4,4 pg) adsorbido con: ¢, 0 ug
de IHFEe coi d, 2,2 pug de IHFE coi €, 4,4 pug de IHFE coi f, 4,4 pug de rsPilA. La adsorcién de anticuerpos
especificos de IHF contrarresto la perturbacion de la biopelicula. Los datos se expresan como la media +

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2746 971 T3

SEM de tres ensayos independientes. *p <0,05 en comparacion con suero inalterado, ANOVA
unidireccional.

Las Figuras 14A-14E muestran que anti-IHFE coi actud sinérgicamente con antibiéticos. (A-D) Imagenes
representativas de biopeliculas tratadas con medio, antibidtico en el MICg 0 antisuero. (E) Biomasa y
grosor medio de las biopeliculas tratadas. a, medio; b, suero inalterado; c, anti-IHFEe. coi. Incubacion de
biopeliculas de NTHI con anti-IHFe coi mas arquitectura de biopelicula marcadamente alterada con
antibioticos, biomasa de biopelicula significativamente reducida y grosor medio y viabilidad impactada
negativamente (obsérvese el color amarillo de las biopeliculas) Los datos se expresan como la media *
SEM de tres ensayos independientes. Las barras indican p <0,05, ANOVA unidireccional.

Las Figuras 15A-15F muestra que las bacterias recién liberadas de la biopelicula por tratamiento con anti-
IHFE. coi mostraron una mayor sensibilidad a los antibiéticos. Las biopeliculas se incubaron con ampicilina
(A&D), amoxicilina-clavulanato (B&E) o cefdinir (C&F) en ausencia o presencia de una dilucion 1:50 de
anti-IHFe coi 0 suero inalterado. (A-C) adheente de CFU NTHI dentro de las biopeliculas. (D-F) Suma del
NTHI plancténico y adherente. a, medio solo; b, suero inalterado; c, anti-IHFE. coi. Los datos se expresan
como la media + SEM de tres ensayos independientes. Las barras indican p <0,05, ANOVA unidireccional.

Las Figuras 16A-16F muestran el mapeo de epitopos IHFnTH y €l disefio de un péptido direccionado a
IHFNTH minimo. Modelo tridimensional que representa la reactividad de (A) anti-IHF k. coi de chinchilla y (B)
anti-IHFE. coii de chinchilla complejado a ADN a péptidos sintéticos que representan IHFNTHI. Las regiones
con reactividad se indican en gris, las regiones no reactivas en negro. (C) Modelo tridimensional de ADN
unido a IHF para mostrar la oclusion de las regiones de union a la punta. (D) Localizacion de IhfA-3nthi
(amarillo) y IhfA-5 ntri (verde) dentro del modelo de IHF. (E) Imagenes representativas y (F) biomasa media
de biopeliculas después de la incubacion con suero de chinchilla. Los datos se expresan como la media +
SEM de tres ensayos independientes. Las barras indican p <0,05, ANOVA unidireccional. a, suero
inalterado; b, anti-IHFE. coii c, anti-IHFe. coicomplejado a ADN; d, anti-lhfA-3ntwi; €, anti-lhfA-5nThi.

La Figura 17 muestra anti-IHFE coli enriquecido con IgG unido a perlas de agarosa y colocada en la
camara apical de un transpocillo no se difunde en la camara basolateral segun lo determinado por
transferencia Western contra IHFE. coli purificado. EI medio de la camara basolateral se recolecté 24 horas
después del tratamiento con: a, suero inalterado agregado basolateralmente; b, anti-IHFE. coli afadido
basolateralmente; ¢, suero inalterado enriquecido con IgG enlazado a perlas de agarosa afadidas
apicalmente; d, anti-IHFE. coli enriquecido con IgG enlazado a perlas de agarosa afiadidas apicalmente.

Las Figuras 18A-18B muestran adsorcion de anticuerpos anti-IHF. (A) La intensidad de la banda se redujo
por incubacién de anti-IHFE. coi con IHFE. coi purificado que se muestra por transferencia de ranura y (B)
cuantificado por densitometria. a, suero inalterado; b, anti-IHFEe. coi ¢, anti-IHFE. coi adsorbido con 0 ug de
IHFE. coii d, anti-IHFE. coii @adsorbido con 2,2 pug de IHFE. coii €, anti-IHFE. coi adsorbido con 4,4 ug de IHFE. coi f,
anti-IHF e coi adsorbido con 4,4 pg de rsPilA.

Las Figuras 19A-19C muestran que el tratamiento con anti-IHFe. coi no aumentd la sensibilidad de los
cultivos plancténicos de NTHI a los antibidticos. (A-C) Los cultivos de caldo de NTHI se incubaron con
ampicilina, amoxicilina-clavulanato o cefdinir en ausencia o presencia de anti-IHF&. coi 0 suero inalterado. a,
medio solo; b, suero inalterado; c, anti-IHFE. coi. Los datos representan la media + SEM de tres ensayos
independientes. Las barras indican p <0,05, ANOVA unidireccional.

Descripcion detallada
Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen los mismos significados que los entendidos cominmente por un experto en la técnica a la cual pertenece esta
invencion.

El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones adjuntas.

La practica de la presente invenciéon empleara, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de cultivo
de tejidos, inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, las cuales estan
dentro de la habilidad de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook and Russell eds. (2001) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 3rd edition; the series Ausubel et al. eds. (2007) Current Protocols in Molecular Biology; the
series Methods in Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.); MacPherson et al. (1991) PCR 1: A Practical Approach
(IRL Press at Oxford University Press); MacPherson et al. (1995) PCR 2: A Practical Approach; Harlow and Lane
eds. (1999) Antibodies, A Laboratory Manual; Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique, 5th edition; Gait ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; U.S. Patent No. 4,683,195; Hames and Higgins
eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization; Anderson (1999) Nucleic Acid Hybridization; Hames and Higgins eds. (1984)
Transcription and Translation; Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal (1984) A Practical Guide to
Molecular Cloning; Miller and Calos eds. (1987) Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Cold Spring Harbor
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Laboratory); Makrides ed. (2003) Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells; Mayer and Walker eds. (1987)
Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, London); y Herzenberg et al. eds (1996)
Weir's Handbook of Experimental Immunology.

Todas las designaciones numéricas, por ejemplo, pH, temperatura, tiempo, concentracion y peso molecular,
incluidos los rangos, son aproximaciones que varian (+) o (-) en incrementos de 1,0 o 0,1, segun corresponda o,
alternativamente, por una variacion de +/- 15 %, o alternativamente 10 % o alternativamente 5 % o alternativamente
2 %. Debe entenderse, aunque no siempre se indica explicitamente, que todas las designaciones numéricas van
precedidas por el término "aproximadamente". También debe entenderse, aunque no siempre se afirma
explicitamente, que los reactivos descritos en este documento son meramente ejemplares y que sus equivalentes
son conocidos en la técnica.

Como se usa en la especificacion y las reivindicaciones, la forma singular "un”, "uno, una" y "el, 1a" incluyen
referencias en plural a menos que el contexto indique claramente otra cosa. Por ejemplo, el término "un polipéptido”
incluye una pluralidad de polipéptidos, incluidas mezclas de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" pretende significar que las composiciones y
procedimientos incluyen los elementos citados, pero no excluyen otros. "Que consiste esencialmente en”cuando se
usa para definir composiciones y procedimientos, significara excluir otros elementos de cualquier significado esencial
para la combinacién para el uso previsto. Por lo tanto, una composicién que consista esencialmente en los
elementos como se definen en el presente documento no excluiria trazas de contaminantes del aislamiento y
procedimiento de purificacion y vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como solucién salina tamponada con
fosfato, conservantes y similares. "Que consiste en " significara excluir mas que oligoelementos de otros ingredientes
y etapas sustanciales del procedimiento para administrar las composiciones de esta invencion.

Una "biopelicula" se refiere a una capa delgada de microorganismos que se adhiere a la superficie de una
estructura, que puede ser organica o inorganica, junto con los polimeros tales como el ADN que secretan. Son muy
resistentes a los agentes microbidticos y antimicrobianos. Viven en tejidos gingivales, dientes y restauraciones,
causando caries y enfermedad periodontal, también conocida como enfermedad de la placa periodontal. También
causan infecciones crénicas del oido medio. Las biopeliculas también pueden formarse en la superficie de implantes
dentales, canulas, lineas de catéteres y lentes de contacto. Crecen en marcapasos, reemplazos de valvulas
cardiacas, articulaciones artificiales y otros implantes quirurgicos. Los Centers for Disease Control estiman que mas
del 65 % de las infecciones nosocomiales (adquiridas en el hospital) son causadas por biopeliculas. Las biopeliculas
fungicas también contaminan frecuentemente los dispositivos médicos. Causan infecciones vaginales cronicas y
conducen a infecciones sistémicas potencialmente mortales en personas con sistemas inmunes debilitados. Las
biopeliculas también estan involucradas en numerosas enfermedades. Por ejemplo, los pacientes con fibrosis
quistica tienen infecciones por Pseudomonas y B. cenocepacia que a menudo dan como resultado biopeliculas
resistentes a los antibidticos.

El término "inhibir, competir o valorar" da a entender una reducciéon o prevenciéon en la formacién de la matriz de
ADN/proteina que es un componente de una biopelicula microbiana.

Un "polipéptido o proteina de ADN BII" da a entender una proteina o polipéptido de unién a ADN que esta
compuesto de dominios de unién a ADN vy, por lo tanto, tiene una afinidad especifica o general por el ADN
microbiano. En un aspecto, se unen al ADN en el surco menor. Un ejemplo no limitante de una proteina de ADN BII
es una proteina del factor huésped de integracion (IHF). Otras proteinas de unién al ADN que pueden estar
asociadas con la biopelicula incluyen DPS (Genbank Acceso No.: CAA49169), H-NS (Genbank Acceso No.:
CAA47740), Hfq (Genbank Acceso No.: ACE63256), CbpA (Genbank Acceso No.: BAA03950) y CbpB (Genbank
Acceso No.: NP_418813).

Una proteina del "factor huésped de integracion" es una proteina bacteriana que los bacteriéfagos utilizan para
incorporar su ADN a la bacteria huésped. También se unen al ADN microbiano extracelular.

"HMGB1 es una proteina 1 de la caja del grupo de alta movilidad (HMGB) que se informa que se une y distorsiona el
surco menor del ADN y es un ejemplo de un agente interferente. La proteina y el polipéptido recombinante o aislado
esta disponible comercialmente en Atgenglobal, ProSpecBio, Protein1 y Abnova.

"HU" se refiere a una clase de proteinas heterodiméricas tipicamente asociadas con E. coli Se sabe que las
proteinas HU se unen a las uniones de ADN. Las proteinas relacionadas se han aislado de otros microorganismos.
La secuencia de aminoacidos completa de E. coli HU fue reportada por Laine et al. (1980) Eur. J. Biochem. 103 (3):
447-481. Los anticuerpos contra la proteina HU estan disponibles comercialmente en Abcam.

"HU" o "proteina similar a histona de la cepa U93 de E. col" se refiere a una clase de proteinas heterodiméricas
tipicamente asociadas con E. coli. Se sabe que las proteinas HU se unen a las uniones de ADN. Las proteinas
relacionadas se han aislado de otros microorganismos. La secuencia de aminoacidos completa de HU de E. coli fue
reportada por Laine et al. (1980) Eur. J. Biochem, 103 (3) 447-481. Los anticuerpos para la proteina HU estan
disponibles comercialmente en Abeam. Los genes que codifican las subunidades de la proteina HU en E. coli son
hupA y hupB correspondientes a las SEQ ID Nos: 28 y 29, respectivamente. Los homdlogos de estos genes se
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encuentran en otros organismos, y los péptidos correspondientes a estos genes de otros organismos se pueden
encontrar en la Tabla 4.

El "ADN microbiano" da a entender el ADN monocatenario o bicatenario de un microorganismo que produce una
biopelicula.

"Inhibir, prevenir o descomponer" una biopelicula da a entender la reduccién profilactica o terapéutica en la
estructura de una biopelicula.

Un "agente interferente" da a entender uno cualquiera o0 mas de un agente que compite, inhibe, previene, titula u
ocluye un polipéptido de ADN BIl tal como el IHF a un ADN microbiano o también descomponga una biopelicula
microbiana. Puede ser uno cualquiera o mas de una molécula quimica o bioldgica. Por ejemplo, IHF puede unir,
doblar o distorsionar especificamente estructuras de ADN tal como el ADN que contiene uniones de cuatro vias,
aductos de cis-platino, bucles de ADN o protuberancias de bases. Ejemplos de tales agentes, sin limitacion, incluyen
(1) moléculas pequefias que inhiben la actividad de unién al ADN del IHF, (2) moléculas pequefias tales como las
poliaminas y la espermina que compiten con el IHF en la unién del ADN, (3) polipéptidos tales como fragmentos de
péptidos de IHF que compite con IHF en la unién de ADN, (4) anticuerpos o fragmentos de los mismos dirigidos a
IHF, o (5) polinucledtidos de cuatro vias o doblados u otros tipos de polinucleétidos que contienen estructuras de
ADN dobladas o distorsionadas que compiten en la unién de IHF. Una "molécula pequefia que inhibe la unién de un
IHF a un acido nucleico" se refiere a (1) o (2) anteriores e incluye aquellos que se unen al ADN en el surco menor,
es decir, moléculas de unién al surco menor. Un "polinucleétido de cuatro vias" da a entender un polinucleétido que
contiene una unién de cuatro vias, también conocida como la unién de Holliday, entre cuatro cadenas de ADN.

Un "polinucledtido doblado" da a entender un polinucleétido de doble cadena que contiene un pequeio bucle en una
cadena la cual no se empareja con la otra cadena. En algunas realizaciones, el bucle es de 1 base a
aproximadamente 20 bases de largo, o alternativamente de 2 bases a aproximadamente 15 bases de largo, o
alternativamente de aproximadamente 3 bases a aproximadamente 12 bases de largo, o alternativamente de
aproximadamente 4 bases a aproximadamente 10 bases de largo , o alternativamente tiene aproximadamente 4, 5 o
6,07,u8,09, 010 bases.

Los "polipéptidos que compiten con el IHF en la unién al ADN" dan a entender proteinas o péptidos que ocluyen o
compiten con el IHF en la unién de estructuras de ADN dobladas o distorsionadas pero que no forman una
biopelicula con el ADN. Ejemplos, sin limitacion, incluyen fragmentos de IHF que incluyen uno o mas dominios de
union a ADN del IHF, o sus equivalentes bioldgicos. Los dominios de union al ADN se muestran en la Figura 9.

Un "sujeto" de diagndstico o tratamiento es una célula o un animal tal como un mamifero o un humano. Animales no
humanos sujetos a diagndstico o tratamiento y son aquellos sujetos a infecciones o modelos animales, por ejemplo,
simios, murinos, tales como ratas, ratones, chinchilla, caninos, tales como perros, lepéridos, tales como conejos,
ganado, animales de deporte y mascotas.

El término "proteina”, "péptido" y "polipéptido” se usan indistintamente y en su sentido mas amplio dan a entender un
compuesto de dos o mas aminoacidos de subunidades, analogos de aminoacidos o peptidomiméticos. Las
subunidades pueden estar enlazadas por uniones peptidicss. En otra realizacién, la subunidad puede estar enlazada
por otras uniones, por ejemplo, éster, éter, etc. Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminoacidos y
no se limita el nUmero maximo de aminoacidos que pueden comprender una secuencia del péptido o la proteina.
Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales
o sintéticos, que incluyen glicina y tanto los isémeros o6pticos D y L, como analogos de aminoacidos y
peptidomiméticos.

Un "polipéptido c-terminal" da a entender la mitad c-terminal de un polipéptido. Como ejemplo, para los polipéptidos
que contienen 90 aminoacidos, el polipéptido c-terminal comprenderia los aminoacidos 46 a 90. En otro aspecto, el
término se refiere a los 20 aminoacidos c-terminales del terminal carboxilo.

Los términos "polinucleétido” y "oligonucleétido" se usan indistintamente y se refieren a una forma polimérica de
nucledtidos de cualquier longitud, ya sea desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos o analogos de los mismos. Los
polinucleétidos pueden tener cualquier estructura tridimensional y pueden realizar cualquier funcién, conocida o
desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: un gen o fragmento de gen (por ejemplo,
una sonda, cebador, etiqueta EST o SAGE), exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN
ribosémico, iARN, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores,
ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores.
Un polinucleétido puede comprender nucledtidos modificados, tales como nucledtidos metilados y analogos de
nucledtidos. Si esta presente, se pueden impartir modificaciones a la estructura de nucleétidos antes o después del
ensamblaje del polinucledtido. La secuencia de nucledtidos puede ser interrumpida por componentes que no son
nucleétidos. Un polinucledtido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacién, tal como mediante
conjugacion con un componente marcador. El término también se refiere tanto a las moléculas bicatenarias como
monocatenarias. A menos que se especifique o requiera otra cosa, cualquier realizaciéon de esta invenciéon que sea
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un polinucledtido abarca tanto la forma bicatenaria como cada una de las dos formas complementarias
monocatenarias conocidas o previstas para formar la forma bicatenaria.

Un polinucledtido esta compuesto por una secuencia especifica de cuatro bases de nucledtidos: adenina (A);
citosina (C); guanina (G); timina (T); y uracilo (U) para timina cuando el polinucleétido es ARN. Por lo tanto, el
término "secuencia polinucleotidica" es la representacion alfabética de una molécula polinucleotidica. Esta
representacion alfabética puede ingresarse en bases de datos en un ordenador que tiene una unidad central de
procesamiento y usarse para aplicaciones bioinformaticas tales como la gendmica funcional y la busqueda de
homologia.

El término "aislado" o "recombinante" como se usa en el presente documento con respecto a los acidos nucleicos,
tales como ADN o ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente, que estan
presentes en la fuente natural de la macromolécula, asi como en los polipéptidos. El término "acido nucleico aislado
o recombinante" pretende incluir fragmentos de acidos nucleicos que no son de origen natural como fragmentos y no
se encontrarian en el estado natural. El término "aislado" también se usa en el presente documento para referirse a
polinucledtidos, polipéptidos y proteinas que estan aislados de otras proteinas celulares y esta destinado a abarcar
tanto polipéptidos purificados como recombinantes. En otras realizaciones, el término "aislado o recombinante"
significa separado de constituyentes, celulares y de otro tipo, en los que la célula, tejido, polinucledtido, péptido,
polipéptido, proteina, anticuerpo o fragmentos de los mismos, los cuales normalmente estan asociados en la
naturaleza. Por ejemplo, una célula aislada es una célula que esta separada del tejido o células de fenotipo o
genotipo diferente. Un polinucleétido aislado se separa de los nucledtidos contiguos 3' y 5' con los cuales
normalmente esta asociado en su entorno nativo o natural, por ejemplo, en el cromosoma. Como es evidente para
los expertos en la técnica, un polinucleétido, péptido, polipéptido, proteina, anticuerpo o fragmento(s) de origen no
natural no requiere "aislamiento" para distinguirlo de su contraparte de origen natural.

Debe inferirse sin una citacion explicita y, a menos que se pretenda otra cosa, que cuando la presente invencion se
refiere a un polipéptido, proteina, polinucleétido o anticuerpo, da a entender un equivalente o biolégicamente
equivalente dentro del ambito de esta invencidon. Como se usa en el presente documento, el término "equivalente
bioldgico del mismo" pretende ser sindnimo de "equivalente del mismo" cuando se refiere a una proteina, anticuerpo,
polipéptido o acido nucleico de referencia, pretende aquellos que tienen una homologia o identidad de secuencia
minima mientras mantienen la estructura o funcionalidad deseada. A menos que se mencione especificamente en
este documento, se contempla que cualquier polinucleétido, polipéptido o proteina mencionado en el presente
documento también incluya sus equivalentes. Por ejemplo, un equivalente da a entender al menos aproximadamente
60 %, o alternativamente al menos aproximadamente 65 %, o alternativamente al menos aproximadamente 70 %, o
alternativamente al menos aproximadamente 75 %, o alternativamente al menos aproximadamente 80 %, o
alternativamente aproximadamente al menos aproximadamente 85 %, o alternativamente al menos
aproximadamente 90 %, o alternativamente al menos aproximadamente 95 %, o alternativamente 98 % por ciento de
homologia o identidad de secuencia y exhibe actividad biolégica sustancialmente equivalente a la proteina,
polipéptido o acido nucleico de referencia. Se proporcionan ejemplos de polipéptidos biolégicamente equivalentes en
la Tabla 2, y los fragmentos Arm identificados en la Tabla 2, los cuales identifican sustituciones conservadoras de
aminoacidos a las secuencias de aminoacidos preferidas.

Un polinucleétido o region polinucleotidica (o un polipéptido o region polipeptidica) que tiene un cierto porcentaje
(por ejemplo, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 %) de identidad de secuencia "a otra secuencia
significa que, cuando se alinean, ese porcentaje de bases (0 aminoacidos) son los mismos al comparar las dos
secuencias. La alineacion y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia se pueden determinar utilizando
programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo, los descritos en Protocolos actuales en biologia
molecular (Ausubel et al., Eds. 1987) Suplemento 30, seccion 7.7.18, Tabla 7.7. 1) Preferiblemente, los parametros
predeterminados se usan para la alineacion. Un programa de alineacion preferido es BLAST, que utiliza parametros
predeterminados. En particular, los programas preferidos son BLASTN y BLASTP, que utilizan los siguientes
parametros predeterminados: Cédigo genético = estandar; filiro = ninguno; cadena = ambas; corte = 60; espera = 10;
Matriz = BLOSUM®62; Descripciones = 50 secuencias; ordenar por = PUNTUACION ALTA; Bases de datos = no
redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + Traducciones de CDS GenBank + SwissProtein + SPupdate +
PIR. Los detalles de estos programas se pueden encontrar en la siguiente direccion de Internet: ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST.

"Homologia" o "identidad" o "similitud" se refiere a la similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos moléculas
de acido nucleico. La homologia se puede determinar comparando una posiciéon en cada secuencia que se puede
alinear para fines de comparaciéon. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por la misma
base o aminoacido, las moléculas son homologas en esa posicion. Un grado de homologia entre secuencias es una
funcién del nimero de posiciones coincidentes u homdélogas compartidas por las secuencias. Una secuencia "no
relacionada" o "no homodloga" comparte menos del 40 % de identidad, o alternativamente menos del 25 % de
identidad, con una de las secuencias de la presente invencion.

"Homologia" o "identidad" o "similitud" también pueden referirse a dos moléculas de acido nucleico que se hibridan
bajo condiciones rigurosas.
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La "hibridaciéon" se refiere a una reaccién en la cual uno o mas polinucleétidos reaccionan para formar un complejo
que se estabiliza mediante enlaces de hidrogeno entre las bases de los residuos de nucledtidos. La union de
hidrégeno puede ocurrir mediante el emparejamiento de bases de Watson-Crick, la unién de Hoogstein o de
cualquier otra manera especifica de secuencia. El complejo puede comprender dos cadenas que forman una
estructura duplex, tres 0 mas cadenas que forman un complejo multicatenario, una cadena autohibridante individual
o cualquier combinacion de estos. Una reaccién de hibridacion puede constituir una etapa en un proceso mas
extenso, tal como el inicio de una reaccion de PCR o la escisidon enzimatica de un polinucleétido por una ribozima.

Ejemplos de condiciones de hibridacion restrictivas incluyen: temperaturas de incubacion de aproximadamente 25 °C
a aproximadamente 37 °C; concentraciones de tampon de hibridacion de aproximadamente 6 x SSC a
aproximadamente 10 x SSC; concentraciones de formamida de aproximadamente 0 % a aproximadamente 25 %; y
soluciones de lavado de aproximadamente 4 x SSC a aproximadamente 8 x SSC. Ejemplos de condiciones de
hibridacién moderadas incluyen: temperaturas de incubacion de aproximadamente 40 °C a aproximadamente 50 °C;
concentraciones de tampén de aproximadamente 9 x SSC a aproximadamente 2 x SSC; concentraciones de
formamida de aproximadamente 30 % a aproximadamente 50 %; y soluciones de lavado de aproximadamente 5 x
SSC a aproximadamente 2 x SSC. Ejemplos de condiciones de alta rigurosidad incluyen: temperaturas de
incubacion de aproximadamente 55 °C a aproximadamente 68 °C; concentraciones de tampén de aproximadamente
1 x SSC a aproximadamente 0,1 x SSC; concentraciones de formamida de aproximadamente 55 % a
aproximadamente 75 %; y soluciones de lavado de aproximadamente 1 x SSC, 0.1 x SSC o agua desionizada. En
general, los tiempos de incubacién de hibridacion son de 5 minutos a 24 horas, con 1, 2 o mas etapas de lavado, y
los tiempos de incubacion de lavado son de aproximadamente 1, 2 o 15 minutos. SSC es NaCl 0,15 M y tampdn
citrato 15 mM. Se entiende que se pueden emplear equivalentes de SSC que usan otros sistemas tampon.

Como se usa en el presente documento, "expresion” se refiere al proceso mediante el cual los polinucleétidos se
transcriben en ARNm y/o el proceso por el cual el ARNm transcrito se traduce subsecuentemente en péptidos,
polipéptidos o proteinas. Si el polinucleétido se deriva del ADN gendmico, la expresion puede incluir el empalme del
ARNmM en una célula eucariota.

El término "codificar" tal como se aplica a los polinucleétidos se refiere a un polinucleétido que se dice que "codifica”
un polipéptido si, en su estado nativo o cuando es manipulado por procedimientos bien conocidos por los expertos
en la técnica, puede transcribirse y/o traducido para producir el ARNm para el polipéptido y/o un fragmento del
mismo. La cadena antisentido es el complemento de tal acido nucleico, y la secuencia codificante se puede deducir
de ella.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar”, "tratamiento” y similares se usan en el presente
documento para significar obtener un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico
en términos de prevenir total o parcialmente un trastorno o signo o sintoma del mismo, y/o puede ser terapéutico en
términos de una cura parcial o completa de un trastorno y/o efecto adverso atribuible al trastorno.

Prevenir tiene la intencién de prevenir un trastorno o efecto in vitro o in vivo en un sistema o sujeto que esta
predispuesto al trastorno o efecto. Un ejemplo de esto es prevenir la formacién de una biopelicula en un sistema que
esta infectado con un microorganismo que se sabe que produce uno.

Una "composicion" se entiende con el significado de una combinacion de agente activo y otro compuesto o
composicion, inerte (por ejemplo, un agente o marcador detectable) o activo, tal como un adyuvante.

Una "composicion farmacéutica" se entiende que incluye la combinacion de un agente activo con un vehiculo, inerte
o activo, haciendo que la composicion sea adecuada para uso diagnostico o terapéutico in vitro, in vivo o ex vivo.

"Vehiculos farmacéuticamente aceptables" se refiere a cualesquier diluyentes, excipientes, polimeros, micelas,
lipsomas, vectores, plasmidos o vehiculos que puedan usarse en las composiciones de la invencién. Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables incluyen intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina,
proteinas séricas, tales como la albumina sérica humana, sustancias tampon, tales como fosfatos, glicina, acido
sorbico, sorbato de potasio, mezclas parciales de glicéridos de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o
electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrégeno fosfato disddico, hidrégeno fosfato potasico, cloruro de
sodio, sales de zinc, silica coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa,
polietilenglicol, carboximetilcelulosa de sodio, poliacrilatos, ceras, polimero de bloque de polietilen-polioxipropileno,
polietilenglicol y grasa de lana. Los portadores farmacéuticos adecuados se describen en Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, un texto de referencia estandar en este campo. Se
seleccionan preferiblemente con respecto a la forma de administracion prevista, es decir, comprimidos orales,
capsulas, elixires, jarabes y similares, y de acuerdo con las practicas farmacéuticas convencionales.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable pueden incluir soluciones acuosas estériles
(donde los componentes son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea
de soluciones o dispersiones inyectables estériles. Para la administracion intravenosa, los portadores adecuados
incluyen solucion salina fisioldgica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) o solucién salina
tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, una composiciéon para administracion parenteral debe ser estéril y
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debe ser fluida en la medida en que exista una facil capacidad de aplicacién mediante jeringa. Debe ser estable bajo
las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la accién contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos.

Las composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte o un vehiculo comestible. Para el propésito de
la administracion terapéutica oral, el compuesto activo puede incorporarse con excipientes y usarse en forma de
comprimidos, pastillas o capsulas, por ejemplo, capsulas de gelatina. Las composiciones orales también se pueden
preparar usando un vehiculo fluido para usar como enjuague bucal. Los agentes de uniéon farmacéuticamente
compatibles y/o los materiales adyuvantes pueden incluirse como parte de la composicion. Los comprimidos,
pildoras, capsulas, pastillas y similares pueden contener cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de
naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal
como almidoén o lactosa, un agente desintegrante tal como acido alginico, Primogel o almidén de maiz; un lubricante
tal como estearato de magnesio o Sterotes; un deslizante tal como didxido de silicio coloidal; un agente edulcorante
tal como sacarosa o sacarina; o un agente aromatizante tal como menta, salicilato de metilo o sabores de naranja.

Para la administracion por inhalacion, los compuestos pueden administrarse en forma de espray de aerosol desde
un recipiente o dispensador presurizado el cual contiene un propulsor adecuado, por ejemplo, un gas tal como
diéxido de carbono o un nebulizador.

Un "agente bioldgicamente activo" o un agente activo de esta invencion pretende uno o mas de un polipéptido
aislado o recombinante, un polinucleétido aislado o recombinante, un vector, una célula huésped aislada o un
anticuerpo, asi como composiciones que comprenden uno o mas de lo mismo.

La "administracién" se puede efectuar en una dosis, de forma continua o intermitente durante el curso del
tratamiento. Los expertos en la materia conocen los procedimientos para determinar los medios y la dosis de
administracion mas efectivos y variaran con la composicion utilizada para la terapia, el propésito de la terapia, la
célula objetivo que se esta tratando y el sujeto que se esta tratando. Se pueden realizar administraciones Unicas o
multiples con el nivel de dosis y el patrdn seleccionados por el médico tratante. Las formulaciones de dosificacion
adecuadas y los procedimientos de administracion de los agentes son conocidos en la técnica. La ruta de
administracion también se puede determinar y el procedimiento para determinar la ruta de administracion mas
efectiva es conocido por los expertos en la técnica y variara con la composicion utilizada para el tratamiento, el
propésito del tratamiento, el estado de salud o la etapa de la enfermedad del sujeto que se va a tratar, y célula o
tejido diana. Ejemplos no limitativos de via de administracion incluyen administracion oral, administracion nasal,
inyeccion y aplicacion topica.

Un agente de la presente invencion puede administrarse para terapia por cualquier via de administracion adecuada.
También se apreciara que la ruta preferida variara con la condicién y edad del receptor, y la enfermedad que se va a
tratar.

El término "cantidad efectiva" se refiere a una cantidad suficiente para lograr un efecto deseado. En el contexto de
aplicaciones terapéuticas o profilacticas, la cantidad efectiva dependera del tipo y la gravedad de la afeccion en
cuestion y las caracteristicas del sujeto individual, tales como salud general, edad, sexo, peso corporal y tolerancia a
las composiciones farmacéuticas. En el contexto de una composicién inmunogénica, en algunas realizaciones, la
cantidad efectiva es la cantidad suficiente para dar como resultado una respuesta protectora contra un patégeno. En
otras realizaciones, la cantidad efectiva de una composicion inmunogénica es la cantidad suficiente para dar como
resultado la generacion de anticuerpos contra el antigeno. En algunas realizaciones, la cantidad efectiva es la
cantidad requerida para conferir inmunidad pasiva a un sujeto que lo necesita. Con respecto a las composiciones
inmunogénicas, en algunas realizaciones la cantidad efectiva dependera del uso pretendido, el grado de
inmunogenicidad de un compuesto antigénico particular y la salud/capacidad de respuesta del sistema inmune del
sujeto, ademas de los factores descritos anteriormente. El experto en la técnica podra determinar las cantidades
apropiadas dependiendo de estos y otros factores.

En el caso de una aplicacion in vitro, en algunas realizaciones la cantidad efectiva dependera del tamafio y la
naturaleza de la aplicacion en cuestion. También dependera de la naturaleza y sensibilidad del objetivo in vitro y los
procedimientos en uso. El experto en la técnica podra determinar la cantidad efectiva basandose en estas y otras
consideraciones. La cantidad efectiva puede comprender una o mas administraciones de una composicion
dependiendo de la realizacion.

El término "fraccion conjugada” se refiere a una fraccion que puede afiadirse a un polipéptido quimérico aislado
formando un enlace covalente con un residuo de polipéptido quimérico. La fracciéon puede unirse directamente a un
residuo del polipéptido quimérico o puede formar un enlace covalente con un conector que a su vez forma un enlace
covalente con una fraccién del polipéptido quimérico.

Un "conjugado peptidico" se refiere a la asociacion por enlace covalente o no covalente de uno o mas polipéptidos y
otro compuesto quimico o bioldégico. En un ejemplo no limitante, la "conjugacion" de un polipéptido con un
compuesto quimico da como resultado una estabilidad o eficacia mejorada del polipéptido para su propdsito
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pretendido. En una realizacion, un péptido se conjuga con un vehiculo, en el que el vehiculo es un liposoma, una
micela o un polimero farmacéuticamente aceptable.

Los "liposomas" son vesiculas microscépicas que consisten en bicapas lipidicas concéntricas. Estructuralmente, los
liposomas varian en tamafio y forma desde tubos largos hasta esferas, con dimensiones desde unos pocos cientos
de Angstroms hasta fracciones de un milimetro. Los lipidos formadores de vesiculas se seleccionan para lograr un
grado especifico de fluidez o rigidez del complejo final que proporciona la composicion lipidica de la capa externa.
Estos son neutros (colesterol) o bipolares e incluyen fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) y esfingomielina (SM) y otros tipos de lipidos bipolares que incluyen,
pero no se limitan a dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE). con una longitud de cadena de hidrocarburos en el rango
de 14-22, y saturada o con uno o mas enlaces dobles C=C. Ejemplos de lipidos capaces de producir un liposoma
estable, solo o en combinacion con otros componentes lipidicos son los fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina de
soja hidrogenada (HSPC), lecitina, fosfatidiletanolamina, lisolecitina, lisofosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, esfingomielina, cefalina, cardiolipina, acido fosfatidico, cerebrosidos, diestearoilfosfatidiletanolamina
(DSPE), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC),
palmitoil oleoil fosfatidiletanolamina (POPE) y dioleoilfosfatidiletanolamina 4- (N-maleimido-metil) ciclohexano-1-
carboxilato (DOPE-mal). Los lipidos adicionales que no contienen fésforo que pueden incorporarse a los liposomas
incluyen estearilamina, dodecilamina, hexadecilamina, miristato de isopropilo, trietanolamina-laurilsulfato, sulfato de
alquil-arilo, palmitato de acetilo, ricinoleato de glicerol, estearato de hexadecilo, polimeros acrilicos anféteros, amidas
de acidos grasos polietiloxilados, y los lipidos catidnicos mencionados anteriormente (DDAB, DODAC, DMRIE,
DMTAP, DOGS, DOTAP (DOTMA), DOSPA, DPTAP, DSTAP, DC-Chol). Los lipidos cargados negativamente
incluyen acido fosfatidico (PA), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoilfosfatidilglicerol y (DOPG), dicetilfosfato
que pueden formar vesiculas. Tipicamente, los liposomas se pueden dividir en tres categorias en base a su tamafio
general y la naturaleza de la estructura lamelar. Las tres clasificaciones, desarrolladas por la New York Academy
Sciences Meeting, "Liposomes and Their Use in Biology and Medicine," diciembre de 1977, son vesiculas
multilamelares (MLV), pequefas vesiculas unilamelares (SUVs) y grandes. vesiculas unilamelares (LUV). Los
agentes bioldgicos activos se pueden encapsular en tales para la administracion de acuerdo con los procedimientos
descritos en este documento.

Una "micela" es un agregado de moléculas tensioactivas dispersas en un coloide liquido. Una micela tipica en
solucién acuosa forma un agregado con las regiones de "cabeza" hidrofilicas en contacto con el disolvente
circundante, secuestrando las regiones de la cola hidréfobas en el centro de la micela. Este tipo de micela se conoce
como micela de fase normal (micela de aceite en agua). Las micelas inversas tienen los grupos de cabeza en el
centro con las colas extendidas (micela de agua en aceite). Las micelas se pueden usar para unir un polinucleétido,
polipéptido, anticuerpo o composicién descritos en este documento para facilitar el suministro eficiente a la célula o
tejido diana.

La expresion "polimero farmacéuticamente aceptable" se refiere al grupo de compuestos que pueden conjugarse
con uno o mas polipéptidos descritos aqui. Se contempla que la conjugaciéon de un polimero con el polipéptido es
capaz de extender la vida media del polipéptido in vivo e in vitro. Ejemplos no limitantes incluyen polietilenglicoles,
polivinilpirrolidonas, polivinilalcoholes, derivados de celulosa, poliacrilatos, polimetacrilatos, azucares, polioles y
mezclas de los mismos. Los agentes biologicos activos se pueden conjugar con un polimero farmacéuticamente
aceptable para la administracién de acuerdo con los procedimientos descritos en este documento.

Un "vehiculo de suministro de genes" se define como cualquier molécula que puede transportar polinucleétidos
insertados en una célula huésped. Ejemplos de vehiculos de suministro de genes son liposomas, micelas de
polimeros biocompatibles, que incluyen polimeros naturales y polimeros sintéticos; lipoproteinas; polipéptidos;
polisacaridos; lipopolisacaridos; sobres virales artificiales; particulas de metal; y bacterias, o virus, tales como
baculovirus, adenovirus y retrovirus, bacteriéfagos, cosmidos, plasmidos, vectores fungicos y otros vehiculos de
recombinacién tipicamente utilizados en la técnica que se han descrito para la expresiéon en una variedad de
huéspedes eucariotas y procariotas, y pueden usarse tanto para terapia génica como para expresion simple de
proteinas.

Un polinucledtido de esta invencion puede administrarse a una célula o tejido usando un vehiculo de suministro de
genes. "Suministro génico", "transferencia génica", "transducciéon" y similares como se usan en el presente
documento, son términos que se refieren a la introduccion de un polinucleétido exdégeno (a veces denominado como
"transgén") en una célula huésped, independientemente del procedimiento utilizado para la introduccion. Tales
procedimientos incluyen una variedad de técnicas bien conocidas, tales como la transferencia génica mediada por
vectores (por ejemplo, por infeccion/transfeccion viral, u otros complejos de suministro de genes en base a proteinas
o en base a lipidos), asi como técnicas que facilitan el suministro de "polinucleétidos desnudos (tales como
electroporacion, suministro de" pistola de genes "y diversas otras técnicas utilizadas para la introduccién de
polinucledtidos). El polinucleétido introducido puede mantenerse estable o transitoriamente en la célula huésped. El
mantenimiento estable tipicamente requiere que el polinucleétido introducido contenga un origen de replicacion
compatible con la célula huésped o se integre en un replicon de la célula huésped tal como un replicon
extracromosomico (por ejemplo, un plasmido) o un cromosoma nuclear o mitocondrial. Se sabe que varios vectores
son capaces de mediar la transferencia de genes a células de mamifero, como se conoce en la técnica y se describe
aqui.
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Un "plasmido" es una molécula de ADN extracromosomica separada del ADN cromosémico que es capaz de
replicarse independientemente del ADN cromosomico. En muchos casos, es circular y de doble cadena. Los
plasmidos proporcionan un mecanismo para la transferencia horizontal de genes dentro de una poblacién de
microbios y tipicamente proporcionan una ventaja selectiva en un estado ambiental dado. Los plasmidos pueden
portar genes que proporcionan resistencia a los antibidticos de origen natural en un nicho ambiental competitivo, o
alternativamente las proteinas producidas pueden actuar como toxinas bajo circunstancias similares.

Los "plasmidos" utilizados en ingenieria genética se denominan "vectores plasmidicos". Muchos plasmidos estan
disponibles comercialmente para tales usos. El gen que se va a replicar se inserta en copias de un plasmido que
contiene genes que hacen que las células sean resistentes a antibidticos particulares y un sitio de clonacion multiple
(MCS o polienlazador), el cual es una regiéon corta que contiene varios sitios de restriccion cominmente utilizados
que permiten la facil insercion de fragmentos de ADN en esta ubicacion. Otro uso importante de los plasmidos es
hacer grandes cantidades de proteinas. En este caso, los investigadores cultivan bacterias que contienen un
plasmido que alberga el gen de interés. Asi como la bacteria produce proteinas para conferir resistencia a los
antibioticos, también puede ser inducida a producir grandes cantidades de proteinas a partir del gen insertado. Esta
es una manera barata y facil de producir en masa un gen o la proteina que luego codifica.

Un "cromosoma artificial de levadura" o "YAC" se refiere a un vector utilizado para clonar fragmentos de ADN
grandes (mayores de 100 kb y hasta 3000 kb). Es un cromosoma construido artificialmente y contiene las
secuencias de origen telomérico, centromérico y de replicacion necesarias para la replicacion y preservacion en las
células de levadura. Construidos utilizando un plasmido circular inicial, se linealizan mediante el uso de enzimas de
restriccion, y luego la ADN ligasa puede agregar una secuencia o gen de interés dentro de la molécula lineal
mediante el uso de extremos cohesivos. Los vectores de expresion de levadura, tales como YAC, Ylps (plasmido
integrador de levadura) y YEps (plasmido episomal de levadura), son extremadamente utiles, ya que uno puede
obtener productos de proteinas eucariotas con modificaciones postraduccionales, ya que las levaduras son en si
mismas células eucariotas, sin embargo, se ha encontrado que los YAC son mas inestable que los BAC,
produciendo efectos quiméricos.

Un "vector viral" se define como un virus o particula viral producida de forma recombinante que comprende un
polinucleétido para ser administrado en una célula huésped, ya sea in vivo, ex vivo o in vitro. Ejemplos de vectores
virales incluyen vectores retrovirales, vectores de adenovirus, vectores de virus adenoasociados, vectores de
alfavirus y similares. Los vectores basados en el virus del mosaico del tabaco infeccioso (TMV) pueden usarse para
fabricar proteinas y se ha informado que expresan Griffithsin en hojas de tabaco (O'Keefe et al. (2009) Proc. Nat.
Acad. Sci. USA 106 (15): 6099-6104). Los vectores de alfavirus, tales como los vectores basados en el virus Semliki
Forest y los vectores basados en el virus Sindbis, también se han desarrollado para su uso en terapia génica e
inmunoterapia. Véase, Schlesinger and Dubensky (1999) Curr. Opin. Biotecnologia 5: 434-439 y Ying et al. (1999)
Nat. Medicina. 5 (7): 823-827. En aspectos en los que la transferencia génica esta mediada por un vector retroviral,
un constructo de vector se refiere al polinucleétido que comprende el genoma retroviral o parte del mismo, y un gen
terapéutico.

Como se usa en el presente documento, "transferencia génica mediada por retrovirus" o "transduccién retroviral"
tiene el mismo significado y se refiere al proceso mediante el cual un gen o secuencias de acidos nucleicos se
transfieren de manera estable a la célula huésped en virtud de que el virus ingresa a la célula e integra su genoma
en el genoma de la célula huésped. El virus puede ingresar a la célula huésped a través de su mecanismo normal de
infeccion o modificarse de modo que se una a un receptor o ligando de la superficie de la célula huésped diferente
para ingresar a la célula. Como se usa en el presente documento, el vector retroviral se refiere a una particula viral
capaz de introducir acido nucleico exégeno en una célula a través de un mecanismo de entrada viral o de tipo viral.

Los retrovirus llevan su informacion genética en forma de ARN; sin embargo, una vez que el virus infecta una célula,
el ARN se transcribe inversamente en la forma de ADN que se integra en el ADN gendmico de la célula infectada. La
forma de ADN integrada se llama provirus.

En los aspectos en los que la transferencia génica esta mediada por un vector viral de ADN, tal como un adenovirus
(Ad) o un virus adenoasociado (AAV), un constructo de vector se refiere al polinucleétido que comprende el genoma
viral o parte del mismo, y un transgén. Los adenovirus (Ads) son un grupo homogéneo de virus relativamente bien
caracterizado, que incluye mas de 50 serotipos. Véase, por ejemplo, la publicacién internacional PCT No. WO
95/27071. Los Ads no requieren integracion en el genoma de la célula huésped. También se han construido vectores
derivados de Ad recombinantes, particularmente aquellos que reducen el potencial de recombinaciéon y generacion
de virus de tipo silvestre. Véanse las publicaciones internacionales PCT Nos. WO 95/00655 y WO 95/11984. EI AAV
de tipo silvestre tiene una alta infectividad y especificidad al integrarse en el genoma de la célula huésped. Véase,
Hermonat & Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-6470 and Lebkowski et al. (1988) Mol. Cell. Biol.
8:3988-3996.

Los vectores que contienen tanto un promotor como un sitio de clonacién en el cual un polinucleétido puede enlzarse
operativamente son bien conocidos en la técnica. Tales vectores son capaces de transcribir ARN in vitro o in vivo, y
estan disponibles comercialmente de fuentes tales como Stratagene (La Jolla, CA) y Promega Biotech (Madison,
WI). Con el fin de optimizar la expresion y/o la transcripcion in vitro, puede ser necesario eliminar, agregar o alterar
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porciones no traducidas de 5' y/o 3' de los clones para eliminar codones de iniciacion de traduccion alternativa
inapropiados extra potenciales u otras secuencias que pueden interferir con o reducir la expresion, ya sea a nivel de
transcripcion o traduccion. Alternativamente, los sitios de uniéon de ribosomas de consenso se pueden insertar
inmediatamente 5' del codén de inicio para mejorar la expresion.

Los vehiculos de suinistro de genes también incluyen complejos de ADN/liposomas, micelas y complejos de proteina
viral-ADN especificos. Los liposomas que también comprenden un anticuerpo dirigido o fragmento del mismo
pueden usarse en los procedimientos de esta invencién. Ademas del suministro de polinucleétidos a una célula o
poblacién celular, la introduccién directa de las proteinas descritas en el presente documento a la célula o poblacion
celular puede realizarse mediante la técnica no limitante de transfeccién de proteinas, alternativamente cultivando
condiciones que pueden mejorar la expresion y/o promover la actividad de las proteinas de esta invencion son otras
técnicas no limitantes.

Como se usa en el presente documento, el término "ADNe" se refiere al ADN extracelular encontrado como
componente de biopeliculas patdgenas, por ejemplo, bacterianas.

Como se usa en el presente documento, los términos "anticuerpos" e "inmunoglobulina" incluyen anticuerpos o
inmunoglobulinas de cualquier isotipo, fragmentos de anticuerpos los cuales retienen la unién especifica al antigeno,
que incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab', F(ab),, Fv, scFv, dsFv, fragmentos Fd, dominios dAb, VH, VL, VhH y V-
NAR; minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y cuerpos kappa; fragmentos de anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos y una o mas CDR aisladas o un paratope funcional;
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena sencilla y proteinas de fusién que
comprenden una porcidn de unién a antigeno de un anticuerpo y una proteina no anticuerpo. Las regiones variables
de las cadenas pesadas y ligeras de la molécula de inmunoglobulina contienen un dominio de unién que interactda
con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos (Abs) pueden mediar la unién de la inmunoglobulina a
los tejidos del huésped.

El término "anticuerpo" en el presente documento se usa en el sentido mas amplio e incluye especificamente
anticuerpos monoclonales de longitud completa, anticuerpos policlonales, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos monoclonales humanos, anticuerpos humanos recombinantes, anticuerpos quimeéricos,
derivados de anticuerpos, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos), y fragmentos de
anticuerpos, fragmento de unién a antigeno, siempre que exhiban la actividad biolégica deseada.

Como se usa en el presente documento, "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, ya
que cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el antigeno. Los anticuerpos pueden
marcarse de forma detectable, por ejemplo, con un radioisétopo, una enzima que genera un producto detectable,
una proteina fluorescente y similares. Los anticuerpos pueden conjugarse adicionalmente con otras fracciones, tales
como miembros de pares de unién especificos, por ejemplo, biotina (miembro del par de unién especifica de biotina-
avidina), y similares. Los anticuerpos también pueden unirse a un soporte solido, que incluye, pero no se limita a,
placas o perlas de poliestireno, y similares.

Los anticuerpos monoclonales pueden generarse usando técnicas de hibridoma o procedimientos de ADN
recombinante conocidos en la técnica. Las técnicas alternativas para generar o seleccionar anticuerpos incluyen la
exposicion in vitro de linfocitos a antigenos de interés, y el cribado de bibliotecas de presentacion de anticuerpos en
células, fagos o sistemas similares.

El término "anticuerpo humano”, como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la invenciéon pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica del sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, el término "anticuerpo humano", como se
usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las secuencias de CDR derivadas de la
linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se hayan injertado en secuencias marco humanas.
Por lo tanto, como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo humano" se refiere a un anticuerpo en el
que sustancialmente cada parte de la proteina (por ejemplo, CDR, marco, C., dominios Cy (por ejemplo, Cxi, Cho,
Chs), bisagra, (VL VH)) es sustancialmente no inmunogénico en humanos, con solo pequefios cambios o variaciones
de secuencia. Del mismo modo, los anticuerpos designados primates (mono, babuino, chimpancé, etc.), roedores
(ratones, ratas, conejos, conejillos de indias, hamster y similares) y otros mamiferos designan tales especies,
subgéneros, géneros, subfamilia, anticuerpos especificos de familia. Ademas, los anticuerpos quiméricos incluyen
cualquier combinacion de los anteriores. Tales cambios o variaciones opcionalmente y preferiblemente retienen o
reducen la inmunogenicidad en humanos u otras especies con respecto a los anticuerpos no modificados. Por lo
tanto, un anticuerpo humano es distinto de un anticuerpo quimérico o humanizado. Se sefiala que un anticuerpo
humano puede ser producido por un animal no humano o una célula procariota o eucariota que es capaz de
expresar genes de inmunoglobulina humana funcionalmente reorganizados (por ejemplo, cadena pesada y/o cadena
ligera). Ademas, cuando un anticuerpo humano es un anticuerpo de cadena sencilla, puede comprender un péptido
conector que no se encuentra en los anticuerpos humanos nativos. Por ejemplo, un Fv puede comprender un
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péptido enlazador, tal como de dos a aproximadamente ocho residuos de glicina u otros aminoacidos, que conecta
la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera. Tales péptidos enlazadores se
consideran de origen humano.

Como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano se "deriva de" una secuencia de linea germinal
particular si el anticuerpo se obtiene de un sistema que usa secuencias de inmunoglobulina humana, por ejemplo,
inmunizando un ratéon transgénico que porta genes de inmunoglobulina humana o seleccionando una biblioteca de
genes de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo humano que se deriva de una secuencia de inmunoglobulina de
linea germinal humana puede identificarse como tal comparando la secuencia de aminoacidos del anticuerpo
humano con la secuencia de aminoacidos de las inmunoglobulinas de linea germinal humana. Un anticuerpo
humano seleccionado tipicamente es al menos 90 % idéntico en la secuencia de aminoacidos a una secuencia de
aminoacidos codificada por un gen de inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene residuos de
aminoacidos que identifican al anticuerpo humano como humano en comparaciéon con las secuencias de
aminoacidos de inmunoglobulina de linea germinal de otras especies (por ejemplo, secuencias de la linea germinal
murina). En ciertos casos, un anticuerpo humano puede ser al menos 95 %, o incluso al menos 96 %, 97 %, 98 % o
99 % idéntico en la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de la linea germinal. Tipicamente, un anticuerpo humano derivado de una secuencia particular de
linea germinal humana no mostrara mas de 10 diferencias de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo humano puede
mostrar no mas de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2 o 1 diferencias de aminoacidos de la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de inmunoglobulina de la linea germinal.

Un "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que muestran una especificidad de unién Unica que
tiene regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. El
término también se refiere a anticuerpos humanos recombinantes. Los procedimientos para fabricar estos
anticuerpos se describen en el presente documento.

El término "anticuerpo humano recombinante”, como se usa en el presente documento, incluye todos los anticuerpos
humanos que se preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados de
un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosomico para genes de inmunoglobulina humana o
un hibridoma preparado a partir de ellos, anticuerpos aislados de una célula huésped transformados para expresar el
anticuerpo, por ejemplo, a partir de un transfectoma, anticuerpos aislados de una biblioteca recombinante,
combinatoria de anticuerpos humanos, y anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro
medio que implican el empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina humana a otras secuencias de ADN.
Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y constantes derivadas de secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana. Sin embargo, en ciertas realizaciones, tales anticuerpos humanos
recombinantes pueden someterse a mutagénesis in vitro (o, cuando se usa un animal transgénico para secuencias
de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y, por lo tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL
de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, si bien se derivan y estan relacionadas con las secuencias
VH y VL de la linea germinal humana, pueden no existir naturalmente dentro del repertorio de la linea germinal de
anticuerpos humanos in vivo. Los procedimientos para fabricar estos anticuerpos se describen en el presente
documento.

Como se usa en el presente documento, los anticuerpos quiméricos son anticuerpos cuyos genes de cadena ligera y
pesada se han construido, tipicamente mediante ingenieria genética, a partir de genes de regiéon variable y
constante de anticuerpo que pertenecen a diferentes especies.

Como se usa en el presente documento, el término "anticuerpo humanizado" o "inmunoglobulina humanizada" se
refiere a un anticuerpo quimérico humano/no humano que contiene una secuencia minima derivada de
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo receptor) en las que los residuos de una region variable del receptor se reemplazan por residuos de una
region variable de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como ratén, rata, conejo, o primates no humanos
que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. Los anticuerpos humanizados pueden comprender
residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. El anticuerpo humanizado
opcionalmente también puede comprender al menos una porcién de una regiéon constante de inmunoglobulina (Fc),
tipicamente la de una inmunoglobulina humana. un anticuerpo no humano que contiene uno o mas aminoacidos en
una regidén marco, una region constante o una CDR, que han sido sustituidos con un aminoacido colocado
correspondientemente de un anticuerpo humano. En general, se espera que los anticuerpos humanizados
produzcan una respuesta inmune reducida en un huésped humano, en comparacién con una versién no humanizada
del mismo anticuerpo. Los anticuerpos humanizados pueden tener sustituciones conservadoras de aminoacidos que
no tienen sustancialmente ningun efecto sobre la unién al antigeno u otras funciones del anticuerpo. Los grupos de
sustituciones conservadoras incluyen: glicina-alanina, valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina,
alanina-valina, serina-treonina y asparagina-glutamina.

Como se usa en el presente documento, el término "derivado de anticuerpo” comprende un anticuerpo de longitud
completa o un fragmento de un anticuerpo, en el que uno o mas de los aminoacidos se modifican quimicamente por
alquilacion, pegilacion, acilacion, formacion de éster o formacion de amida o similares, por ejemplo, para enlazar el
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anticuerpo a una segunda molécula. Esto incluye, pero no se limita a, anticuerpos pegilados, anticuerpos cisteina-
pegilados y variantes de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoconjugado” comprende un anticuerpo o un derivado de
anticuerpo asociado con o enlazado a un segundo agente, tal como un agente citotdxico, un agente detectable, un
marcador fluorescente, un agente radiactivo, un agente de direccionamiento, un anticuerpo humano, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo sintético, un anticuerpo semisintético o un anticuerpo
multiespecifico.

Como se usa en el presente documento, el término "marcador detectable" da a entender un compuesto o
composicion detectable directa o indirectamente que se conjuga directa o indirectamente a la composicion a
detectar, por ejemplo, etiquetas de histadina N-terminal (N-His), is6topos magnéticamente activos, por ejemplo,
153n, 117Sn y '°Sn, un isétopo no radioactivo tal como '3C y ®N, polinucledtido o proteina tal como un anticuerpo
para generar una composicion "marcada”. El término también incluye secuencias conjugadas con el polinucleétido
que proporcionaran una sefal tras la expresion de las secuencias insertadas, tal como la proteina verde fluorescente
(GFP) y similares. El marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores de radiois6topos o
marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar la alteracion quimica de un
compuesto o composicién de sustrato que es detectable. Las etiquetas pueden ser adecuadas para la deteccion a
pequefa escala 0 mas adecuadas para la deteccion de alto rendimiento. Como tales, los marcadores adecuados
incluyen, pero no se limitan a iso6topos magnéticamente activos, is6topos no radioactivos, radioisétopos,
fluorocromos, compuestos luminiscentes, colorantes y proteinas, incluidas las enzimas. La etiqueta puede detectarse
simplemente o puede cuantificarse. Una respuesta que simplemente se detecta generalmente comprende una
respuesta cuya existencia simplemente se confirma, mientras que una respuesta que se cuantifica generalmente
comprende una respuesta que tiene un valor cuantificable (por ejemplo, informable numéricamente) tal como una
intensidad, polarizacion y/u otra propiedad. En los ensayos de luminiscencia o fluorescencia, la respuesta detectable
puede generarse directamente usando un luminéforo o fluoréforo asociado con un componente de ensayo realmente
involucrado en la unién, o indirectamente usando un lumindéforo o fluoréforo asociado con otro componente (por
ejemplo, informador o indicador).

Ejemplos de marcadores luminiscentes que producen sefiales incluyen, pero no se limitan a, bioluminiscencia y
quimioluminiscencia. La respuesta de luminiscencia detectable generalmente comprende un cambio en o una
aparicion de una sefial de luminiscencia. Los procedimientos y lumindforos adecuados para el etiquetado
luminiscente de componentes de ensayo son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Haugland,
Richard P. (1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (6% ed.). Ejemplos de sondas
luminiscentes incluyen, pero no se limitan a, aequorina y luciferasas.

Ejemplos de marcadores fluorescentes adecuados incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metilcumarinas, pireno, verde de malacita, estilbeno, Lucifer Yellow,
Cascade Blue™ y Texas Red. Otros colorantes 6pticos adecuados se describen en el Haugland, Richard P. (1996)
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (6th ed.).

En otro aspecto, el marcador fluorescente se funcionaliza para facilitar la unién covalente a un componente celular
presente en o sobre la superficie de la célula o tejido tal como un marcador de superficie celular. Grupos funcionales
adecuados, que incluyen, pero no se limitan a, grupos isotiocianato, grupos amino, grupos haloacetilo, maleimidas,
ésteres de succinimidilo y haluros de sulfonilo, todos los cuales pueden usarse para unir el marcador fluorescente a
una segunda molécula. La seleccion del grupo funcional de marcador fluorescente dependera del sitio de union a
bien sea un enlazador, al agente, al marcador o al segundo agente de marcacion.

Ejemplos de marcadores fluorescentes adecuados incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metilcumarinas, pireno, verde de malacita, estilbeno, Lucifer Yellow,
Cascade Blue® y Texas Red®. Otros colorantes 6pticos adecuados se describen en el Haugland, Richard P. (1996)
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (6th ed.).

En otro aspecto, el marcador fluorescente se funcionaliza para facilitar la unién covalente a un componente celular
presente en o sobre la superficie de la célula o tejido tal como un marcador de superficie celular. Grupos funcionales
adecuados, que incluyen, pero no se limitan a, grupos isotiocianato, grupos amino, grupos haloacetilo, maleimidas,
ésteres de succinimidilo y haluros de sulfonilo, todos los cuales pueden usarse para unir el marcador fluorescente a
una segunda molécula. La eleccion del grupo funcional del marcador fluorescente dependera del sitio de union bien
sea a un enlazador, al agente, al marcador o al segundo agente de marcacion.

Las "células eucariotas" comprenden todos los reinos de la vida, excepto los monera. Se pueden distinguir
facilmente a través de un nucleo unido a la membrana. Los animales, plantas, hongos y protistas son eucariotas u
organismos cuyas células estan organizadas en estructuras complejas por membranas internas y un citoesqueleto.
La estructura unida a la membrana mas caracteristica es el nicleo. A menos que se mencione especificamente, el
término "huésped" incluye un huésped eucariota, que incluye, por ejemplo, células de levadura, plantas superiores,
insectos y mamiferos. Ejemplos no limitantes de células u hospedadores eucariotas incluyen simio, bovino, porcino,
murino, rata, aviar, reptil y humano.
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Las "células procariotas" que usualmente carecen de nucleo o de cualquier otro organulo unido a la membrana y se
dividen en dos dominios, bacterias y arqueas. Ademas, en lugar de tener ADN cromosémico, la informacién genética
de estas células esta en un bucle circular llamado plasmido. Las células bacterianas son muy pequefas,
aproximadamente del tamafio de una mitocondria animal (aproximadamente 1-2 ym de diametro y 10 um de largo).
Las células procariotas presentan tres formas principales: en forma de varilla, esféricas y espirales. En lugar de
pasar por elaborados procesos de replicaciéon como eucariotas, las células bacterianas se dividen por fisién binaria.
Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, la bacteria bacillus, la bacteria E. coliy la bacteria Salmonella.

Un antigeno "nativo" o "natural" es un polipéptido, proteina o un fragmento el cual contiene un epitopo, el cal se ha
aislado de una fuente bioldgica natural, y que puede unirse especificamente a un receptor de antigeno, en particular
un receptor de antigeno de células T (TCR), en un sujeto.

Los términos "antigeno" y "antigénico" se refieren a moléculas con la capacidad de ser reconocidas por un
anticuerpo o de otro modo actuar como un miembro de un par anticuerpo-ligando. "Unién especifica" se refiere a la
interaccion de un antigeno con las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina. La
union anticuerpo-antigeno puede ocurrir in vivo o in vitro. El experto en la técnica comprendera que las
macromoléculas, incluidas las proteinas, los acidos nucleicos, los acidos grasos, los lipidos, los lipopolisacaridos y
los polisacaridos tienen el potencial de actuar como antigeno. El experto en la técnica comprendera ademas que los
acidos nucleicos que codifican una proteina con el potencial de actuar como un ligando de anticuerpos codifican
necesariamente un antigeno. El artesano comprendera ademas que los antigenos no se limitan a moléculas de
longitud completa, sino que también pueden incluir moléculas parciales. El término "antigénico" es una referencia
adjetiva a moléculas que tienen las propiedades de un antigeno. El término abarca sustancias las cuales son
inmunogénicas, es decir, inmundgenos, asi como sustancias las cuales inducen falta de respuesta inmunoldgica, o
anergia, es decir, anérgenos.

Un "antigeno alterado" es uno que tiene una secuencia primaria que es diferente de la del antigeno de tipo silvestre
correspondiente. Los antigenos alterados pueden prepararse mediante procedimientos sintéticos o recombinantes e
incluyen, pero no se limitan a, péptidos antigénicos que se modifican de manera diferencial durante o después de la
traduccion, por ejemplo, por fosforilacion, glucosilacion, entrecruzamiento, acilacion, escision proteolitica, enlace a
una molécula de anticuerpo, molécula de membrana u otro ligando. (Ferguson et al. (1988) Ann. Rev. Biochem. 57:
285-320). Se pretende que un antigeno sintético o alterado de la invencion se una al mismo TCR que el epitopo
natural.

Un "autoantigeno" también denominado en el presente documento antigeno nativo o de tipo silvestre es un péptido
antigénico que induce poca o ninguna respuesta inmune en el sujeto debido a la autotolerancia al antigeno. Un
ejemplo de autoantigeno es el antigeno especifico de melanoma gp100.

Los términos "complejo principal de histocompatibilidad" o "MHC" se refieren a un complejo de genes que codifican
moléculas de la superficie celular que se requieren para la presentacion del antigeno a las células T y para el rapido
rechazo del injerto. En humanos, el MHC también se conoce como el "antigeno leucocitario humano" o complejo
"HLA". Las proteinas codificadas por el MHC se conocen como "moléculas MHC" y se clasifican en moléculas MHC
de clase | y clase Il. EI MHC de clase | incluye proteinas heterodiméricas de membrana formadas por una cadena a
codificada en el MHC unido de forma no covalente a la 32-microglobulina. Las moléculas de MHC de clase | son
expresadas por casi todas las células nucleadas y se ha demostrado que funcionan en la presentacion del antigeno
a las células T CD8+. Las moléculas de clase | incluyen HLA-A, B y C en humanos. Las moléculas de MHC de clase
Il también incluyen proteinas heterodiméricas de membrana que consisten en cadenas a y 3 asociadas de forma no
covalente. Se sabe que las moléculas MHC de clase Il funcionan en células T CD4+ y, en humanos, incluyen HLA-
DP, -DQ y DR. En una realizacién preferente, las composiciones y ligandos de la invenciéon pueden formar complejos
con moléculas de MHC de cualquier tipo de HLA. Los expertos en la técnica estan familiarizados con los serotipos y
genotipos del HLA. Véase: bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/hla pagina de visualizacion del coeficiente. Rammensee
H. G., Bachmann J. y Stevanovic S. MHC Ligands and Peptide Motifs (1997) Chapman & Hall Publishers; Schreuder
G. M. Th. et al. El diccionario HLA (1999) Tissue Antigens 54: 409-437.

"Respuesta inmune" se refiere en general a las respuestas especificas de antigeno de los linfocitos a sustancias
extrafias. Los términos "inmunégeno” e "inmunogénico" se refieren a moléculas con la capacidad de provocar una
respuesta inmune. La respuesta puede implicar la produccién de anticuerpos o la activacién de células inmunes. La
respuesta puede ocurrir in vivo o in vitro. El experto en la técnica entendera que una variedad de macromoléculas,
que incluyen proteinas, acidos nucleicos, acidos grasos, lipidos, lipopolisacaridos y polisacaridos, tienen el potencial
de ser inmunogénicos. El experto en la técnica comprendera ademas que los acidos nucleicos que codifican una
molécula capaz de provocar una respuesta inmune necesariamente codifican un inmunégeno. El artesano
comprendera ademas que los inmundgenos no se limitan a moléculas de longitud completa, sino que pueden incluir
moléculas parciales.

El término "inmunidad pasiva" se refiere a la transferencia de inmunidad de un sujeto a otro a través de la
transferencia de anticuerpos. La inmunidad pasiva puede ocurrir naturalmente, como cuando los anticuerpos
maternos se transfieren al feto. La inmunidad pasiva también puede ocurrir artificialmente como cuando las
composiciones de anticuerpos se administran a sujetos no inmunes. Los donantes y receptores de anticuerpos
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pueden ser sujetos humanos o no humanos. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales, pueden
generarse in vitro o in vivo, y pueden purificarse, purificarse parcialmente o no purificarse dependiendo de la
realizacion. En algunas realizaciones descritas en este documento, la inmunidad pasiva se confiere a un sujeto que
lo necesita mediante la administracién de anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno que reconocen o se unen
especificamente a un antigeno particular. En algunas realizaciones, la inmunidad pasiva se confiere a través de la
administracion de un polinucleétido aislado o recombinante que codifica un anticuerpo o fragmento de union a
antigeno que reconoce o se une especificamente a un antigeno particular.

En el contexto de esta invencion, un "ligando" es un polipéptido. En un aspecto, el término "ligando" como se usa en
el presente documento se refiere a cualquier molécula que se une a un sitio especifico en otra molécula. En otras
palabras, el ligando confiere la especificidad de la proteina en una reacciéon con una célula efectora inmune o un
anticuerpo a una proteina o ADN a una proteina. En un aspecto, es el sitio del ligando dentro de la proteina que se
combina directamente con el sitio de unién complementario en la célula efectora inmune.

Como se usa en este documento, "soporte de fase sélida" o "soporte sdélido", usado indistintamente, no se limita a un
tipo especifico de soporte. Mas bien, hay un gran nimero de soportes disponibles y los conoce un experto en la
técnica. Los soportes de fase sdlida incluyen geles de silica, resinas, peliculas plasticas derivadas, perlas de vidrio,
algododn, perlas de plastico, geles de alimina. Como se usa en el presente documento, "soporte solido" también
incluye matrices, células y liposomas presentadores de antigeno sintéticos. Se puede seleccionar un soporte de fase
sélida adecuado en funcion del uso final deseado y la idoneidad para diversos protocolos. Por ejemplo, para la
sintesis de péptidos, el soporte en fase solida puede referirse a resinas tales como poliestireno (por ejemplo, resina
PAM obtenida de Bachem Inc., Peninsula Laboratories, etc.), resina POLYHIPE.RTM. (obtenida de Aminotech,
Canada), resina de poliamida (obtenida de Peninsula Laboratories), resina de poliestireno injertada con
polietilenglicol (TentaGel.RTM., Rapp Polymere, Tubingen, Alemania) o resina de polidimetilacrilamida (obtenida de
Milligen/Biosearch, California). .

Un ejemplo de un soporte en fase sdlida incluye vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon,
amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabbros y magnetita. La naturaleza del vehiculo puede
ser soluble hasta cierto punto o insoluble. El material de soporte puede tener practicamente cualquier configuracion
estructural posible siempre que la molécula acoplada sea capaz de unirse a un polinucleétido, polipéptido o
anticuerpo. Por lo tanto, la configuracion de soporte puede ser esférica, como en una perla, o cilindrica, como en la
superficie interior de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla. Alternativamente, la superficie puede
ser plana, tal como una lamina, una tira de prueba, etc. o, alternativamente, perlas de poliestireno. Los expertos en
la técnica conoceran muchos otros portadores adecuados para unir anticuerpos o antigenos, o podran determinar
los mismos mediante el uso de experimentacion de rutina.

Modos para llevar a cabo la divulgacion

La fibrosis quistica (CF) es el trastorno genético hereditario letal mas comun que afecta a los caucasicos. Incluso con
los avances médicos, la CF acorta la vida y los pacientes generalmente sobreviven solo hasta los 38 afios. La
infeccion del pulmoén por CF por Burkholderia cenocepacia (B. cenocepacia) presenta desafios excepcionales para el
tratamiento médico de estos pacientes, ya que clinicamente este microbio es resistente a virtualmente todos los
antibidticos son altamente transmisibles y la infeccion de pacientes con CF con este microbio los hace no elegibles
para el trasplante de pulmén, a menudo la Gltima opcién para salvar vidas. Los inventores se han direcionado a dos
componentes abundantes de la biopelicula de B. cenocepacia para la intervencién inmune: ADN extracelular y
proteinas DNABII, las ultimas de las cuales son proteinas de unién a acido nucleico bacteriano. El tratamiento de las
biopeliculas de B. cenocepacia con antisuero dirigido a una de estas proteinas DNABII (factor huésped de
integracion o IHF) resulté en una interrupcién significativa de la biopelicula. Ademas, cuando la desestabilizacion
mediada por anti-IHF de una biopelicula de B. cenocepacia se combiné con la exposicion a antibiéticos tradicionales,
B. cenocepacia residente dentro de la biopelicula y, por lo tanto, tipicamente altamente resistente a la accién de los
antibidticos, ahora se volvié susceptible a la muerte. La incubacién previa de B. cenocepacia con suero anti-IHF
antes de la exposicion a macréfagos CF murinos, que normalmente no pueden degradar efectivamente B.
cenocepacia ingerida, dio como resultado un aumento estadisticamente significativo en la muerte de B. cenocepacia
fagocitada. Colectivamente, estos hallazgos muestran que direccionar a las proteinas DNABII es un enfoque
novedoso para el tratamiento de pacientes con CF, particularmente aquellos cuyos pulmones estan infectados con
B. cenocepacia.

Procedimientos diagnésticos y terapéuticos

Esta divulgacion proporciona un procedimiento para inhibir, competir o valorar una biopelicula producida por
Burkholderia, el procedimiento comprende, o alternativamente que consiste esencialmente en, o ain que consiste
en, poner en contacto la biopelicula con una cantidad efectiva de un anticuerpo de factor huésped anti-integracion
(anti-IHF), inhibiendo, compitiendo o valorando asi la biopelicula. El procedimiento puede realizarse in vitro o in vivo.
En un aspecto, el poner en contacto el anticuerpo anti-IHF se realiza en ausencia de un tratamiento con DNasa. En
un aspecto, el tratamiento con ADNsa que se excluye de la terapia comprende una enzima que cataliza la escision
de los enlaces fosfodiéster en el esqueleto del ADN. Se sabe que tres ejemplos no limitantes de enzimas DNasa que
se excluyen de la terapia se direccionan no solo a las estructuras cruciformes, sino también a una variedad de
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estructuras secundarias de ADN que incluyen ADNsa I, T4 EndoVIl y T7 Endo I. En un aspecto, el tratamiento con
DNasa que esta excluido de la terapia comprende, o consiste esencialmente en, o ain ademas consiste en,
Pulmozyme® (dornasa alfa; Genentech, Inc.).

En otro aspecto, el procedimiento comprende ademas, o alternativamente que consiste esencialmente en, o aln
ademas consiste en, poner en contacto la biopelicula o Burkkholderia con una cantidad efectiva de un
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de la Burkkholderia que causa la biopelicula. Ejemplos no limitativos de
tales incluyen ampicilina, amoxicilina-clavulanato, ceftazidina, ciprofloxacina, imipenem, minociclina y cefdinir. El
contacto puede realizarse in vitro in o in vivo.

También se proporciona en el presente documento un procedimiento para tratar una infecciéon o enfermedad
causada por una infeccion de Burkholderia, en un sujeto, que comprende, o alternativamente que consiste
esencialmente, o que consiste en, administrar al sujeto una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-IHF, por lo tanto
tratar la infecciéon o enfermedad causada por la infeccién de Burkholderia.

Esta divulgacion también proporciona procedimientos para tratar o prevenir la recurrencia de una infeccion en un
paciente con CF que lo necesita, que comprende, o alternativamente, consiste esencialmente en, o alin ademas
consiste en, administrar al paciente una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-IHF, tratando o previniendo asi la
recurrencia de la infeccién en el paciente con CF.

En un aspecto, la administracién del anticuerpo anti-IHF es en ausencia de un tratamiento con DNasa. En un
aspecto, el tratamiento con ADNsa que se excluye de la terapia comprende una enzima que cataliza la escision de
los enlaces fosfodiéster en el esqueleto del ADN. Tres ejemplos no limitantes de enzimas DNasa que se excluyen de
la terapia y se sabe que direccionan no solo las estructuras cruciformes, sino también una variedad de estructuras
secundarias de ADN incluyen DNAsa |, T4 EndoVIl'y T7 Endo |. En un aspecto, el tratamiento con DNasa que esta
excluido de la terapia comprende, o consiste esencialmente en, o ain ademas consiste en, Pulmozyme® (dornasa
alfa; Genentech, Inc.). En un aspecto aun adicional, el procedimiento comprende ademas, o consiste aun ademas
esencialmente en, o aun ademas consiste en administrar al sujeto una cantidad efectiva de un antimicrobiano que
inhibe el crecimiento del Burkholderia que causa la biopelicula. Ejemplos no limitativos de tales incluyen ampicilina,
amoxicilina-clavulanato, ceftazidina, ciprofloxacina, imipenem, minociclina y cefdinir.

En cada uno de los procedimientos descritos anteriormente, ejemplos no limitantes de la Burkholderia es
Burkholderia cenocepacia (B. cenocepacia), B. multivorans, B. mallei, B. cepaci o B. pseudomallei.

El anticuerpo anti-IHF para uso en los procedimientos anteriores es uno o mas de un anticuerpo anti-/HFa o anti-
IHFB. En un aspecto adicional, el anticuerpo anti-IHF es un anticuerpo IgG. El anticuerpo puede ser cualquiera de
los diversos anticuerpos descritos en el presente documento, ejemplos no limitantes de los mismos incluyen un
anticuerpo  monoclonal de longitud completa, un anticuerpo policlonal, anticuerpos humanos, anticuerpos
humanizados, anticuerpo monoclonal humano, un anticuerpo humano recombinante, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpo revestido, un diacuerpo, un anticuerpo humanizado, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo
humanizado recombinante, o un fragmento o un fragmento de unién a antigeno del mismo, siempre que exhiba la
actividad bioldgica deseada. En un aspecto, el fragmento comprende, o alternativamente consiste esencialmente en,
0 aun ademas consiste en la CDR del anticuerpo. En un aspecto, el anticuerpo esta marcado de forma detectable o
comprende ademas un marcador detectable conjugada a él.

En el presente documento se describen ejemplos no limitantes de anticuerpos anti-IHF, y en un aspecto, es uno o
mas de un anticuerpo que reconoce y se une especificamente a un polipéptido identificado en la Tabla 2, o al
fragmento de Arm identificado en el mismo, o un equivalente de tal polipéptido o un polinucledtido o polipéptido que
comprende una o mas de las secuencias: TCTCAACGATTTA (SEQ ID NO. 341); WATCAANNNNTTR (donde W es
Ao T, N es cualquier nucledtido y R es A o G; (SEQ ID NO. 342); MATITKLDIIEYLSDKYHLS (también denominado
en este documento hIFA1; (SEQ ID NO. 343); KYHLSKQDTKNVVENELEEI (también denominado en este
documento como hIFA2; (SEQ ID NO. 344); FLEEIRLSLESGQDVKLSGF (también denominado en el presente
documento como hIFA3; (SEQ ID NO. 345); KLSGFGNFELRDKSSRPGRN (también denominado en este
documento comohlFA4; (SEQ ID NO. 346); RPGRNPKTGDVVPVSARRVV (también denominado en el presente
documento como hIFA5; (SEQ ID NO. 347); ARRVVTFKPGQKLRARVEKTK (también denominado en este
documento como hIFAG; (SEQ ID NO. 348), o un equivalente del mismo o un polinucleétido o péptido que tiene al
menos 60 %, o alternativamente al menos 65 %, o alternativamente al menos 70 %, o alternativamente al menos 75
%, o alternativamente 80 %, o alternativamente al menos 85 %, o alternativamente al menos 90 %, o
alternativamente al menos 95 % de identidad a las mismas o para secuencias de polipéptidos, que esta codificado
por un polinucledtido o su complemento que se hibrida bajo condiciones de alta rigurosidad con un polinucleétido
que codifica tales secuencias de polipéptidos. Las condiciones de alta rigurosidad se describen anteriormente y se
incorporan aqui como referencia. Los solicitantes han determinado que los aminoacidos en negrita y subrayados
estan muy conservados y, por lo tanto, en un aspecto, no se modifican ni alteran al designar un polipéptido
equivalente. Ejemplos adicionales de polipéptidos equivalentes incluyen, por ejemplo, un polipéptido que consiste
en, o que comprende los polipéptidos mencionados anteriormente con la adicion de hasta 25, o alternativamente 20,
o alternativamente 15, o alternativamente hasta 10, o alternativamente hasta 5 aminoacidos aleatorios en ya sea la
amina o carboxi terminales (o en ambos).
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Para estos procedimientos, la infecciéon es in vivo y en un huésped mamifero, tal como un paciente humano, por
ejemplo, es un huésped mamifero inmaduro o un paciente pediatrico.

Esta divulgacion también proporciona un procedimiento para inhibir, competir o valorar una biopelicula presente o
que contribuye a la CF (por ejemplo, una biopelicula inducida por B. cenocepacia), comprendiendo el procedimiento,
o alternativamente que consiste esencialmente, o alin ademas que consiste en, poner en contacto la biopelicula con
una agente interferente, inhibiendo, compitiendo o titulando la biopelicula. El contacto puede realizarse in vitro o in
vivo.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para inhibir, prevenir o descomponer una biopelicula microbiana
en un paciente con CF o un paciente que alberga una infeccién que contribuye a la CF, que comprende, o
alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste ademas en poner contactar la biopelicula con un
agente interferente, inhibiendo, previniendo o descomponiendo la biopelicula microbiana. Los pacientes pueden ser
animales, mamiferos o un paciente humano.

Cuando se practican in vitro, los procedimientos son Utiles para detectar o confirmar agentes interferentes que
tengan la misma capacidad, similar u opuesta que los polipéptidos, polinucledtidos, anticuerpos, células huésped,
moléculas pequefas y composiciones de esta invencion. Alternativamente, pueden usarse para identificar cual
agente interferente es el mas adecuado para tratar una infeccion microbiana. Por ejemplo, uno puede cribar nuevos
agentes o terapias combinadas al tener dos muestras que contienen, por ejemplo, el polipéptido de ADN Bl y el
ADN o la biopelicula microbiana y el agente a analizar. La segunda muestra contiene el polipéptido de ADN Bll y el
ADN o la biopelicula microbiana y un agente conocido por ser activo, por ejemplo, un anticuerpo anti-lIHF o una
molécula pequefa para servir como control positivo. En un aspecto adicional, se proporcionan varias muestras y los
agentes interferentes se agregan al sistema en diluciones crecientes para determinar la dosis 6ptima que
probablemente seria efectiva en el tratamiento de un sujeto en el entorno clinico. Como es evidente para los
expertos en la técnica, se puede proporcionar un control negativo que contiene el polipéptido de ADN Bll y el ADN
microbiano o la biopelicula. En un aspecto adicional, el polipéptido de ADN BIl'y el ADN microbiano o la biopelicula
se marcan de manera detectable, por ejemplo, con moléculas luminiscentes que emitiran una sefial cuando entren
en contacto entre si. Las muestras estan contenidas bajo condiciones similares durante un periodo de tiempo
efectivo para que el agente inhiba, compita o valore la interaccion entre el polipéptido de ADN Bll y el ADN o la
biopelicula microbiana y luego se analiza la emisién de sefial de las moléculas luminiscentes. Si la muestra emite
una sefal, entonces el agente no es efectivo para inhibir la unién.

En otro aspecto, el procedimiento in vitro se practica en un sistema de portaobjetos de camara miniaturizado en el
que el aislado microbiano (tal como un bacteriano) que causa una infeccién por CF podria aislarse del
humano/animal y luego cultivarse para permitir que crezca como una biopelicula in vitro. El agente interferente (tal
como el anticuerpo anti-IHF) o la posible biopelicula del agente interferente se agrega solo o en combinacion con
otro agente al cultivo con o sin diluciones crecientes del agente interferente potencial o agente interferente tal como
un anti-IHF (u otro anticuerpo, molécula pequefia, agente, etc.) para encontrar la dosis 6ptima que probablemente
seria efectiva en el tratamiento de ese paciente cuando se suministré al sujeto donde existia la infecciéon. Como es
evidente para los expertos en la técnica, se puede realizar un control positivo y negativo simultaneamente.

En un aspecto adicional, el procedimiento se practica en una plataforma de alto rendimiento con el agente
interferente (tal como el anticuerpo anti-IHF) y/o el agente interferente potencial (solo o en combinacién con otro
agente) en una celda de flujo. El agente interferente (tal como el anticuerpo anti-IHF) o la posible biopelicula del
agente interferente se agrega solo o en combinacion con otro agente al cultivo con o sin diluciones crecientes del
agente interferente potencial o agente interferente tal como un anti-IHF (u otro anticuerpo, molécula pequenia,
agente, etc.) para encontrar la dosis Optima que probablemente seria efectiva en el tratamiento de ese paciente
cuando se suministré al sujeto donde existia la infeccion. Los aislamientos de biopeliculas se sonican para separar
las bacterias de la biopelicula del polipéptido de ADN BIl, tal como el IHF unido al ADN microbiano. Los complejos
de polipéptido de ADN BII - ADN se aislan en virtud de un anticuerpo anti-IHF en la plataforma. EI ADN microbiano
se libera con por ejemplo un lavado con sal, y se usa para identificar las bacterias de biopelicula agregadas. El ADN
liberado se identifica luego, por ejemplo, mediante secuenciacion por PCR. Si el ADN no se libera, entonces los
agentes interferentes realizaron con éxito o se unieron al ADN microbiano. Si se encuentra ADN en la muestra,
entonces el agente no interfirid con la uniéon de ADN-polipéptido microbiano de ADN BIl. Como es evidente para los
expertos en la técnica, se puede realizar simultaneamente un control positivo y/o negativo.

Los procedimientos anteriores también se pueden usar como una prueba de diagnéstico, ya que es posible que una
especie bacteriana dada responda mejor a la reversion de su biopelicula por un agente mas que otro, este sistema
de analisis rapido de alto rendimiento podria permitir a un experto en la técnica analizar un panel de posibles
agentes anti-IHF para identificar a los mas eficaces del grupo.

La ventaja de estos procedimientos es que la mayoria de los laboratorios clinicos de microbiologia en los hospitales
ya estan equipados para realizar este tipo de ensayos (es decir, la determinaciéon de los valores de MIC, MBC)
utilizando bacterias que crecen en cultivo liquido (o planctonicamente). Como es evidente para los expertos en la
técnica, las bacterias generalmente no crecen planctonicamente cuando causan enfermedades. En cambio, estan
creciendo como una biopelicula estable y estas biopeliculas son significativamente mas resistentes al tratamiento
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con antibiodticos, anticuerpos u otras terapias. Esta resistencia es la razén por la cual la mayoria de los valores
MIC/MBC no pueden predecir con precision la eficacia in vivo. Por lo tanto, al determinar qué "dosis" de agente
podria revertir una biopelicula bacteriana in vitro (como se describid anteriormente), el ensayo preclinico de los
solicitantes seria un predictor mas confiable de la eficacia clinica, incluso como una aplicacion de medicina
personalizada.

Ademas del entorno clinico, los procedimientos se pueden utilizar para identificar y/o confirmar agentes interferentes
en un entorno industrial.

En un aspecto adicional de los procedimientos anteriores, se agrega un antibiético o antimicrobiano que se sabe que
inhibe el crecimiento de la infeccidon subyacente de forma secuencial o concurrente, para determinar si la infeccion
puede inhibirse. También es posible agregar el agente interferente al ADN microbiano o al polipéptido ADN Bll antes
de agregar el complejo faltante para analizar la inhibicion de la biopelicula.

Cuando se practica in vivo en animales no humanos, el procedimiento proporciona un cribado preclinico para
identificar agentes interferentes que pueden usarse solos 0 en combinacion con otros agentes para descomponer las
biopeliculas.

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento para inhibir, prevenir o descomponer una biopelicula microbiana
y/o eliminar una infecciéon microbiana en un paciente con CF o un paciente que alberga una infecciéon que contribuye
a la CF, que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente, o ain ademas que consiste en poner en
contacto la biopelicula con un agente interferente, inhibiendo, previniendo o descomponiendo y/o eliminando la
infeccidn microbiana o la biopelicula microbiana. El paciente puede ser un animal, mamifero o paciente humano.

También se proporciona un procedimiento para tratar o prevenir la recurrencia de una biopelicula en un paciente con
CF o un paciente en riesgo de desarrollar una infeccion que contribuya a la formacion de una biopelicula,
comprendiendo el procedimiento, o alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste en administrar al
paciente una cantidad efectiva de un agente interferente, tratando o previniendo asi la recurrencia de una infeccion
microbiana en el paciente con CF. El paciente con CF puede ser un animal, mamifero o paciente humano.

También se proporciona un procedimiento para tratar o prevenir la recurrencia de una infeccién en una CF en un
paciente que lo necesite, que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste ademas en
administrar al paciente una cantidad efectiva de un agente interferente.

Los agentes interferentes se pueden combinar con antimicrobianos para complementar ademas la terapia. Por lo
tanto, cualquiera de los procedimientos anteriores puede comprender, o consistir esencialmente en, o consistir aun
ademas en la administracion o contacto con una cantidad efectiva del antimicrobiano. Ejemplos no limitativos de
tales incluyen

Para el propésito de los procedimientos in vitro e in vivo mencionados anteriormente, el agente interferente y las
composiciones se describen en la Publicacién de Patente U.S. Num. 2011/0236306, en particular los nimeros de
parrafo 238-263 y 277-329, se incorporan aqui como referencia.

En un aspecto adicional, los procedimientos comprenden ademas, o alternativamente consisten esencialmente en, o
aun ademas consisten en administrar al sujeto una cantidad efectiva de uno o mas de un antimicrobiano, un péptido
antigénico o un adyuvante.

Un ejemplo no limitante de un agente antimicrobiano es otro componente de la vacuna, tal como un antigeno de
superficie, por ejemplo una proteina Pilin tipo IV (véase Jurcisek and Bakaletz (2007) J. of Bacteriology 189 (10):
3868-3875).

Los agentes y las composiciones de esta invencion pueden administrarse de manera simultanea o secuencial entre
si u otros agentes antimicrobianos y/o antigenos de superficie. En un aspecto particular, la administracion es
localmente al sitio de la infeccion mediante inyeccidon directa o por inhalacién, por ejemplo. Otros ejemplos no
limitativos de administracion incluyen uno o mas procedimientos que comprenden transdérmica, uretral, sublingual,
rectal, vaginal, ocular, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, por inhalacion u oral.

Las infecciones y enfermedades microbianas que pueden tratarse mediante los procedimientos de esta invencion
incluyen infecciones que conducen o estan asociadas con infeccion por CF. Estas infecciones microbianas pueden
estar presentes en la via aérea superior, media e inferior (otitis, sinusitis, bronquitis, pero también exacerbaciones de
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), tos crénica, complicaciones y/o causa primaria de fibrosis
quistica (CF) y neumonia adquirida en la comunidad (CAP). Asi, al practicar los procedimientos in vivo de esta
invencion, estas enfermedades y complicaciones de estas infecciones también se pueden prevenir o tratar.

Por lo tanto, las rutas de administracion aplicables a los procedimientos de la invencion incluyen la aplicacion
intranasal, intramuscular, uretral, intratraqueal, subcutanea, intradérmica, tépica, intravenosa, rectal, nasal, oral,
inhalacion y otras vias de administracion enterales y parenterales. Las rutas de administracion pueden combinarse,
si se desea, o ajustarse dependiendo del agente y/o el efecto deseado. Un agente activo puede administrarse en
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una dosis Unica o en dosis multiples. Las realizaciones de estos procedimientos y rutas adecuadas para el
suministro incluyen rutas sistémicas o localizadas. En general, las rutas de administracion adecuadas para los
procedimientos de la invencion incluyen, pero no se limitan a, rutas de inyeccion directa, enteral, parenteral o por
inhalacion.

Las rutas de administracion parenterales que no sean la administracion por inhalacion incluyen, entre otras, las rutas
tépica, transdérmica, subcutanea, intramuscular, intraorbital, intracapsular, intraespinal, intraesternal e intravenosa,
es decir, cualquier ruta de administracién que no sea a través del canal alimentario. La administracién parenteral
puede llevarse a cabo para efectuar la administracion sistémica o local del agente inhibidor. Cuando se desea la
administracion sistémica, la administracion tipicamente implica la administracion tépica o mucosa invasiva o
absorbida sistémicamente de preparaciones farmacéuticas.

Los agentes interferentes de la invencion también pueden administrarse al sujeto mediante administracion enteral.
Las rutas de administracion enteral incluyen, pero no se limitan a, suministro oral, uretral y rectal (por ejemplo,
usando un supositorio).

Los procedimientos de administracion del principio activo a través de la piel o la mucosa incluyen, pero no se limitan
a, la aplicacion topica de una preparacion farmacéutica adecuada, transmision transdérmica, inyeccion y
administracion epidérmica. Para la transmisiéon transdérmica, los promotores de absorcién o la iontoforesis son
procedimientos adecuados. La transmision iontoforética se puede lograr utlizando "parches" disponibles
comercialmente que suministran su producto continuamente a través de pulsos eléctricos a través de la piel intacta
durante periodos de varios dias 0 mas.

En diversas realizaciones de los procedimientos de la invencion, el agente interferente se administrara por
inhalacion, inyeccion u oral de forma continua, diariamente, al menos una vez al dia (QD), y en diversas
realizaciones dos (BID), tres (TID), o incluso cuatro veces al dia. Tipicamente, la dosis diaria terapéuticamente
efectiva serda de al menos aproximadamente 1 mg, o al menos aproximadamente 10 mg, o al menos
aproximadamente 100 mg, o aproximadamente 200 - aproximadamente 500 mg, y algunas veces, dependiendo del
compuesto, hasta tanto como aproximadamente 1 g a aproximadamente 2,5 g.

La dosificacion puede realizarse de acuerdo con los procedimientos de la invenciéon usando capsulas, comprimidos,
suspension oral, suspension para inyeccion intramuscular, suspension para infusion intravenosa, gel o crema para
aplicacion tépica, o suspension para inyeccion intraarticular.

La dosificacion, la toxicidad y la eficacia terapéutica de las composiciones descritas en el presente documento
pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar en cultivos celulares o animales
experimentales, por ejemplo, para determinar la LD50 (la dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la ED50 (la dosis
terapéuticamente efectiva en 50 % de la poblacion). La relacion de dosis entre los efectos toxicos y terapéuticos es
el indice terapéutico y puede expresarse como la relacion LD50/ED50. Se prefieren las composiciones que exhiben
altos indices terapéuticos. Si bien se pueden usar compuestos que exhiben efectos secundarios téxicos, se debe
tener cuidado al disefiar un sistema de administracion que direccione tales compuestos al sitio del tejido afectado
para minimizar el dafio potencial a las células no infectadas y, por lo tanto, reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular un rango
de dosificacién para uso en humanos. La dosificacion de tales compuestos se encuentra preferiblemente dentro de
un rango de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede
variar dentro de este rango dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la ruta de administracion utilizada.
Para cualquier compuesto utilizado en los procedimientos, la dosis terapéuticamente efectiva se puede estimar
inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Se puede formular una dosis en modelos animales para lograr un
rango de concentracion en plasma circulante que incluya la IC50 (es decir, la concentracion del compuesto de
prueba la cual logra una inhibicion de sintomas medio maxima) como se determina en el cultivo celular. Tal
informacion se puede utilizar para determinar con mayor precision las dosis utiles en humanos. Los niveles en
plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto rendimiento.

En algunas realizaciones, una cantidad efectiva de una composicion suficiente para lograr un efecto terapéutico o
profilactico, varia de aproximadamente 0,000001 mg por kilogramo de peso corporal por administracion a
aproximadamente 10.000 mg por kilogramo de peso corporal por administracion. De manera adecuada, los
intervalos de dosificacion son de aproximadamente 0,0001 mg por kilogramo de peso corporal por administracion a
aproximadamente 100 mg por kilogramo de peso corporal por administracion. La administracion se puede
proporcionar como una dosis inicial, seguida de una o mas dosis "de refuerzo". Las dosis de refuerzo pueden
administrarse un dia, dos dias, tres dias, una semana, dos semanas, tres semanas, uno, dos, tres, seis o doce
meses después de una dosis inicial. En algunas realizaciones, se administra una dosis de refuerzo después de una
evaluacion de la respuesta del sujeto a administraciones anteriores.

El experto en la técnica apreciara que ciertos factores pueden influir en la dosificacion y el tiempo necesarios para
tratar eficazmente a un sujeto, que incluyen, pero no se limitan a, la gravedad de la enfermedad o trastorno,
tratamientos previos, la salud general y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el
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tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente efectiva de las composiciones terapéuticas descritas en
el presente documento puede incluir un tratamiento Unico o una serie de tratamientos.

Las composiciones y procedimientos relacionados de la presente invencion pueden usarse en combinacion con la
administracion de ofras terapias. Estos incluyen, entre otros, la administracion de enzimas DNasa, antibiéticos,
antimicrobianos u otros anticuerpos.

Los procedimientos y composiciones divulgados en este documento pueden incluir una enzima desoxirribonucleasa
(DNasa) que actua sinérgicamente con el anticuerpo anti-DNABII. Una DNasa es cualquier enzima que cataliza la
escision de los enlaces fosfodiéster en el esqueleto del ADN. Tres ejemplos no limitantes de enzimas DNasa que se
sabe que atacan no solo las estructuras cruciformes, sino también una variedad de estructuras secundarias de ADN
incluyen ADNsa |, T4 EndoVIl y T7 Endo I. En ciertas realizaciones, la cantidad efectiva de anticuerpo anti-DNABII
necesario para desestabilizar la biopelicula se reduce cuando se combina con una DNasa. Cuando se administra in
vitro, la DNasa se puede agregar directamente al ensayo o en un tampén adecuado que se sabe que estabiliza la
enzima. La dosis unitaria efectiva de DNasa y las condiciones del ensayo pueden variar y pueden optimizarse de
acuerdo con los procedimientos conocidos en la técnica.

Los procedimientos y composiciones divulgados en este documento pueden combinarse con antibidticos y/o
antimicrobianos. Los antimicrobianos son sustancias que matan o inhiben el crecimiento de microorganismos tales
como bacterias, hongos o protozoos. Aunque las biopeliculas son generalmente resistentes a las acciones de los
antibioticos, las composiciones y procedimientos descritos en este documento pueden usarse para sensibilizar la
infeccion que implica una biopelicula a los procedimientos terapéuticos tradicionales para tratar infecciones. En otras
realizaciones, el uso de antibiéticos o antimicrobianos en combinacion con los procedimientos y composiciones
descritos en la presente memoria permite la reduccion de la cantidad efectiva del agente antimicrobiano y/o reductor
de biopeliculas. Algunos ejemplos no limitantes de antimicrobianos y antibidticos utiles en combinacion con los
procedimientos de la presente invencion incluyen amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, cefdinir, azitromicina y
sulfametoxazol-trimetoprima. La dosis terapéuticamente efectiva del antimicrobiano y/o antibidtico en combinacion
con el agente reductor de biopelicula se puede determinar faciimente mediante procedimientos tradicionales. En
algunas realizaciones, la dosis del agente antimicrobiano en combinacién con el agente reductor de biopelicula es la
dosis efectiva promedio la cual se ha demostrado que es efectiva en otras infecciones bacterianas, por ejemplo,
infecciones bacterianas en las que la etiologia de la infeccién no incluye una biopelicula. En otras realizaciones, la
dosis es 0,1, 0,15, 0,2, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75, 0,8, 0,85, 0,9, 0,95, 1,1, 1,2,
1,3, 14,15, 1,6, 1,7, 1,8,1,9, 2,0, 2,5, 3,0 o 5 veces la dosis efectiva promedio. El antibiético o antimicrobiano se
puede agregar antes, simultaneamente o después de la adicion del anticuerpo anti-DNABII.

Los procedimientos y composiciones divulgados en este documento pueden combinarse con anticuerpos que tratan
la infeccion bacteriana. Un ejemplo de un anticuerpo util en combinacion con los procedimientos y composiciones
descritos en este documento es un anticuerpo dirigido contra una proteina de membrana externa no relacionada (es
decir, OMP P5). El tratamiento con este anticuerpo solo no reduce el volumen de una biopelicula in vitro. La terapia
combinada con este anticuerpo y un agente reductor de biopelicula y/o un antimicrobiano da como resultado un
efecto mayor que el que podria lograrse con cualquiera de los reactivos utilizados solos a la misma concentracion.
Otros anticuerpos que pueden producir un efecto sinérgico cuando se combinan con un agente reductor de
biopeliculas o procedimientos para reducir una biopelicula incluyen preparaciones anti-rsPilA anti-OMP26, anti-OMP
P2 y anti-OMP completo.

Las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento se pueden usar para sensibilizar la
infeccion bacteriana que implica una biopelicula a modalidades terapéuticas comunes efectivas en el tratamiento de
infecciones bacterianas sin una biopelicula, pero por lo demas son ineficaces en el tratamiento de infecciones
bacterianas que implican una biopelicula. En otras realizaciones, las composiciones y procedimientos descritos en el
presente documento pueden usarse en combinacion con modalidades terapéuticas que son efectivas en el
tratamiento de infecciones bacterianas que implican una biopelicula, pero la combinacién de dicha terapia adicional y
agente o procedimiento reductor de biopelicula produce un efecto sinérgico de tal manera que la dosis efectiva de
cualquiera de | agente reductor de biopelicula o del agente terapéutico adicional se puede reducir. En otros casos, la
combinacion de tal terapia adicional y el agente o procedimiento reductor de biopeliculas produce un efecto sinérgico
de tal manera que se mejora el tratamiento. Una mejora del tratamiento se puede evidenciar por una menor cantidad
de tiempo requerido para tratar la infeccion.

El tratamiento terapéutico adicional se puede agregar antes, simultaneamente o después de los procedimientos o
composiciones utilizados para reducir la biopelicula, y puede estar contenido dentro de la misma formacién o como
una formulacion separada.

Kits

Los kits que contienen los agentes y las instrucciones necesarias para realizar los procedimientos in vitro e in vivo
también se divulgan en este documento. En consecuencia, la divulgacidon proporciona kits para realizar estos
procedimientos, asi como instrucciones para llevar a cabo los procedimientos de esta invencion, tales como
recolectar tejido y/o realizar el cribado, y/o analizar los resultados, y/o la administracion de una cantidad efectiva de
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agente interferente como se define en el presente documento. Estos pueden usarse solos o en combinacion con
otros agentes antimicrobianos adecuados.

Por ejemplo, un kit puede comprender, o alternativamente, consistir esencialmente en, o ain ademas consistir en
uno o mas agentes del grupo de un polipéptido, polinucleétido o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos del factor huésped de integracion aislado o recombinante (IHF); un polipéptido de proteina aislado o
recombinante identificado en la Tabla 1, Tabla 2, los fragmentos de Arm identificados en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4,
un péptido de union a ADN identificado en la FIG. 9, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos; un
polinucledtido o polipéptido aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 1 a 33 o 341 a 348, o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos; un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de la SEQ NO.6 a 11, 28,
29 o los identificados en la Tabla 1, Tabla 4 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos; un
polipéptido que compite con un factor huésped de integracién en la unién a un ADN microbiano; un polinucleétido de
union de cuatro vias que se asemeja a una union de Holliday, un polinucleétido de unién de 3 vias que se asemeja a
una horquilla de replicacién, un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o polinucleétido doblado; un
polinucleétido aislado o recombinante que codifica cualquiera de los polipéptidos mencionados anteriormente; un
anticuerpo que reconoce o se une especificamente a cualquiera de los polipéptidos mencionados anteriormente, o
un equivalente o fragmento del mismo; o una molécula pequefia que compite con la unién de una proteina o
polipéptido DNABII a un ADN microbiano, y las instrucciones de uso. El kit puede comprender ademas uno o mas de
un adyuvante, un péptido antigénico o un antimicrobiano. Ejemplos de vehiculos incluyen un vehiculo liquido, un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, un vehiculo en fase sélida, un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un
polimero farmacéuticamente aceptable, un liposoma, una micela, un implante, una canula, una pasta, un gel, un
implante dental, o un implante médico.

Polipéptidos

También se proporcionan en el presente documento agentes y composiciones interferentes de polipéptidos para su
uso en los procedimientos descritos en el presente documento, en los que el agente interferente es del grupo:

(a) un polipéptido del factor huésped de integracién aislado o recombinante (IHF) o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos;

(b) una proteina similar a histona aislada o recombinante del polipéptido de la cepa U93 de E. coli (HU) o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(c) un polipéptido de proteina aislado o recombinante identificado en la Tabla 1, Tabla 2, un polipéptido que
comprende o que consiste en los fragmentos de Arm identificados en la Tabla 2, Tabla 3, Tabla 4 o un péptido
de unioén a ADN identificado en la FIG. 9, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 1 a 348, o un fragmento o un equivalente del
mismo;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 1 o
aquellos polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 4 o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos; o

(f) un polipéptido o polinucleétido que compite con un factor huésped de integracién en la unién a un ADN
microbiano.

En un aspecto particular, el agente interferente es un polipéptido DNABII aislado o recombinante o un fragmento o
un equivalente de cada uno de los mismos. Ejemplos no limitativos de tales son un polipéptido alfa o beta IHF o HU;
un polipéptido alfa IHF; Moraxella catarrhalis HU; E. coli HupA, HupB, himA, himD; E. faecalis HU (tal como V583),
HMGB1 y los identificados en la Tabla 1.

En otro aspecto, el agente interferente es un polipéptido aislado o recombinante que consiste esencialmente en una
secuencia de aminoacidos seleccionada de la SEQ ID NO. 1 a5 0 12 a 27, 30 a 35, 101-340 o un péptido de union a
ADN identificado en la FIG. 9)

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente, consiste esencialmente o aln
ademas consiste en la SEQ ID NO. 1 o0 2, con la condicion de que el polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6
a11,28,29042a100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste esencialmente en, o
aun ademas consiste en la SEQ ID NO. 3, 4 0 5, con la condicion de que el polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID
NO. 6 a 11, 28,29 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste esencialmente en, o

aun ademas consiste en la SEQ ID NO. 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 o 32, con la condicién de que el polipéptido
no pertenezca a la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100.
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En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste esencialmente en, o
aun ademas consiste en la SEQ ID NO. 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 33, 34, o 35 con la condiciéon de que el
polipéptido no sea ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste esencialmente en, o
aun ademas consiste en un polipéptido aislado o recombinante del grupo de:

un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 12y 13;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 14 y 15;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 16 y 17,
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 18y 19;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 20 y 21;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 23 y 24;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 25 y 26;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 30y 31;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 32y 33;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 34 y 35;
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 337 y 338; o
un polipéptido que comprende la SEQ ID NO. 339 y 340;

con la condicion de que el polipéptido no sea de tipo silvestre de ninguno de IHF alfa, IHF beta o SEQ ID
NO. 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante es del grupo:

un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 12 y 13;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 14 y 15;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 16 y 17;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 18 y 19;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 20 y 21;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 23 y 24;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 25 y 26;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 30 y 31;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 32 y 33;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 34 y 35;
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 337 y 338; o
un polipéptido que consiste esencialmente en la SEQ ID NO. 339 y 340;

con la condicion de que el polipéptido no sea de tipo silvestre de ninguno de IHF alfa, IHF beta o SEQ ID
NO. 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

También se proporciona en el presente documento un polinucleétido o polipéptido aislado que comprende una o
mas de las secuencias: TCTCAACGATTTA (SEQ ID NO. 341); WATCAANNNNTTR (donde W es Ao T, N es
cualquier nucledtido y R es A o G; (SEQ ID NO. 342); MATITKLDIIEYLSDKYHLS (también denominado en este
documento como hIFA1; (SEQ ID NO. 343); KYHLSKQDTKNVVENELEEI (también denominado en este documento
como hIFA2; (SEQ ID NO. 344); FLEEIRLSLESGQDVKLSGF (también denominado en este documento como
hIFA3; (SEQ ID NO. 345); KLSGFGNFELRDKSSRPGRN (también denominado en este documento como hlFA4;
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(SEQ ID NO. 346); RPGRNPKTGDVVPVSARRVV (también denominado en este documento como hIFA5; (SEQ ID
NO. 347); ARRVVTFKPGQKLRARVEKTK (también denominado en este documento como hIFAG6; (SEQ ID NO.
348), o un equivalente del mismo o un polinucleétido o péptido que tiene al menos 60 %, o alternativamente al
menos 65 %, o alternativamente al menos 70 %, o alternativamente al menos 75 %, o alternativamente 80 %, o
alternativamente al menos 85 %, o alternativamente al menos 90 %, o alternativamente al menos 95 % de identidad
a las mismas o para secuencias de polipéptidos, que esta codificado por un polinucleétido o su complemento que se
hibrida bajo condiciones de alta rigurosidad a un polinucleétido que codifica tales secuencias de polipéptidos. Las
condiciones de alta rigurosidad se describen anteriormente y se incorporan aqui como referencia. Los solicitantes
han determinado que los aminoacidos en negrita y subrayados estan muy conservados y, por lo tanto, en un
aspecto, no se modifican ni alteran al designar un polipéptido equivalente. Ejemplos adicionales de polipéptidos
equivalentes incluyen, por ejemplo, un polipéptido que consiste en o que comprende los polipéptidos mencionados
anteriormente con la adicion de hasta 25, o alternativamente 20, o alternativamente 15, o alternativamente hasta 10,
o alternativamente hasta 5 aminoacidos aleatorios en ya sea la amina o el terminal carboxi (0 en ambos). En un
aspecto, el polipéptido aislado se combina con uno o mas de un marcador detectable, un vehiculo tal como un
vehiculo farmacéuticamente aceptable o un adyuvante.

Ademas, como agentes para usar en los procedimientos de esta invencion, se proporcionan fragmentos o un
equivalente de los polipéptidos aislados o recombinantes descritos anteriormente. Un ejemplo de un fragmento es un
polipéptido C-terminal. En un aspecto adicional, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o
alternativamente consiste esencialmente en, o ain ademas consiste en dos o0 mas de los polipéptidos aislados o
recombinantes descritos anteriormente.

Por ejemplo, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste esencialmente en, o aun
ademas consiste en una cualquiera de la SEQ ID. NO. 1 a 5, 12 a 27 o 30 a 33, o un fragmento o un polipéptido
equivalente, cuyos ejemplos se identifican en la Tabla 1 o se muestran en la Tabla 2 o el fragmento de Arm
identificado en la Tabla 2, Tabla 3 o Tabla 4. En uno aspecto, los polipéptidos de tipo silvestre aislados estan
excluidos, es decir, que el polipéptido no es ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29, o una secuencia de tipo
silvestre identificada en la Tabla 1 o mostrada en la Tabla 2.

En un aspecto, esta divulgacion proporciona un polipéptido aislado o recombinante que consiste esencialmente en
una secuencia de aminoacidos del grupo SEQ ID. NO.1a5,12a27030a35,1a6y 13 a 35, o un polipéptido que
comprende, o alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste ademas en un aminoacido
correspondiente a los fragmentos .beta.-3 y/o .alfa.-3 de un Haemophilus influenzae 1HFa o IHFf3, cuyos ejemplos no
limitantes incluyen la SEQ ID NO. 12 a 27, o un fragmento o equivalente de cada uno de los mismos. En otro
aspecto, la invencién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente que
consiste esencialmente, o que consiste ademas en una secuencia de aminoacidos del grupo SEQ ID NO. 1 a 4, o un
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos, o un polipéptido que comprende, o alternativamente que
consiste esencialmente, o que consiste ademas en un aminoacido correspondiente a los fragmentos beta-3 y/o alfa-
3 de un Haemophilus influenzae IHF.alpha. o IHF.beta., cuyos ejemplos no limitantes incluyen la SEQ ID NO. 12 a
27 o un fragmento o un equivalente bioldgico del mismo que comprende ademas independientemente al menos 2, o
alternativamente al menos 3, o alternativamente al menos 4, o alternativamente al menos 5, o al menos 6, o
alternativamente al menos 7, o alternativamente al menos 8, o alternativamente al menos 9 o alternativamente al
menos 10 aminoacidos en el terminal amino y/o carboxilo del polipéptido. En un aspecto, se excluyen los
polipéptidos de unién a ADN de tipo silvestre aislados, es decir, que el polipéptido no es ninguno de la SEQ ID NO. 6
a 11, 28, 29 o 42 a 100 o una secuencia de polipéptidos de tipo silvestre aislada enumerada en la Tabla 1 o
mostrada en la Tabla 2.

En otro aspecto, esta divulgacion proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o
alternativamente, que consiste esencialmente en, o aun ademas, que consiste en la SEQ ID. NO 1 o 2 sola o en
combinacién con un polipéptido que comprende, o alternativamente que consiste esencialmente en, o que consiste
aun ademas en un aminoacido correspondiente a los fragmentos beta-3 y/o alfa-3 de un Haemophilus influenzae
IHF-a o IHF.beta., cuyos ejemplos limitantes incluyen la SEQ ID Nos. 12 a 27 o un fragmento o un equivalente
bioldgico de cada uno de los mismos. En un aspecto, se excluyen los polipéptidos de union a ADN de tipo silvestre
aislados, es decir, que el polipéptido no es ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100 o una secuencia de
polipéptidos aislada enumerada en la Tabla 1 o mostrada en la Tabla 2.

En adn un aspecto adicional, esta divulgacion proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende o
alternativamente que consiste esencialmente, o que consiste aun ademas, de la SEQ ID NO. 3 0 4 o un fragmento o
un equivalente de cada uno de los mismos solo o en combinacién con un polipéptido que comprende, o
alternativamente que consiste esencialmente en, o que consiste ademas en un aminoacido correspondiente a los
fragmentos beta-3 y/o alfa-3 de un Haemophilus influenzae IHF-a o IHF .beta., cuyos ejemplos no limitantes incluyen
la SEQ ID NO. 12 a 27, y 34-35 o un equivalente biolégico de cada uno de los mismos. En un aspecto, se excluyen
los polipéptidos de unién a ADN de tipo silvestre aislados, es decir, que el polipéptido no es ninguno de la SEQ ID
NO. 6 a 11, 28, 29 0 42 a 100 o una secuencia de polipéptidos de tipo silvestre aislada enumerada en la Tabla 1 o
mostrada en la Tabla 2.
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Esta divulgacion también proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden o que consisten
alternativamente esencialmente en, o aun ademas, consisten en dos o mas, o tres o mas, cuatro o mas, cinco o
mas, seis 0 mas, siete o mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o mas, once o mas, doce o mas, trece o mas de los
catorce polipéptidos aislados o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos. Ejemplos de tales
incluyen polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden la SEQ ID NO. 1 a 4, por ejemplo, SEQ ID NO. 1y
2, o alternativamente 1 y 3 o alternativamente 1 y 4, o alternativamente 2 y 3, o alternativamente SEQ ID NO. 1, 2y
3 o alternativamente, 2, 3 y 4, o alternativamente 1, 3 y 4. Los polipéptidos pueden estar en cualquier orientacion,
por ejemplo, SEQ ID NO. 1,2y 30 SEQ ID NO. 3, 2y 1 o alternativamente 2, 1y 3, o alternativamente, 3, 1y 2. Los
equivalentes bioldgicos de estos polipéptidos se incluyen adicionalmente en esta invencién con la condicién de que
las secuencias no incluyan secuencias de tipo silvestre aisladas tal como las identificadas en Tablas 1, 2 y 3.

En otro aspecto, esta divulgacién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende o
alternativamente que consiste esencialmente, o aun ademas, que consiste en la SEQ ID NO. 102y 3 04, oun
fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos, con la condicién de que el polipéptido no sea ninguno de la
SEQ ID NO. 6 a 11, y pueden comprender ademas uno o mas de los la SEQ ID NO: 11 a 26, por ejemplo, 11y 12, o
alternativamente 1 y 11, o alternativamente 2 y 11, o alternativamente, 1 y 12, o alternativamente 2 y 12, o
alternativamente 11, 12 y 1, o alternativamente 2, 11 y 12. En este ejemplo, la SEQ ID NO. 1 o 2 se encuentra
corriente arriba o en el terminal amino de la SEQ ID NO. 3 o 4, con la condicién de que la secuencia de aminoacidos
no sea un polipéptido de tipo silvestre aislado, por ejemplo, ninguno de la SEQ ID NO. 6 a 11, 28 y 29. En otro
aspecto, el polipéptido aislado comprende la SEQ ID NO. 3 o 4 ubicados corriente arriba o en el terminal amino de la
SEQ ID NO. 1 o 2. Los equivalentes bioldgicos de estos polipéptidos se incluyen adicionalmente en esta divulgacion
con la condicién de que la secuencia no incluya polipéptidos de tipo silvestre aislados.

En cualquiera de los ejemplos anteriores, se puede agregar un enlazador peptidico al N-terminal o al C-terminal del
polipéptido. Un "enlazador" o "enlazador peptidico" se refiere a una secuencia peptidica enlazada al N-terminal o al
C-terminal de una secuencia polipeptidica. En un aspecto, el enlazador tiene una longitud de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 residuos de aminoacidos o, alternativamente, de 2 a aproximadamente 10, de
aproximadamente 3 a aproximadamente 5 residuos de aminoacidos de longitud. Un ejemplo de un enlazador
peptidico es Gly-Pro-Ser-Leu-Lys-Leu (SEQ ID NO: 37). Otros ejemplos incluyen Gly-Gly-Gly; Gly-Pro-Ser-Leu (SEQ
ID NO: 38); Gly-Pro-Ser; Pro-Ser-Leu-Lys (SEQ ID No: 39); Gly-Pro-Ser-Leu-Lys (SEQ ID NO: 40) y Ser-Leu-Lys-
Leu (SEQ ID NO: 41).

Los polipéptidos aislados divulgados en este documento pretenden incluir polipéptidos y proteinas de tipo silvestre
aislados y producidos de forma recombinante a partir de células huésped procariotas y eucariotas, asi como
muteinas, analogos y fragmentos de los mismos, ejemplos de tales células se describen anteriormente. En algunas
realizaciones, el término también incluye anticuerpos y anticuerpos antiidiotipicos como se describe en el presente
documento. Tales polipéptidos pueden aislarse o producirse usando los procedimientos conocidos en la técnica y
descritos brevemente aqui.

En un aspecto aun adicional, los polipéptidos estan conjugados o enlazados a un marcador detectable. Los
marcadores adecuados son conocidas en la técnica y se describen en este documento.

En un aspecto aun adicional, los polipéptidos con o sin un marcador detectable pueden estar contenidos o
expresados en la superficie de una célula huésped procariota o eucariota huésped, tal como una célula dendritica.

Las proteinas y los polipéptidos se pueden obtener mediante una serie de procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica, los cuales incluyen purificacion, sintesis quimica y procedimientos recombinantes. Los
polipéptidos pueden aislarse de preparaciones tales como sistemas de células huésped mediante procedimientos
tales como inmunoprecipitacion con anticuerpo y técnicas estandar tales como filtracion en gel, intercambio iénico,
fase reversa y cromatografia de afinidad. Para tal metodologia, véase por ejemplo Deutscher et al. (1999) Guide To
Protein Purification: Methods In Enzymology (Vol. 182, Academic Press). Por consiguiente, esta invencion también
proporciona los procedimientos para obtener estos polipéptidos, asi como los productos obtenibles y obtenidos por
estos procedimientos.

Los polipéptidos también se pueden obtener mediante sintesis quimica usando un sintetizador de péptidos
automatizado disponible comercialmente, tal como los fabricados por Perkin/Elmer/Applied Biosystems, Inc., Modelo
430A o0 431A, Foster City, California, USA. El polipéptido sintetizado puede precipitarse y purificarse adicionalmente,
por ejemplo mediante cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC). Por consiguiente, también se puede usar un
procedimiento para sintetizar quimicamente las proteinas de esta invencion proporcionando la secuencia de la
proteina y los reactivos, tales como aminoacidos y enzimas, y enlazando los aminoacidos en la orientacion y
secuencia lineal adecuadas.

Alternativamente, las proteinas y polipéptidos pueden obtenerse por procedimientos recombinantes bien conocidos
como se describe, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989) supra, usando una célula huésped y sistemas de vectores
descritos en este documento.
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Esta aplicacion también proporciona los polipéptidos descritos en el presente documento conjugados con un agente
detectable para su uso en los procedimientos de diagndstico. Por ejemplo, los polipéptidos marcados de forma
detectable pueden unirse a una columna y usarse para la deteccion y purificacion de anticuerpos. También son Utiles
como inmundégenos para la produccion de anticuerpos como se describe a continuacion. Los polipéptidos de esta
invencion también se pueden usar en un sistema de ensayo in vitro para detectar agentes o farmacos, los cuales
modulan los procedimientos celulares.

Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" se refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales
o sintéticos, que incluyen glicina y los isdmeros 6pticos D o L, y analogos de aminoacidos y peptidomiméticos. Un
péptido de tres o mas aminoacidos se denomina cominmente oligopéptido si la cadena peptidica es corta. Si la
cadena peptidica es larga, el péptido se denomina cominmente polipéptido o proteina.

Los péptidos de la invencion pueden modificarse para incluir aminoacidos no naturales. Por lo tanto, los péptidos
pueden comprender D-aminoacidos, una combinacion de y L-aminoacidos, y diversos aminoacidos "de disefio" (por
ejemplo, beta-metil aminoacidos, C-a.-metil aminoacidos y N- a-metil aminoacidos, etc.) para transportar
propiedades especiales a los péptidos. Ademas, al asignar aminoacidos especificos en etapas de acoplamiento
especificos, se pueden generar péptidos con a-hélices. giros, .beta. laminas, gamma.-giros. y péptidos ciclicos.
Generalmente, se cree que se prefiere la estructura secundaria a-helicoidal o la estructura secundaria aleatoria.

Los polipéptidos de esta invencién también se pueden combinar con diversos portadores en fase sélida, tal como un
implante, una canula, una pasta, un gel, un implante dental o un implante médico o portadores en fase liquida, tal
como perlas, soluciones estériles o acuosas, vehiculos farmacéuticamente aceptables, polimeros farmacéuticamente
aceptables, liposomas, micelas, suspensiones y emulsiones. Ejemplos de disolventes no acuosos incluyen
propiletilenglicol, polietilenglicol y aceites vegetales. Cuando se usa para preparar anticuerpos o inducir una
respuesta inmune in vivo, los portadores también pueden incluir un adyuvante que es util para aumentar de manera
no especifica una respuesta inmune especifica. Un artesano experto puede determinar facilmente si se requiere un
adyuvante y seleccionar uno. Sin embargo, solo con fines ilustrativos, los adyuvantes adecuados incluyen, pero no
se limitan a, sales minerales y polinucleétidos completos e incompletos de Freund. Otros adyuvantes adecuados
incluyen monofosforil lipido A (MPL), derivados mutantes de la enterotoxina labil al calor de E. coli, derivados
mutantes de toxina del colera, oligonucledtidos de CPG y adyuvantes derivados del escualeno.

Esta divulgacion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende o alternativamente que
consiste esencialmente, o que consiste ademas en, cualquiera de un polipéptido, analogo, muteina o fragmento de
esta invencion, solo o en combinacion entre si u otros agentes, tales como antibidticos y un portador aceptable o un
soporte solido. Estas composiciones son utiles para diversos procedimientos de diagndstico y terapéuticos como se
describe en el presente documento.

Polinucleétidos

Esta divulgacion también proporciona polinucledtidos aislados o recombinantes que codifican uno o mas de los
polipéptidos aislados o recombinantes identificados anteriormente y sus respectivas cadenas complementarias. Los
vectores que comprenden los polinucledtidos aislados o recombinantes se proporcionan ademas cuyos ejemplos se
conocen en la técnica y se describen brevemente aqui. En un aspecto donde se va a expresar mas de un
polinucleétido aislado o recombinante como una sola unidad, los polinucleétidos aislados o recombinantes pueden
estar contenidos dentro de un vector policistrénico. Los polinucleétidos pueden ser ADN, ARN, ARNm o ARN
interferente, tal como ARNSsi, miARN o ARNbc.

En otro aspecto, esta divulgacion proporciona un agente interferente que es un polinucleétido de unién de cuatro
vias que se asemeja a una unién de Holliday, un polinucleétido de unién de 3 vias que se asemeja a una horquilla
de replicacion, un polinucledtido que tiene flexibilidad inherente o polinucleétido doblado que puede tratar o inhibir el
polinucleétido de ADN BIl de unirse al ADN microbiano, asi como tratar, prevenir o inhibir la formacién de
biopeliculas y las infecciones y trastornos asociados. Un experto en la técnica puede elaborar tales polinucleétidos
utilizando la informacién proporcionada en este documento y el conocimiento de los expertos en la técnica. Véase
Goodman and Kay (1999) J. Biological Chem. 274(52):37004-37011 and Kamashev and Rouviere-Yaniv (2000)
EMBO J. 19(23):6527-6535.

La divulgacion proporciona ademas el polinucledtido aislado o recombinante enlazado operativamente a un promotor
de la transcripcion de ARN, asi como otras secuencias reguladoras para la replicacion y/o expresion transitoria o
estable del ADN o ARN. Como se usa en el presente documento, el término "enlazado operativamente" significa
colocado de tal manera que el promotor dirigira la transcripcion del ARN fuera de la molécula de ADN. Ejemplos de
tales promotores son SP6, T4 y T7. En ciertas realizaciones, los promotores especificos de células se usan para la
expresion especifica de células del polinucledtido insertado. Los vectores que contienen un promotor o un
promotor/potenciador, con codones de terminaciéon y secuencias marcadoras seleccionables, asi como un sitio de
clonacién en el cual una pieza insertada de ADN puede enlazarse operativamente a ese promotor son conocidos en
la técnica y estan disponibles comercialmente. Para la metodologia general y las estrategias de clonacion, véase
Gene Expression Technology (Goeddel ed., Academic Press, Inc. (1991)) y las referencias citadas alli y Vectors:
Essential Data Series (Gacesa y Ramiji, eds., John Wiley & Sons, NY ( 1994)) que contiene mapas, propiedades
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funcionales, proveedores comerciales y una referencia a los numeros de acceso GenEMBL para diversos vectores
adecuados.

Un polinucleétido derivado de los polinucledtidos de la invencion puede codificar polipéptidos o proteinas que tienen
utilidades diagndsticas y terapéuticas como se describe aqui, asi como sondas para identificar transcripciones de la
proteina que pueden o no estar presentes. Estos fragmentos de acido nucleico pueden prepararse, por ejemplo,
mediante digestion con enzimas de restriccion de polinucleétidos mas grandes y luego marcarse con un marcador
detectable. Alternativamente, se pueden generar fragmentos aleatorios usando la traduccion en muesca de la
molécula. Para la metodologia para la preparacion y marcado de tales fragmentos, véase Sambrook, et al. (1989)
supra.

Los vectores de expresion que contienen estos acidos nucleicos son Utiles para obtener sistemas de vectores
huésped para producir proteinas y polipéptidos. Esta implicito que estos vectores de expresion deben ser replicables
en los organismos huéspedes como episomas o como parte integral del ADN cromosémico. Ejemplos no limitantes
de vectores de expresion adecuados incluyen plasmidos, vectores de levadura, vectores virales y liposomas. Los
vectores adenovirales son particularmente utiles para introducir genes en tejidos in vivo debido a sus altos niveles de
expresion y transformacion eficiente de células tanto in vifro como in vivo. Cuando se inserta un acido nucleico en
una célula huésped adecuada, por ejemplo, una célula procariota o eucariota y la célula huésped se replica, la
proteina se puede producir de forma recombinante. Las células huésped adecuadas dependeran del vector y
pueden incluir células de mamifero, células animales, células humanas, células de simio, células de insecto, células
de levadura y células bacterianas construidas usando procedimientos conocidos. Ver Sambrook, et al. (1989) supra.
Ademas del uso del vector viral para la insercion de acido nucleico exdgeno en las células, el acido nucleico puede
insertarse en la célula huésped mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como la transformacion de
células bacterianas; transfeccién usando precipitacién con fosfato de calcio para células de mamifero; o DEAE-
dextrano; electroporacion o microinyeccion. Véae, Sambrook et al. (1989) supra, para metodologia. Por lo tanto, esta
invencion también proporciona una célula huésped, por ejemplo una célula de mamifero, una célula animal (rata o
ratén), una célula humana o una célula procariota tal como una célula bacteriana, que contiene un polinucleétido que
codifica una proteina o polipéptido o anticuerpo.

Cuando los vectores se usan para terapia génica in vivo o ex vivo, se prefiere un vector farmacéuticamente
aceptable, tal como un vector retroviral o adenoviral incompetente en la replicacion. Los vectores farmacéuticamente
aceptables que contienen los acidos nucleicos de esta invencidon pueden modificarse adicionalmente para la
expresion transitoria o estable del polinucledtido insertado. Como se usa en el presente documento, el término
"vector farmacéuticamente aceptable" incluye, pero no se limita a, un vector o vehiculo de suministro que tiene la
capacidad de direccionarse selectivamente e introducir el acido nucleico en las células en division. Un ejemplo de tal
vector es un vector "incompetente en la replicacion" definido por su incapacidad para producir proteinas virales, lo
que impide la propagacion del vector en la célula huésped infectada. Un ejemplo de un vector retroviral
incompetente en la replicacion es LNL6 (Miller et al. (1989) BioTechniques 7: 980-990). Se ha establecido la
metodologia del uso de retrovirus incompetentes en la replicacion para la transferencia génica mediada por
retrovirus de marcadores génicos. (Bordignon (1989) PNAS USA 86: 8912-8952; Culver (1991) PNAS USA 88: 3155;
y Rill (1991) Blood 79 (10): 2694-2700).

Se pueden generar células genéticamente modificadas que contienen y/o expresan los polinucledtidos de esta
invencion. Las células genéticamente modificadas se pueden producir mediante la insercién de secuencias
reguladoras corriente arriba, tales como promotores o activadores de genes (véase, Patente U.S. No. 5.733.761).

Los polinucleétidos pueden conjugarse con un marcador detectable, por ejemplo, un marcador enzimatico o un
radiois6topo para la deteccion de acido nucleico y/o la expresion del gen en una célula. Se conoce una amplia
variedad de marcadores detectables apropiados en la técnica, incluidos ligandos fluorescentes, radiactivos,
enzimaticos u otros, tales como avidina/biotina, los cuales son capaces de dar una sefal detectable. En un aspecto,
es probable desear emplear un marcador fluorescente o un etiqueta enzimatica, tal como ureasa, fosfatasa alcalina
o peroxidasa, en lugar de reactivos radioactivos u otros reactivos no deseables para el medio ambiente. En el caso
de las etiquetas enzimaticas, se pueden emplear sustratos indicadores calorimétricos para proporcionar un medio
visible al ojo humano o espectrofotométricamente, para identificar la hibridacion especifica con muestras
complementarias que contienen acido nucleico. Por lo tanto, esta invencién proporciona ademas un procedimiento
para detectar un polinucleétido monocatenario o su complemento, poniendo en contacto el polinucleétido
monocatenario objetivo con un polinucleétido monocatenario marcado (una sonda) que es una parte del
polinucledtido de esta invencidon bajo condiciones que permiten la hibridacion (preferiblemente condiciones de
hibridacion moderadamente estrictas) de polinucleétidos monocatenarios complementarios, o mas preferiblemente,
bajo condiciones de hibridacion altamente estrictas. Los pares de polinucleétidos hibridados se separan de los
polinucleétidos monocatenarios no hibridados. Los pares de polinucleétidos hibridados se detectan utilizando
procedimientos conocidos por los expertos en la técnica y se exponen, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989)
supra.

El polinucleétido realizado en esta invenciéon puede obtenerse usando sintesis quimica, procedimientos de clonacion
recombinante, PCR o cualquier combinacién de los mismos. Los procedimientos de sintesis quimica de
polinucledtidos son conocidos en la técnica y no necesitan describirse en detalle aqui. Un experto en la técnica
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puede usar los datos de secuencia proporcionados en el presente documento para obtener un polinucleétido
deseado empleando un sintetizador de ADN o haciendo un pedido a un servicio comercial.

Los polinucledtidos de esta invencion pueden aislarse o replicarse usando PCR. La tecnologia de PCR es el asunto
objeto de las patentes U.S. Nos. 4.683.195; 4.800.159; 4.754.065; y 4.683.202 y se describe en PCR: The
Polymerase Chain Reaction (Mullis et al. eds., Birkhauser Press, Boston (1994)) o MacPherson et al. (1991) y (1995)
supra, y referencias citadas alli. Alternativamente, un experto en la técnica puede usar las secuencias
proporcionadas aqui y un sintetizador de ADN comercial para replicar el ADN. Por consiguiente, esta divulgacion
también proporciona un procedimiento para obtener los polinucleétidos de esta invenciéon al proporcionar la
secuencia lineal del polinucleétido, nucleétidos, moléculas cebadoras apropiadas, productos quimicos tales como
enzimas e instrucciones para su replicacion y replicacion o enlazamiento quimico de los nucledétidos en la orientacion
adecuada para obtener los polinucleétidos. En una realizacion separada, estos polinucleétidos se aislan
adicionalmente. Aun adicionalmente, un experto en la técnica puede insertar el polinucleétido en un vector de
replicacion adecuado e insertar el vector en una célula huésped adecuada (procariota o eucariota) para replicacion y
amplificacion. EI ADN asi amplificado puede aislarse de la célula mediante procedimientos conocidos por los
expertos en la técnica. Ademas, en el presente documento se proporciona un procedimiento para obtener
polinucleétidos mediante este procedimiento, asi como los polinucleétidos asi obtenidos.

El ARN se puede obtener insertando primero un polinucleétido de ADN en una célula huésped adecuada. EI ADN
puede administrarse mediante cualquier procedimiento apropiado, por ejemplo, mediante el uso de un vehiculo de
suministro de genes apropiado (por ejemplo, liposoma, plasmido o vector) o mediante electroporacion. Cuando la
célula se replica y el ADN se transcribe en ARN; el ARN puede aislarse luego usando procedimientos conocidos por
los expertos en la técnica, por ejemplo, como se establece en Sambrook et al. (1989) supra. Por ejemplo, el ARNm
se puede aislar usando diveersas enzimas liticas o soluciones quimicas de acuerdo con los procedimientos
establecidos en Sambrook et al. (1989) supra, o extraido por resinas de unién a acido nucleico siguiendo las
instrucciones adjuntas proporcionadas por los fabricantes.

Los polinucledtidos que muestran complementariedad de secuencia u homologia con un polinucleétido de esta
invencion son utiles como sondas de hibridaciéon. Dado que se conoce la secuencia de codificacion completa de la
transcripcion, cualquier porcion de esta secuencia o secuencias homologas se puede usar en los procedimientos
divulgados en este documento.

En la técnica se sabe que no se necesita una sonda "perfectamente coincidente" para una hibridaciéon especifica.
Los cambios menores en la secuencia de la sonda logrados por sustitucion, delecion o inserciéon de un pequefio
numero de bases no afectan la especificidad de hibridacion. En general, se puede tolerar hasta un 20 % de falta de
coincidencia de pares de bases (cuando esta alineado de manera optima). Preferiblemente, una sonda util para
detectar el ARNm mencionado anteriormente es al menos aproximadamente 80 % idéntica a la region homologa.
Mas preferiblemente, la sonda es 85 % idéntica a la secuencia génica correspondiente después de la alineacion de
la region homologa; incluso mas preferiblemente, exhibe 90 % de identidad.

Estas sondas se pueden usar en radioensayos (por ejemplo, andlisis de transferencia Southern y Northern) para
detectar, pronosticar, diagnosticar o monitorizar diversas células o tejidos que contienen estas células. Las sondas
también se pueden unir a un soporte sélido o a una matriz tal como un chip para usar en ensayos de cribado de alto
rendimiento para la deteccion de la expresion del gen que corresponde a un polinucledtido divulgado en este
documento. Por consiguiente, esta divulgacién también proporciona una sonda que comprende o que corresponde a
un polinucledtido divulgado en el presente documento, o su equivalente, o su complemento, o un fragmento del
mismo, unido a un soporte sélido para su uso en cribados de alto rendimiento.

El tamafo total del fragmento, asi como el tamafio de los tramos complementarios, dependeran del uso o aplicacion
prevista del segmento particular de acido nucleico. Los fragmentos mas pequefios generalmente encontraran uso en
realizaciones de hibridacion, en las que la longitud de la region complementaria puede variar, tal como entre al
menos 5 a 10 a aproximadamente 100 nucleétidos, o incluso la longitud completa de acuerdo con las secuencias
complementarias que uno desea detectar.

Generalmente se prefieren las sondas de nucleétidos que tienen secuencias complementarias en tramos mayores
de 5 a 10 nucleodtidos de longitud, con el fin de aumentar la estabilidad y la selectividad del hibrido, y de ese modo
mejorar la especificidad de las moléculas hibridas particulares obtenidas. Mas preferiblemente, se pueden disefnar
polinucleétidos que tengan tramos complementarios de genes de 10 o mas o mas de 50 nucleétidos de longitud, o
incluso mas largos donde se desee. Tales fragmentos pueden prepararse facilimente, por ejemplo, sintetizando
directamente el fragmento por medios quimicos, mediante la aplicacion de tecnologia de reproduccion de acido
nucleico, tal como la tecnologia de PCR con dos oligonucleétidos de cebado como se describe en la Patente U.S.
No. 4.603.102 o mediante la introduccion de secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para produccion
recombinante. En un aspecto, una sonda tiene aproximadamente 50-75 o mas alternativamente, 50-100, nucleétidos
de longitud.

Los polinucledtidos de la presente invencion pueden servir como cebadores para la deteccion de genes o
transcriptos de genes que se expresan en células descritas en el presente documento. En este contexto,
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amplificacion significa cualquier procedimiento que emplee una polimerasa dependiente de cebador capaz de
replicar una secuencia diana con una fidelidad razonable. La amplificacion puede llevarse a cabo mediante ADN-
polimerasas naturales o recombinantes tales como la ADN polimerasa T7, el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa de E. coli y la transcriptasa reversa. Solo con fines ilustrativos, un cebador tiene la misma longitud que el
identificado para las sondas.

Un procedimiento para amplificar polinucleétidos es la PCR vy los kits para la amplificacion por PCR estan disponibles
comercialmente. Después de la amplificacion, los fragmentos de ADN resultantes pueden detectarse mediante
cualquier procedimiento apropiado conocido en la técnica, por ejemplo, mediante electroforesis en gel de agarosa
seguido de visualizacion con tincién con bromuro de etidio e iluminacion ultravioleta.

Se han desarrollado procedimientos para administrar una cantidad efectiva de un vector o vehiculo de suministro de
genes a una célula y los expertos en la técnica los conocen y se describen en el presente documento. Los
procedimientos para detectar la expresion génica en una célula son conocidos en la técnica e incluyen técnicas tales
como hibridacién con micromatrices de ADN, hibridacion in situ, PCR, ensayos de proteccion de RNasa y analisis de
transferencia Northern. Tales procedimientos son utiles para detectar y cuantificar la expresion del gen en una
célula. Alternativamente, la expresion del polipéptido codificado puede detectarse por diversos procedimientos. En
particular, es util preparar anticuerpos policlonales o monoclonales que son especificamente reactivos con el
polipéptido diana. Tales anticuerpos son Utiles para visualizar células que expresan el polipéptido usando técnicas
tales como inmunohistologia, ELISA y transferencia Western. Estas técnicas se pueden usar para determinar el nivel
de expresion del polinucledtido expresado.

Anticuerpos y derivados de los mismos

Esta invencion también proporciona un anticuerpo que se une y/o reconoce y se une especificamente a un
polipéptido aislado para su uso en los procedimientos de la invencién. El anticuerpo puede ser cualquiera de los
diversos anticuerpos descritos en el presente documento, ejemplos no limitantes de los mismos incluyen un
anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo
revestido, un diacuerpo, un anticuerpo humanizado, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo humanizado
recombinante, o un derivado o fragmento de unién a antigeno del mismo. En un aspecto, el fragmento comprende, o
alternativamente consiste esencialmente en, o aun ademas consiste en la CDR del anticuerpo. En un aspecto, el
anticuerpo esta marcado de forma detectable o comprende ademas un marcador detectable conjugado a él.
También se proporciona una linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de esta invencion.
Las composiciones que comprenden o que consisten alternativamente esencialmente en o adn ademas, que
consisten en una o mas de las realizaciones anteriores se proporcionan adicionalmente aqui. Ademas se
proporcionan polinucleétidos que codifican la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos y fragmentos, asi como
procedimientos para producir de manera recombinante los polipéptidos de anticuerpos y fragmentos de los mismos.
Los polipéptidos de anticuerpos pueden producirse en una célula eucariota o procariota, o mediante otros
procedimientos conocidos en la técnica y descritos en este documento.

Los anticuerpos pueden generarse usando técnicas convencionales conocidas en la técnica y estan bien descritas
en la literatura. Existen varias metodologias para la produccion de anticuerpos policlonales. Por ejemplo, los
anticuerpos policlonales se producen tipicamente por inmunizacién de un mamifero adecuado tal como, pero sin
limitacién a, pollos, cabras, cobayas, hamsters, caballos, ratones, ratas y conejos. Se inyecta un antigeno en el
mamifero, el cual induce a los linfocitos B a producir inmunoglobulinas especificas para el antigeno. Las
inmunoglobulinas se pueden purificar a partir del suero del mamifero. Los anticuerpos especificos para IHFa e IHF(3
pueden generarse mediante la inyecciéon de polipéptidos que corresponden a diferentes epitopos de IHFa y IHF.
Por ejemplo, los anticuerpos se pueden generar usando los 20 aminoacidos de cada subunidad tal como
TFRPGQKLKSRVENASPKDE (SEQ ID NO. 34) para IHFa y KYVPHFKPGKELRDRANIYG (SEQ ID No. 35) para
IHFB, o alternativamente un anticuerpo que reconoce y se une especificamente a un polinucleétido o péptido que
comprende una o mas de las secuencias: TCTCAACGATTTA (SEQ ID NO. 341); WATCAANNNNTTR (donde W es
Ao T, N es cualquier nucledtido y R es A o G; (SEQ ID NO. 342); MATITKLDIIEYLSDKYHLS (también denominado
en este documento como hIFA1; (SEQ ID NO. 343); KYHLSKQDTKNVVENELEEI (también denominado en este
documento como hIFA2; (SEQ ID NO. 344); FLEEIRLSLESGQDVKLSGF (también denominado en el presente
documento como hIFA3; (SEQ ID NO. 345); KLSGFGNFELRDKSSRPGRN (también denominado en este
documento como hiFA4; (SEQ ID NO. 346); RPGRNPKTGDVVPVSARRVV denominado en el presente documento
como hIFA5; (SEQ ID NO. 347); ARRVVTFKPGQKLRARVEKTK (también denominado en este documento como
hIFAG; (SEQ ID NO. 348), o un equivalente del mismo o un polinucleétido o péptido que tiene al menos 60 %, o
alternativamente al menos 65 %, o alternativamente al menos 70 %, o alternativamente al menos 75 %, o
alternativamente 80 %, o alternativamente al menos 85 %, o alternativamente al menos 90 %, o alternativamente al
menos 95 % de identidad con el mismo o para secuencias de polipéptidos, que esta codificada por un polinucleétido
0 su complemento que se hibrida bajo condiciones de alta rigurosidad con un polinucleétido que codifica tales
secuencias de polipéptidos. Las condiciones de alta rigurosidad se describen anteriormente y se incorporan aqui
como referencia. Los solicitantes han determinado que los aminoacidos en negrita y subrayados estan muy
conservados y, por lo tanto, en un aspecto, no se modifican ni alteran al designar un polipéptido equivalente.
Ejemplos adicionales de polipéptidos equivalentes incluyen, por ejemplo, un polipéptido que consiste en o que
comprende los polipéptidos mencionados anteriormente con la adiciéon de hasta 25, o alternativamente 20, o
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alternativamente 15, o alternativamente hasta 10, o alternativamente hasta 5 aminoacidos aleatorios en ya sea el
terminal amino o carboxilo (0 en ambos). Ejemplos adicionales incluyen anticuerpos que especificamente reconocen
y se unen al polipéptido identificado en la Tabla 2 (e incorporado aqui como referencia). Las variaciones de esta
metodologia incluyen la modificacién de adyuvantes, rutas y sitio de administracion, volimenes de inyeccion por sitio
y €l nimero de sitios por animal para una produccién 6ptima y un tratamiento humano del animal. Por ejemplo, los
adyuvantes se usan tipicamente para mejorar o potenciar una respuesta inmune a los antigenos. La mayoria de los
adyuvantes proporcionan un depdsito de antigeno en el sitio de inyeccion, lo cual permite una liberacion lenta del
antigeno en los nodos linfaticos drenantes. Otros adyuvantes incluyen tensioactivos los cuales promueven la
concentracion de moléculas de antigeno proteico sobre un area de superficie grande y moléculas
inmunoestimuladoras. Los ejemplos no limitantes de adyuvantes para la generacion de anticuerpos policlonales
incluyen adyuvantes de Freund, sistema adyuvante Ribi y Titermax. Los anticuerpos policlonales pueden generarse
usando procedimientos conocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen en las patentes U.S. Nos.
7.279.559; 7.119.179; 7.060.800; 6.709.659; 6.656.746; 6.322.788; 5.686.073; y 5.670.153.

Los anticuerpos monoclonales pueden generarse usando técnicas de hibridoma convencionales conocidas en la
técnica y bien descritas en la literatura. Por ejemplo, se produce un hibridoma fusionando una linea celular inmortal
adecuada (por ejemplo, una linea celular de mieloma tal como, pero sin limitacion, Sp2/0, Sp2/0-AG14, NSO, NS1,
NS2, AE-1, L.5, P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS1, Sp2 SA5, U397, MLA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1,
JURKAT, WEHI, K-562, COS, RAJI, NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, CHO, PerC.6, YB2/O)) o
similares, o heteromielomas, productos de fusién de los mismos, o cualquier célula o célula de fusion derivada de
alli, o cualquier otra linea celular adecuada como se conoce en la técnica (véase, aquellos en las siguientes
direcciones web, por ejemplo, atcc.org, lifetech.com., consultado por ultima vez el 26 de noviembre de 2007), con
células productoras de anticuerpos, tales como, pero no limitado a, bazo aislado o clonado, sangre periférica, linfa,
amigdalas u otras células inmunes o que contienen células B, o cualquier otra célula que exprese la cadena pesada
o ligera constante o variable o marco o secuencias de CDR, ya sea como acido nucleico endégeno o heteroélogo,
como recombinante o enddgeno, viral, bacteriano, de algas, procariotas, anfibios, insectos, reptiles, peces,
mamiferos, roedores, equinos, ovinos, caprinos, ovejas, primates, eucariotas, ADN genémico, ADNc, ADNr, ADN o
ARN mitocondrial, ADN o ARN de cloroplastos, ARNhn, ARNm, ARNt, cadena individual, doble o triple, hibridada y
similares o cualquier combinacién de los mismos. Las células productoras de anticuerpos también pueden obtenerse
de la sangre periférica o, preferiblemente del bazo o los nodos linfaticos, de humanos u otros animales adecuados
que han sido inmunizados con el antigeno de interés. También se puede usar cualquier otra célula huésped
adecuada para expresar acido nucleico heterélogo o endégeno que codifique un anticuerpo, fragmento especificado
o variante del mismo, de la presente invencion. Las células fusionadas (hibridomas) o las células recombinantes
pueden aislarse usando condiciones de cultivo selectivas u otros procedimientos conocidos adecuados, y clonarse
mediante dilucion limitante o clasificacion celular, u otros procedimientos conocidos.

Se pueden usar otros procedimientos adecuados para producir o aislar anticuerpos de la especificidad requerida,
incluidos, pero no limitados a, procedimientos que seleccionan anticuerpos recombinantes de una biblioteca de
péptidos o proteinas (por ejemplo, pero no limitado a, un bacteriéfago, ribosoma, oligonucleétido, ARN, ADNc, o
similares, muestran la biblioteca; por ejemplo, segin esté disponible de diversos proveedores comerciales tales
como MorphoSys (Martinsreid/Planegg, Del.), Biolnvent (Lund, Suecia), Affitech (Oslo, Noruega) utilizando
procedimientos conocidos en la técnica. Los procedimientos conocidos en la técnica se describen en la bibliografia
de patentes, algunos de los cuales incluyen las patentes U.S. Nos. 4.704.692; 5.723.323; 5.763.192; 5.814.476;
5.817.483; 5.824.514; 5.976.862. Los procedimientos alternativos dependen de la inmunizacién de animales
transgénicos. (por ejemplo, ratones SCID, Nguyen et al. (1977) Microbiol. Immunol. 41:901-907 (1997); Sandhu et al.
(1996) Crit. Rev. Biotechnol. 16:95-118; Eren et al. (1998) Immunol. 93:154-161 que son capaces de producir un
repertorio de anticuerpos humanos, como se conoce en la técnica y/ o como se describe en este documento. Tales
técnicas incluyen, pero no se limitan a, visualizacion de ribosomas (Hanes et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
94:4937-4942; Hanes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:14130-14135); tecnologias de produccion de
anticuerpos de células individuales (por ejemplo, procedimiento de anticuerpos de linfocitos seleccionados ("SLAM")
(U.S. Patent No. 5,627,052, Wen et al. (1987) J. Immunol. 17:887-892; Babcook et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93:7843-7848); microgotas de gel y citometria de flujo (Powell et al. (1990) Biotechnol. 8:333-337; One Cell
Systems, (Cambridge, Mass).; Gray et al. (1995) J. Imm. Meth. 182:155-163; y Kenny et al. (1995) Bio. Technol.
13:787-790); seleccion de células B (Steenbakkers et al. (1994) Molec. Biol. Reports 19:125-134).

Los derivados de anticuerpos de la presente invencién también se pueden preparar suministrando un polinucleétido
que codifica un anticuerpo de esta invenciéon a un huésped adecuado tal como para proporcionar animales o
mamiferos transgénicos, tales como cabras, vacas, caballos, ovejas y similares, que producen tales anticuerpos en
su leche. Estos procedimientos son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes U.S. Nos.
5.827.690; 5.849.992; 4.873.316; 5.849.992; 5.994.616; 5.565.362; y 5.304.489.

El término "derivado de anticuerpo” incluye modificacion postraduccional a la secuencia polipeptidica lineal del
anticuerpo o fragmento. Por ejemplo, la Patente U.S. No. 6.602.684 B1 describe un procedimiento para la
generacion de formas de anticuerpos modificadas con glicol, que incluyen moléculas de anticuerpos completos,
fragmentos de anticuerpos o proteinas de fusiéon que incluyen una region equivalente a la region Fc de una
inmunoglobulina, que tiene mayor toxicidad celular mediada por Fc y las glucoproteinas generadas de esta manera.
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Los anticuerpos divulgados en el presente documento pueden incluir derivados que se modifican por la union
covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo, de tal manera que la unién covalente no impide que el
anticuerpo genere una respuesta antiidiotipica. Los derivados de anticuerpos incluyen, pero no se limitan a,
anticuerpos que han sido modificados por glicosilacion, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivacion
por grupos protectores/bloqueadores conocidos, escision proteolitica, enlace a un ligando celular u otra proteina, etc.
Ademas, los derivados pueden contener uno o mas aminoacidos no clasicos.

Los derivados de anticuerpos también se pueden preparar suministrando un polinucleétido de esta invencién para
proporcionar plantas transgénicas y células de plantas cultivadas (por ejemplo, pero sin limitarse a tabaco, maiz y
lenteja de agua) que producen tales anticuerpos, porciones especificas o variantes en las partes de la planta o en
células cultivadas a partir de las mismas. Por ejemplo, Cramer et al. (1999) Curr. Top. Microbol. Immunol 240: 95-
118 y las referencias alli citadas, describen la produccidon de hojas de tabaco transgénicas que expresan grandes
cantidades de proteinas recombinantes, por ejemplo, usando un promotor inducible. EI maiz transgénico se ha
utilizado para expresar proteinas de mamiferos a niveles de produccién comercial, con actividades bioldgicas
equivalentes a las producidas en otros sistemas recombinantes o purificadas de fuentes naturales. Véase, por
ejemplo, Hood et al. (1999) Adv. Exp. Med. Biol. 464: 127-147 y referencias citadas alli. Los derivados de
anticuerpos también se han producido en grandes cantidades a partir de semillas de plantas transgénicas, incluidos
fragmentos de anticuerpos, tales como anticuerpos de cadena sencilla (scFv’s), incluidas semillas de tabaco y
tubérculos de patata. VVéase, por ejemplo, Conrad et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 101-109 y referencias citadas alli.
Por lo tanto, los anticuerpos también se pueden producir usando plantas transgénicas, de acuerdo con
procedimientos conocidos.

Los derivados de anticuerpos también se pueden producir, por ejemplo, mediante la adicion de secuencias
exogenas para modificar la inmunogenicidad o reducir, mejorar o modificar la union, afinidad, tasa inactiva, tasa
activa, avidez, especificidad, semivida o cualquier otra caracteristica adecuada. Generalmente, parte o la totalidad
de las secuencias de CDR no humanas o humanas se mantienen mientras que las secuencias no humanas de las
regiones variables y constantes se reemplazan con aminoacidos humanos u otros aminoacidos.

En general, los residuos de CDR estan directamente y mas sustancialmente involucrados en influir en la unién al
antigeno. La humanizacién o la ingenieria de los anticuerpos se puede realizar utilizando cualquier procedimiento
conocido, tal como, pero no limitado a, los descritos en las patentes U.S. Nos. 5.723.323; 5.976.862; 5.824.514;
5.817.483; 5.814.476; 5,763,192; 5.723.323; 5.766.886; 5,714,352; 6.204.023; 6.180.370; 5.693.762; 5.530.101;
5.585.089; 5.225.539; y 4.816.567.

Los anticuerpos quiméricos, humanizados o primatizados de la presente invencion pueden prepararse en base a la
secuencia de un anticuerpo monoclonal murino preparado usando técnicas estandar de biologia molecular. EI ADN
que codifica las inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera puede obtenerse del hibridoma murino de interés y
manipularse para contener secuencias de inmunoglobulina no murinas (por ejemplo, humanas) utilizando técnicas
estandar de biologia molecular. Por ejemplo, para crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables murinas se
pueden unir a regiones constantes humanas usando procedimientos conocidos en la técnica (Patente U.S. No.
4.816.567). Para crear un anticuerpo humanizado, las regiones CDR murinas pueden insertarse en un marco
humano usando procedimientos conocidos en la técnica (Patente U.S. No. 5.225.539 y Patentes U.S. No. 5.530.101;
5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370). De manera similar, para crear un anticuerpo primatizado, las regiones CDR
murinas pueden insertarse en un marco de primates usando procedimientos conocidos en la técnica (WO 93/02108
y WO 99/55369).

Los anticuerpos divulgados en este documento también pueden modificarse para crear anticuerpos quiméricos. Los
anticuerpos quiméricos son aquellos en los que el ADN codifica los diversos dominios de las cadenas pesada y
ligera de los anticuerpos de mas de una especie. Véase, por ejemplo, la Patente U.S. No. 4.816.567.

Alternativamente, los anticuerpos de esta invencion también pueden modificarse para crear anticuerpos revestidos.
Los anticuerpos revestidos son aquellos en los que los residuos de aminoacidos exteriores del anticuerpo de una
especie son reemplazados juiciosamente o "revestidos" con los de una segunda especie para que los anticuerpos de
la primera especie no sean inmunogénicos en la segunda especie, reduciendo asi la inmunogenicidad del
anticuerpo. Dado que la antigenicidad de una proteina depende principalmente de la naturaleza de su superficie, la
inmunogenicidad de un anticuerpo podria reducirse reemplazando los residuos expuestos que difieren de los que se
encuentran usualmente en los anticuerpos de otras especies de mamiferos. Este reemplazo juicioso de los residuos
exteriores deberia tener poco o ningun efecto en los dominios interiores o en los contactos entre dominios. Por lo
tanto, las propiedades de union al ligando no deberian verse afectadas como consecuencia de las alteraciones las
cuales se limitan a los residuos del marco de la regién variable. El procedimiento se conoce como "revestido" ya que
solo se altera la superficie externa o la piel del anticuerpo, los residuos de soporte permanecen intactos.

El procedimiento de "revestido" hace uso de los datos de secuencia disponibles para dominios variables de
anticuerpos humanos compilados por Kabat et al. (1987) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 4th ed.,
Bethesda, Md., National Institutes of Health, actualizaciones de esta base de datos y otras bases de datos
estadounidenses y extranjeras accesibles (tanto acidos nucleicos como proteinas). Ejemplos no limitativos de los

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2746 971 T3

procedimientos usados para generar anticuerpos revestidos incluyen EP 519596; Patente U.S. No. 6.797.492; y
descrito en Padlan et al. (1991) Mol. Immunol 28 (4-5): 489-498.

El término "derivado de anticuerpo” también incluye "diacuerpos" los cuales son pequefios fragmentos de anticuerpo
con dos sitios de unién a antigeno, en los que los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada
(VH) conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptidos. (Véase, por
ejemplo, EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448.) Mediante el
uso de un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre dos dominios en la misma
cadena, los dominios se ven obligados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadena y crear dos
sitios de unién a antigeno. (Véase también, la Patente U.S. No. 6.632.926 de Chen et al. la cual divulga variantes de
anticuerpos que tienen uno o mas aminoacidos insertados en una region hipervariable del anticuerpo progenitor y
una afinidad de unién por un antigeno objetivo diana el cual es al menos aproximadamente dos veces mas fuerte
que la afinidad de unién del anticuerpo progenitor por el antigeno).

El término "derivado de anticuerpo” incluye ademas moléculas de anticuerpo modificadas por ingenieria genética,
fragmentos y dominios Unicos tales como scFv, dAbs, nanocuerpos, minicuerpos, Unicuerposy Afficuerpos (Holliger
& Hudson (2005) Nature Biotech 23 (9): 1126-36; Publicacion de patente No. US 2006/0211088; Publicacion PCT
No. WO2007/059782; Patente US No. 5,831,012).

El término "derivado de anticuerpo" incluye ademas "anticuerpos lineales". El procedimiento para fabricar
anticuerpos lineales se conoce en la técnica y se describe en Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8 (10): 1057-1062. En
resumen, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tandem (Vi -Cy 1-VH -Ch1) los cuales forman
un par de regiones de union a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

Los anticuerpos de esta invencion pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos celulares recombinantes
mediante procedimientos conocidos que incluyen, pero no se limitan a, purificacion de proteina A, precipitacion con
sulfato de amonio o etanol, extraccién de acido, cromatografia de intercambio anionico o cationico, cromatografia de
fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxilapatita y
cromatografia de lectina. La cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC") también se puede utilizar para la
purificacion.

Los anticuerpos de la presente invencion incluyen productos purificados naturalmente, productos de procedimientos
quimicos sintéticos y productos producidos por técnicas recombinantes de un huésped eucariota, que incluyen, por
ejemplo, levadura, células superiores de plantas, insectos y mamiferos, o alternativamente de un huésped procariota
como se describe mas arriba. Se describen varios sistemas de produccién de anticuerpos en Birch & Radner (2006)
Adv. Drug Delivery Rev. 58: 671-685.

El término "anticuerpo" también pretende incluir anticuerpos de todos los isotipos y subclases de inmunoglobulina.
Los isotipos particulares de un anticuerpo monoclonal pueden prepararse bien sea directamente seleccionando a
partir de una fusion inicial, o prepararse de forma secundaria, a partir de un hibridoma progenitor que secreta un
anticuerpo monoclonal de isotipo diferente usando la técnica de seleccién sib para aislar variantes de conmutcion de
clase usando el procedimiento descrito en Steplewski et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8653 o Spira et al.
(1984) J. Immunol. Procedimientos 74: 307. Alternativamente, se pueden usar técnicas de ADN recombinante.

El aislamiento de otros anticuerpos monoclonales con la especificidad de los anticuerpos monoclonales descritos en
el presente documento también puede ser realizado por un experto en la técnica mediante la produccién de
anticuerpos antiidiotipicos. Herlyn et al. (1986) Science 232: 100. Un anticuerpo antiidiotipico es un anticuerpo el
cual reconoce determinantes Unicos presentes en el anticuerpo monoclonal de interés.

En algunos aspectos de esta invencion, sera util marcar de manera detectable o terapéutica el anticuerpo. Los
marcadores adecuados se describen supra. Los procedimientos para conjugar anticuerpos con estos agentes son
conocidos en la técnica. Solo con fines ilustrativos, los anticuerpos pueden marcarse con una fraccién detectable tal
como un atomo radiactivo, un croméforo, un fluoréforo o similares. Tales anticuerpos marcados pueden usarse para
técnicas de diagnostico, bien sea in vivo o en una muestra de prueba aislada.

El acoplamiento de anticuerpos a haptenos de bajo peso molecular puede aumentar la sensibilidad del anticuerpo en
un ensayo. Los haptenos se pueden detectar especificamente por medio de una segunda reaccion. Por ejemplo, es
comun usar haptenos tales como biotina, los cujales reacciona con avidina, o dinitrofenol, piridoxal y fluoresceina,
los cuales pueden reaccionar con anticuerpos anti-hapteno especificos. Véase, Harlow and Lane (1988) supra.

La region variable de los anticuerpos de la presente invencion puede modificarse mutando residuos de aminoacidos
dentro de las regiones VH y/o VL CDR 1, CDR 2 y/o CDR 3 para mejorar una o mas propiedades de unién (por
ejemplo, afinidad) del anticuerpo. Las mutaciones pueden introducirse mediante mutagénesis dirigida al sitio o
mutagénesis mediada por PCR y el efecto sobre la union del anticuerpo, u otra propiedad funcional de interés,
puede evaluarse en ensayos apropiados in vifro o in vivo. Preferiblemente se introducen modificaciones
conservadoras y tipicamente no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco residuos dentro de una regién CDR.
Las mutaciones pueden ser sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos.
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Se pueden realizar modificaciones en el marco de los anticuerpos para disminuir la inmunogenicidad, por ejemplo,
mediante "mutacion inversa" de uno o mas residuos del marco a la secuencia de la linea germinal correspondiente.

Ademas, los anticuerpos de la invencion pueden disefiarse para incluir modificaciones dentro de la regién Fc para
alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como semivida en suero, fijacion del complemento,
union al receptor Fc y/o citotoxicidad celular dependientes de antigeno Tales modificaciones incluyen, pero no se
limitan a, alteraciones del numero de residuos de cisteina en la regiéon bisagra para facilitar el ensamblaje de las
cadenas ligeras y pesadas o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo (Patente U.S. No. 5.677.425); y
mutaciones de aminoacidos en la region bisagra Fc para disminuir la semivida biolégica del anticuerpo (Patente U.S.
No. 6.165.745).

Adicionalmente, los anticuerpos de la invencion pueden modificarse quimicamente. La glicosilacion de un anticuerpo
puede alterarse, por ejemplo, modificando uno o mas sitios de glicosilacién dentro de la secuencia del anticuerpo
para aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno (patentes U.S. Nos. 5.714.350 y 6.350.861).
Alternativamente, para aumentar la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos, se puede obtener
un anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de residuos de fucosilo o un anticuerpo que tiene
estructuras GlcNac bisectantes aumentadas mediante la expresion del anticuerpo en una célula huésped con un
mecanismo de glicosilacion alterado (Shields et al. ( 2002) J. Biol. Chem. 277: 26733-26740; Umana et al. (1999)
Nat. Biotech. 17: 176-180).

Los anticuerpos de la invencion pueden pegilarse para aumentar la semivida biolégica haciendo reaccionar el
anticuerpo o fragmento del mismo con polietilenglicol (PEG) o un éster reactivo o derivado de aldehido de PEG, bajo
condiciones en las que uno o mas grupos de PEG se unen al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. La pegilacion de
anticuerpos puede llevarse a cabo mediante una reaccion de acilacion o una reacciéon de alquilacién con una
molécula de PEG reactiva (0 un polimero soluble en agua reactivo analogo). Como se usa en el presente
documento, el término "polietilenglicol" pretende abarcar cualquiera de las formas de PEG que se han usado para
derivar otras proteinas, tales como mono (C1-C10) alcoxi- o ariloxipolietilenglicol o polietilenglicol-maleimida. El
anticuerpo que se va a pegilar puede ser un anticuerpo aglicosilado. Los procedimientos para pegilar proteinas son
conocidos en la técnica y pueden aplicarse a los anticuerpos de la invencion (EP 0 154 316 y EP 0 401 384).

Adicionalmente, los anticuerpos pueden modificarse quimicamente conjugando o fusionando la regién de union al
antigeno del anticuerpo a la proteina sérica, tal como la albumina sérica humana, para aumentar la semivida de la
molécula resultante. Tal enfoque se describe, por ejemplo, en los documentos EP 0322094 y EP 0 486 525.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la presente invencion pueden conjugarse con un agente de
diagndstico y usarse de forma diagnostica, por ejemplo, para monitorizar el desarrollo o la progresion de una
enfermedad y determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. Ejemplos de agentes de diagndstico
incluyen enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones que utilizan diversas tomografias de
emision de positrones e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. La sustancia detectable puede acoplarse o
conjugarse directamente al anticuerpo o fragmento del mismo, o indirectamente, a través de un conector usando
técnicas conocidas en la técnica. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa
alcalina, beta-galactosidasa o acetilcolinesterasa. Ejemplos de complejos de grupos protésicos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina. Ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina, fluoresceina, cloruro de dansilo o
ficoeritrina. Un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol. Ejemplos de materiales bioluminiscentes
incluyen luciferasa, luciferina y aequorina. Ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen 231, 3|, Indio-111,
Lutecio-171, Bismuto-212, Bismuto-213, Astatina-211, Cobre-62, Cobre-64, Cobre-67, Yttrio-90, Yodo-125, Yodo-
131, Fosforo-32, Fosforo-33, Escandio-47, Plata-111, Galio-67, Praseodimio-142, Samario-153, Terbio-161,
Disprosio-166, Holmio-166, Renio-186, Renio- 188, Renio-189, Plomo-212, Radio-223, Actinio-225, Hierro-59,
Selenio-75, arsénico-77, Estroncio-89, Molibdeno-99, Rodio-105, Paladio-109, Praseodimio-143, Prometio-149,
Erbio-169, Iridio-194, Oro-198, Oro-199 y Plomo-211. Los anticuerpos monoclonales se pueden conjugar
indirectamente con iones radiometales mediante el uso de agentes quelantes bifuncionales que estan unidos
covalentemente a los anticuerpos. Los agentes quelantes pueden unirse a través de aminas (Meares et al. (1984)
Anal. Biochem. 142: 68-78); grupos sulfhidrales (Koyama (1994) Chem. Abstr. 120: 217262t) de residuos de
aminoacidos y grupos de carbohidratos (Rodwell et al. (1986) PNAS USA 83: 2632-2636; Quadri et al. (1993) Nucl.
Med. Biol 20: 559-570).

Ademas, los anticuerpos o fragmentos pueden conjugarse con un agente terapéutico, por ejemplo, un antimicrobiano
que tratara o evitara la recurrencia de una infeccion por Burklederia. Los agentes terapéuticos adecuados incluyen
ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem y minociclina.

Moléculas conjugadas adecuadas adicionales incluyen ribonucleasa (RNasa), DNasa |, un acido nucleico
antisentido, una molécula de ARN inhibitoria tal como una molécula de ARNip, un acido nucleico inmunoestimulador,
aptameros, ribozimas, moléculas formadoras de triplex y secuencias de guia externas. Los aptameros son acidos
nucleicos pequefios que varian de 15 a 50 bases de longitud que se pliegan en estructuras secundarias y terciarias
definidas, tales como los bucles del tallo o los cuartetos G, y pueden unirse a moléculas pequefias, tales como ATP
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(patente U.S: No. 5.631.146) y teofilina. (Patente U.S. No. 5.580.737), asi como moléculas grandes, tales como
transcriptasa reversa (Patente U.S. No. 5.786.462) y trombina (Patente U.S. No. 5.543.293). Las ribozimas son
moléculas de acido nucleico que son capaces de catalizar una reaccién quimica, ya sea intramolecularmente o
intermolecularmente. Las ribozimas tipicamente escinden los sustratos de acido nucleico a través del reconocimiento
y la unién del sustrato objetivo con la escision subsecuente. Las moléculas de acido nucleico con funcion de
formacioén triple pueden interactuar con el acido nucleico bicatenario o monocatenario formando un triplex, en el que
tres cadenas de ADN forman un complejo dependiente del emparejamiento de bases de Watson-Crick y Hoogsteen.
Las moléculas triplex pueden unirse a regiones objetivo con alta afinidad y especificidad.

Las moléculas de acido nucleico funcionales pueden actuar como efectoras, inhibidoras, moduladoras y
estimuladoras de una actividad especifica poseida por una molécula diana, o las moléculas de acido nucleico
funcional pueden poseer una actividad de novo independiente de cualquier otra molécula.

Los agentes terapéuticos se pueden enlzar al anticuerpo directa o indirectamente, utilizando cualquiera de los
numerosos procedimientos disponibles. Por ejemplo, se puede unir un agente en la regiéon bisagra del componente
de anticuerpo reducido mediante la formacion de enlaces disulfuro, usando entrecruzadores tales como 3-(2-
piridilditio)proprionato de N-succinilo (SPDP), o mediante una fraccion de carbohidrato en el Region Fc del
anticuerpo (Yu et al. (1994) Int. J. Cancer 56: 244; Upeslacis et al. "Modification of Antibodies by Chemical Methods,"
Monoclonal antibodies: principles and applications, Birch et al. (eds.), pp. 187-230 (Wiley-Liss, Inc. 1995); Price,
"Production and Characterization of Synthetic Peptide-Derived Antibodies," in Monoclonal antibodies: Production,
engineering and clinical application, Ritter et al. (eds.), pp. 60-84 (Cambridge University Press 1995)).

Las técnicas para conjugar agentes terapéuticos con anticuerpos son bien conocidas (Amon et al., "Monoclonal
Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy,
Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985);Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", in
Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody
Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical
Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And
Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), and Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic
Properties Of Antibody-Toxin Conjugates” 1982 Immunol. Rev. 62:119-58).

Los anticuerpos de la invencion o las regiones de unién a antigeno de los mismos pueden enlazarse a otra molécula
funcional tal como otro anticuerpo o ligando para que un receptor genere una molécula biespecifica o multiespecifica
que se una a al menos dos 0 mas sitios de union diferentes o moléculas diana. El enlazamiento del anticuerpo a una
0 mas moléculas de union, tal como otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo, péptido o mimético de unién, se
puede hacer, por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusion genética o asociacion no covalente. Las
moléculas multiespecificas pueden incluir ademas una tercera especificidad de unién, ademas del primer y segundo
epitopo objetivo.

Las moléculas bi-especificas y multi-especificas pueden prepararse usando procedimientos conocidos en la técnica.
Por ejemplo, cada unidad de unién de la molécula biespecifica se puede generar por separado y luego conjugarse
entre si. Cuando las moléculas de unién son proteinas o péptidos, se puede usar una variedad de agentes de
acoplamiento o enrtecruzamiento para la conjugacion covalente. Ejemplos de agentes de entrecruzamiento incluyen
proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA), 5,5'-ditiobis (acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o-
fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) y sulfosuccinimidil 4-(N-maleimidometil)
ciclohaxano-I-carboxilato (sulfo-SMCC) (Karpovsky et al., 1984 J. Exp. Med. 160: 1686; Liu et al., 1985 Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82: 8648). Cuando las moléculas de unién son anticuerpos, se pueden conjugar mediante enlaces
sulfhidrilo de las regiones de bisagra C-terminal de las dos cadenas pesadas.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos de la presente invencion pueden estar enlazados a una fraccion que es
toxica para una célula a la cual se une el anticuerpo para formar anticuerpos "agotadores". Estos anticuerpos son
particularmente Utiles en aplicaciones donde se desea agotar una célula NK.

Los anticuerpos de la invencién también pueden unirse a soportes sélidos, los cuales son particularmente Utiles para
inmunoensayos o purificacion del antigeno diana. Tales soportes soélidos incluyen, pero no se limitan a, vidrio,
celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

Los anticuerpos también pueden unirse a muchos portadores diferentes, por ejemplo, portadores farmacéuticamente
aceptables. Por lo tanto, esta invencién también proporciona composiciones que contienen los anticuerpos y otra
sustancia, activa o inerte. Ejemplos de vehiculos bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrano, nailon, amilasa, celulosa natural y modificada, poliacrilamida, agarosa y magnetita. La
naturaleza del vehiculo puede ser soluble o insoluble para los fines de la invencion. Los expertos en la técnica
conoceran otros portadores adecuados para anticuerpos, o podran determinarlos, utilizando experimentacion de
rutina.

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar, la invencion.
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El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones adjuntas.
Procedimientos experimentales

Experimento no. 1

Materiales y procedimientos

Declaracion de Etica. Antes de la recoleccion de esputos de pacientes pediatricos en el Nationwide Children's
Hospital, se obtuvo el consentimiento informado por escrito y la autorizacién de los padres o un representante
legalmente autorizado. Este procedimiento estuvo en concordancia con todas las pautas institucionales y federales y
se realizd de acuerdo con un protocolo aprobado por la Institutional Review Board at Nationwide Children's Hospital,
Columbus, Ohio.

Formacion de biopeliculas in vitro. Las cepas de B. cenocepacia (incluidas las cepas K56-2, DFA2 y JRL2) se
inocularon de una reserva congelada en caldo LB (BBL) y se cultivaron durante la noche a 37 °C con agitacion a 200
rpm. Luego, los cultivos se diluyeron 1: 00 en caldo fresco, la densidad optica se leydé a 600 nm y se ajusté a una
concentracion final de 106 CFU de medio ml B. cenocepacial. Las bacterias se diluyeron adicionalmente 1:2500 en
caldo LB y se anadieron 200 pl de la suspension bacteriana a cada pocillo de un cubreobjetos con camara de 8
pocillos LabTek Il (LabTek). Los portaobjetos se incubaron estaticos durante 16 horas a 37 °C en una atmdsfera
humidificada, momento en el que se aspiré el medio y se reemplazé con caldo LB fresco. Después de 8 horas
adicionales (24 horas de tiempo total de incubacion), las biopeliculas se tifieron o se trataron con antisuero o
antibiotico. Los ensayos se realizaron un minimo de tres veces.

Distribucion de IHF y ADN dentro de una biopelicula de B. cenocepacia. Para examinar la distribucion relativa
de IHF dentro de las biopeliculas formadas por cepas de B. cenocepacia, se incubaron biopeliculas de 24 horas no
fijadas con suero de conejo ingenuo o IHF anti-E. coli de conejo (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-
637) y revelado con IgG anti-conejo de cabra conjugada con AlexaFluor 594 (Invitrogen). EI ADN dentro de las
biopeliculas se tifié con anticuerpo anti-ADNbc (Abcam, Inc.) y se reveld con IgG anti-raton de cabra conjugada con
AlexaFluor 647 (Molecular Probes). Las células bacterianas intactas se tifieron con la tincion de membrana
FilmTracer™ FM® 1-43 Green Biofilm Stain (Molecular Probes) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
imagenes se recolectaron con un microscopio confocal de escaneo meta-laser Zeiss 510 (Carl Zeiss) usando un
objetivo 63X. Las imagenes tridimensionales se reconstruyeron con AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss).

Para determinar la abundancia relativa de ADNe en una biopelicula de 24 horas formada por B. cenocepacia, se
determind la relacién de ADN a bacteria usando el software de adquisicion de imagenes Zeiss en el que se comparé
la intensidad fluorescente relativa del marcado de anti-ADNbc con FilmTracer™. También se establecieron
biopeliculas formadas por Haemophilus influenzae no tipificable (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-
637; Jurcisek et al. (2011) J. Vis. Exp.) y se tifieron de manera similar.

Distribucion de IHF dentro de esputo humano. Para visualizar el marcado de IHF con esputo humano, se
recolectaron muestras de esputo de 3 pacientes pediatricos con CF que también eran cultivos positivos para B.
cenocepacia bajo un protocolo IRB aprobado. Los esputos se embebieron en el compuesto OCT (Fisher Scientific) y
se congelaron rapidamente en la fase de vapor de nitrégeno liquido. Se cortaron secciones en serie de diez
micrones y se adhirieron a portaobjetos de vidrio. Los portaobjetos se secaron al aire, se fijaron en acetona fria, se
equilibraron en un tampoén que contenia Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M y Tween 20 al 0,05 % (pH 7,4) y luego se
bloquearon con potenciador de sefial image-iT FX (sondas moleculares) y Background Sniper (BioCare Medical).
Las secciones se incubaron con anti-IHF policlonal o suero de conejo ingenuo, y se revelaron con IgG-Alexafluor 594
anti-conejo de cabra (Invitrogen). EI ADN se contratifio con reactivo antidesvanecimiento Prolong Gold con DAPI
(Molecular Probes). Las imagenes se vieron como se describié anteriormente.

Resolucion de biopeliculas de B. cenocepacia establecidas. Para evaluar la capacidad del antisuero para
resolver una biopelicula formada in vitro, primero se establecieron biopeliculas de 24 horas utilizando la cepa K56-2
como se describe, y luego se expusieron bien sea a suero de conejo ingenuo o IHF anti-E. coli de conejo diluido 1:50
en caldo LB, o solo caldo LB, durante 16 horas. Las biopeliculas se tifieron luego con el kit de viabilidad bacteriana
LIVE/DEAD® BacLight™ para microscopia (Molecular Probes) como se describid anteriormente (Jurcisek et al.
(2011) J. Vis. Exp.), Luego se fijaron con una solucion de 16 % de paraformaldehido — 2,5 % de glutaraldehido: 4 %
de acido acético en tampon fosfato 0,2 M, pH 7,4, antes de la obtencion de imagenes inmediatas por microscopia
confocal como se describié anteriormente. La cuantificacion del espesor promedio y la biomasa media se determiné
mediante analisis COMSTAT2 (Heydorn et al. (2000) Microbiology 146 (Pt 10): 2409-2415). Como medida adicional
para confirmar que la aplicacion de suero de conejo ingenuo e inmune no indujo la muerte celular, se recolectaron B.
cenocepacia tanto plancténica como adherente a biopeliculas 16 horas después del tratamiento, se tifieron las
células no fijadas con Kit de viabilidad bacteriana y recuento LIVE/DEAD® BaclLight ™ para citometria de flujo
(Molecular Probes) y se distinguieron entre bacterias vivas y muertas utilizando un citdmetro de flujo calibrado C6
(Accuri). Los ensayos se realizaron un minimo de tres veces.

Enriquecimiento de IgG a partir de suero entero. Para confirmar que la resolucion de la biopelicula estuvo
mediada por anticuerpos y no por otros componentes del suero, se purificé IgG a partir de suero anti-IHF de conejo
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con columnas HiTrap Protein G HP (GE Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se recolecté
tanto el eluyente que paso a través de la columna después de la aplicacion de suero como la fraccion enriquecida
con IgG. Para demostrar que anti-IHF y anti-IHF enriquecido con IgG reconocieron IHF purificado ademas de IHF
nativo expresado por la cepa K56-2 de B. cenocepacia, fueron realizados SDS-PAGE y transferencia Western. En
resumen, 0.5 ug de IHF purificado ([25]; el regalo de Howard Nash, NIH) y 5 ug de lisado de células enteras B.
cenocepacia se separaron en un gel TGX Mini-PROTEAN 4-15 % (BioRad) en tampdén de Tris/Glicina/SDS (BioRad)
luego transferido a membranas de nitrocelulosa (Invitrogen). Las membranas se bloquearon durante la noche a 4 °C
en leche desnatada al 3 % en solucion salina tamponada con Tris con Tween20 al 0,5 % (Fisher Scientific) antes de
la incubacién con anti-IHF de conejo o anti-IHF enriquecido con IgG seguido de IgG-HRP anti-conejo de cabra
(Invitrogen). Las transferencias se desarrollaron con el kit de sustrato CN/DAB (Pierce) y las imagenes se capturaron
con el densitémetro BioRad GS800.

Efecto sinérgico de anti-IHF y antibiéticos en la resolucion de biopeliculas. El examen del efecto sinérgico de
los antibiéticos combinados con el antisuero dirigido contra IHF cuando se aplica a una biopelicula formada por la
cepa K56-2 de B. cenocepacia requirid la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (MIC) de varios
antibidticos para cultivos plancténicos de la cepa K56-2 de B. cenocepacia. Para hacerlo, se inocularon 100 CFU de
B. cenocepacia en caldo LB que contenia diluciones en serie de dos veces de los siguientes antibioticos:
ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem, meropenem, minociclina, sulfametoxazol-trimetoprima o tobramicina (Sigma).
Los cultivos se incubaron estaticos durante 24 horas y se evaluo la turbidez del cultivo. La CIM para B. cenocepacia
plancténica se identific6 como la concentracion de antibiético a la que no se observé crecimiento bacteriano. Con
esta informacién, las biopeliculas de B. cenocepacia establecidas se trataron con una diluciéon 1:50 de anti-IHF,
antibiotico en el MIC determinado, anti-IHF mas antibidtico o medio solo durante 16 horas antes de la tinciéon de
viabilidad con Kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD® BacLight™ y visualizacién por microscopia confocal como se
describié anteriormente. Se utilizaron las siguientes concentraciones de antibidticos: ceftazidima- 16 pg/ml,
ciprofloxacina- 2 pg/ml, imipenem- 32 pg/ml, meropenem- 16 pg/ml, minociclina- 4 pg/ml, sulfametoxazol-
trimetoprima- 16 pg/ml y tobramicina: 512 pg/ml. La cuantificacion del espesor promedio y la biomasa media se
determin6 mediante analisis COMSTAT2. Los ensayos se realizaron un minimo de tres veces.

Tratamiento de biopeliculas establecidas con Pulmozyme®. Para examinar el resultado del tratamiento de las
biopeliculas establecidas de la cepa K56-2 de B. cenocepacia con Pulmozyme® (dornase alfa; Genentech, Inc.), las
biopeliculas establecidas se trataron con una dilucién 1:50 de anti-IHF, 0,25 mg de Pulmozyme®, anti-IHF mas
Pulmozyme® o medio solo durante 16 horas antes de la tincion de viabilidad y visualizacién por microscopia
confocal. La cuantificacion del espesor promedio y la biomasa media se determiné mediante analisis COMSTAT2.
Los ensayos se realizaron un minimo de tres veces.

Impacto del anticuerpo anti-IHF en la supervivencia de B. cenocepacia dentro de macréfagos. La cepa MHK1
de B. cenocepacia (Hamad et al. (2010) Appl. Environ. Microbiol. 76: 3170-3176) que tiene una mutacién en una
bomba antibiética de eflujo que confiere sensibilidad a la gentamicina pero no altera el trafico del mutante en los
macrofagos se uso6 para este ensayo La cepa MHK1 se cultivé como se describié anteriormente y luego se traté con
suero inalterado o suero anti-lHF a una concentracion de 1:1000 durante 15 minutos. Luego se afiadid B.
cenocepacia tratada a macréfagos murinos derivados de médula ésea durante 1 hora. Para matar las bacterias
extracelulares, se afiadieron medios de Iscove (GIBCO) que contenian FBS inactivado por calor al 10 % (GIBCO) y
50 pg de gentamicina/ml (GIBCO) durante 30 minutos. Los macrofagos se sometieron a lisis a las 2, 4 y 6 horas
después de la infeccion y los lisados se sembraron en placas para determinar CFU B. cenocepacia/ml. Los ensayos
se realizaron un minimo de tres veces.

Experimentos de huella de DNasa. La reaccién de PCR amplificé los 386 pb de ADN corriente arriba de BCAL0339
y BCAL0340. El amplicon marcado isotopicamente en el extremo (32P) se usé en una reaccion de unién con IHF de
E. coli cristalograficamente puro (Rice et al. (1996) Cell 87: 1295-1306; el obsequio de Howard Nash, NIH) y
subsecuentemente en ensayos de huella de DNasa | (Hung et al. (2011) J. Bacteriol. 193: 3642-3652).

Procedimientos de estadistica. Para determinar diferencias significativas en el espesor promedio de la biopelicula
y la biomasa, y en los ensayos de asociacion de macrofagos, se realizaron dos pruebas T emparejadas de muestra
utilizando el software GraphPad Prism, versioén 6.00.

Resultados

Evidencia por la presencia de ADN extracelular (ADNe) abundante en biopeliculas formadas por B.
cenocepacia in vitro. Para caracterizar primero la estructura basica de las biopeliculas de B. cenocepacia cuando
se formaron in vitro, se cultivd estaticamente la cepa K56-2 de B. cenocepacia en un portaobjetos de camara
durante 24 horas antes de marcar con FilmTracer FM 1-43. Como se muestra en la FIG. 1A, B. cenocepacia formé
una biopelicula robusta de aproximadamente 26 um de altura con torres caracteristicas. Para determinar ahora si B.
cenocepacia incorpor6 ADN en su matriz de biopelicula, la biopelicula no fijada se marcé con un anticuerpo
monoclonal para detectar la presencia de ADNbc (blanco). La biopelicula formada contenia una cantidad abundante
de ADNe que era particularmente denso en la base de la biopelicula (Figura 1B), lo que sugiere que este
componente de la matriz podria estar desempefiando un papel esencial en la adherencia y anclaje bacteriano
durante las primeras etapas del desarrollo de la biopelicula. De manera interesante, aunque visualmente aparente,
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se confirmé un analisis COMSTAT adicional tanto de una biopelicula de B. cenocepacia como de una formada por
Haemophilus influenzae no tipificable (NTHI) (datos no mostrados) luego marcados de manera idéntica y utilizando
canales laser separados (para detectar bacterias y ADN) confirm6 de manera mas objetiva que B. cenocepacia
incorporé aproximadamente un 30 % mas de ADNe por célula bacteriana en su biopelicula que este importante
patégeno humano adicional de via aérea (Jurcisek et al. (2007) J. Bacteriol. 189: 3868-3875).

Demostracion de una proteina DNABII dentro de biopeliculas generadas por B. cenocepacia. Para determinar
si las biopeliculas formadas por la cepa K56-2 de B. cenocepacia contenian un miembro de la familia de proteinas
DNABII, se incubd una biopelicula in vitro por la cepa K56-2 de B. cenocepacia con anticuerpo anti-IHF de conejo
[antisuero contra E. coli IHF que reacciona de forma cruzada con multiples miembros de la familia DNABII (Goodman
et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637)] y se observé marcado en toda la biopelicula (Figura 1C).

Para evaluar ahora si las observaciones realizadas in vitro fueron relevantes para el estado clinico de los pacientes
con CF, asi como para determinar si, como se ve con NTHI [20], IHF se colocé en los vértices de las cadenas
cruzadas de ADNe presentes dentro de la biopelicula formada por B. cenocepacia, se obtuvieron muestras de
esputo de pacientes con CF que se sabe que estan infectados con B. cenocepacia. Las muestras se congelaron
rapidamente y se inmunomarcaron usando el mismo anticuerpo anti-IHF. Los inventores observaron un marcado
pesado de 3/3 (100 %) de las muestras de esputo recuperadas hasta la fecha. De manera notable, se observo un
marcado especifico de virtualmente el 100 % de los vértices formados por la superposicion de cadenas de ADNbc
presentes dentro de estas muestras (Figura 2). Dada la gran cantidad de ADNe presente dentro de la matriz EPS de
una biopelicula producida por B. cenocepacia, y el hecho de que el IHF parecia estar posicionado criticamente
dentro de esta matriz, era que el objetivo de esta proteina para la intervencién podria dar como resultado el colapso
estructural de la biopelicula. Si ocurriera este colapso, se razon6 ademas que esto podria facilitar en gran medida el
acceso de efectores inmunes, antibidticos u otros agentes terapéuticos a las bacterias anteriormente protegidas por
el EPS, promoviendo asi su erradicacion.

Demostracion de la capacidad del anti-IHF para perturbar una biopelicula formada por B. cenocepacia in
vitro. Para probar una de estas hipotesis, las biopeliculas de cepa K56-2 de B. cenocepacia de 24 horas se trataron
bien sea con medio (Figura 3A), suero de conejo ingenuo (diluido 1:50) (Figura 3B) o suero anti-IHF de conejo (a
una dilucion arbitrariamente seleccionada de 1:50) (Figura 3C). Después de 24 horas de incubacion, estas
biopeliculas fueron analizadas a través del software COMSTAT y encontraron que el tratamiento con suero de
conejo ingenuo indujo un cambio pequefio y estadisticamente no significativo en el grosor de la biopelicula, pero no
tuvo ningun efecto sobre la biomasa media sobre la observada cuando se us6 medio estéril (Figuras 3G y 3H). Este
efecto se atribuye a los anticuerpos no especificos dentro del suero de conejo completo que reaccionan de forma
cruzada con las proteinas de la membrana externa de mlltiples bacterias Gram negativas. Sin embargo, a la
inversa, el tratamiento con antisuero dirigido contra IHF dio como resultado: 44 % de reduccion en el grosor, 56 % de
reduccion en la biomasa y 52 % de reduccién en la altura en comparacién con el suero inalterado. Estos ultimos
efectos fueron estadisticamente significativos en comparacion con el uso de medio estéril o suero inalterado
(Figuras 3G y 3H). Para demostrar que el tratamiento con antisuero dirigido contra IHF no matd las bacterias
residentes, lo que explica la perturbaciéon observada de las biopeliculas, después del tratamiento los inventores
recuperaron tanto la subpoblaciéon planctonica de bacterias contenidas en el medio de cultivo asi como esa
subpoblacidon bacteriana que permanecié dentro de la biopelicula y someti6 ambas preparaciones a analisis por
citometria de flujo para determinar la proporcién relativa de bacterias vivas a muertas. Independientemente del
tratamiento utilizado, los inventores descubrieron que = 80 % de las bacterias dentro de la subpoblacion plancténica
y 2 93 % de las que permanecieron residentes dentro de la biopelicula eran viables. Este resultado sugirié que el
tratamiento con anti-IHF mediaba la liberacién de bacterias viables en la fase plancténica.

Para demostrar que la actividad de perturbacion de la biopelicula observada tras el tratamiento con suero anti-IHF
de conejo se debié principalmente a los anticuerpos IgG dirigidos contra IHF en este suero policlonal pero
hiperinmune, los inventores enriquecieron este suero para IgG como se describe en Procedimientos (arriba) y luego
analizaron tanto la fraccién enriquecida para IgG (Figura 3D), asi como la fraccion de suero que fluyo a través de la
columna (Figura 3E) por la capacidad relativa de perturbar una biopelicula de B. cenocepacia preformada. Como se
puede ver en las Figuras 3D y 3E, asi como las graficadas en 3G y 3H, la preparacion de antisuero enriquecida con
IgG retuvo la actividad de el anti-IHF de conejo entero; sin embargo, no hubo capacidad del efluente de la columna
de enriquecimiento para perturbar de manera similar la biopelicula. Se realizaron transferencias Western para
demostrar que los anticuerpos contenidos tanto en el suero anti-IHF entero como en la fraccion enriquecida para la
proteina IHF purificada reconocida por IgG, asi como las formas mono, di y triméricas de esta proteina dentro de los
lisados de células enteras de la cepa K56-2 de B. cenocepacia (Figura 3F); el miembro de la familia DNABII,
PG0121 (HUB de Porphyromonas gingivalis), también muestra la capacidad de mantener multimeros durante la SDS
PAGE (S. Goodman, comunicacion personal).

Demostracion de interaccion sinérgica entre anti-lHF y antibioticos tradicionales. Para determinar si la
perturbacién de la biopelicula mediada por anti-IHF podria ahora hacer que las bacterias residentes sean mas
susceptibles al tratamiento con otros agentes terapéuticos potenciales existentes, las biopeliculas de B. cenocepacia
preformadas se expusieron a cada uno de los siete antibiéticos (usando la MIC determinada para cada uno contra la
cepa K56-2 de B. Cenocepacia cultivada plancténicamente como se describe en los Procedimientos experimentales,
ya sea solo o en combinacion con suero anti-IHF (a una dilucién 1:50). Como se muestra en la Figura 4 [usando la
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incubacioén con ceftazidima (a 16 pyg/ml) como ejemplo], mientras que el tratamiento con anti-IHF (Figura 4D) indujo
una reduccion en la altura, espesor y biomasa de la biopelicula sobre la de una biopelicula no tratada (Figura 4A),
ninguno de estos tratamientos indujo mucha muerte de células bacterianas (Figuras 4B y E). Ademas, el tratamiento
solo con antibidticos tuvo poco efecto observable sobre la biopelicula inducida por B. cenocepacia (Figura 4G), y
aunque la muerte de las células bacterianas habia aumentado con respecto a la observada después del tratamiento
con medio estéril o anti-IHF solo, este efecto fue, sin embargo, minimo (Figura 4H). Sin embargo, cuando se usaron
juntos, hubo una reduccion del 43 % en la altura (Figura 4J) y un aumento obvio y notable en la muerte celular
bacteriana (como se indica por el color rojo/naranja) (Figura 4K) sobre lo observado cuando los antibiéticos se
usaron solos (comparense las Figuras 4H y K), lo que sugiere una interaccion sinérgica entre anti-IHF y ceftazidima.
Una reduccion significativa en la altura promedio de la biopelicula (Figura 4M) y la biomasa (Figura 4N) entre el
tratamiento con anti-IHF mas antibiético versus antibiético solo se obtuvo de manera similar después del tratamiento
de las biopeliculas de B. cenocepacia con ciprofloxacina mas anti-IHF, imipenem mas anti -IHF y minociclina mas
anti-IHF (p <0,05).

Demostracion de que el uso de Pulmozyme (DNasa) puede estar contraindicado en pacientes con CF que
estan infectados con B. cenocepacia. El tratamiento con DNasa se usa como un estandar de atencién para
pacientes con CF, y dado que B. cenocepacia incorpora una gran cantidad de ADNe en su biopelicula, los
inventores plantearon la hipétesis de que el uso de anti-IHF en combinaciéon con DNasa también podria tener un
efecto sinérgico. en términos de reduccion de volumen y erradicacion de bacterias dentro de una biopelicula
inducida por B. cenocepacia in vitro como los inventores demostraron anteriormente que ocurre con NTHI (Goodman
et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637). Sin embargo, este no fue el caso. De hecho, en multiples ensayos
repetidos, la exposicion de una biopelicula de B. cenocepacia a DNasa indujo una biopelicula significativamente mas
robusta en términos de espesor promedio (Figuras 5B y D) que una tratada con diluyente solo (Figura 5A). Estas
biopeliculas tratadas con DNasa solo aumentaron ligeramente en altura maxima (comparar 32 ym a 28 pm), sin
embargo, el aumento medio en la relacion superficie a volumen fue del 12 %; el aumento medio de la biomasa fue
del 174 % y en comparacion con el espesor promedio, y la biopelicula formada por B. cenocepacia que habia sido
tratada con DNasa fue 204 % mas espesa que la formada por B. cenocepacia que habia sido tratada solo con
diluyente. Mientras que el antisuero dirigido contra IHF todavia podia reducir efectivamente estas biopeliculas
mejoradas (Figura 5C, D y E), dados los resultados inesperados obtenidos con DNasa sola, la busqueda de esta
linea de investigacion para el uso sinérgico potencial se volvié contraintuitiva. Es importante destacar que este
resultado tiene implicaciones clinicas potenciales significativas para los pacientes con CF infectados con B.
cenocepacia, ya que el uso repetido de DNasa en realidad puede exacerbar su enfermedad y contribuir al resultado
clinico muy pobre que existe para estos pacientes.

Demostrar que la incubacion de B. cenocepacia con anticuerpos dirigidos a una proteina DNABII pero no a
suero inalterado da como resultado una recuperacion bacteriana reducida de los macroéfagos. B. cenocepacia
puede persistir y replicarse dentro de los macrofagos de la CF murina y humana. Sin embargo, los macrofagos
murinos WT o los macréfagos derivados de pacientes que no tienen CF restringen la infeccion por B. cenocepacia
mediante el suministro del organismo al lisosoma para su degradacion. Dado que recientemente se ha demostrado
que el IHF asociada con E. coli uropatégena influye en la capacidad de esta bacteria para colonizar eficientemente la
vejiga (Justice et al. (2012) PLoS One 7: €48349), los inventores se preguntaron si la incubacion de B. cenocepacia
con antisuero dirigido contra IHF podria influir en su interaccién con los macréfagos, dada la importancia de esta
célula huésped en la eliminacién de bacterias del pulmén con CF. Usando una variante de la cepa K56-2 donde se
introdujo la sensibilidad a la gentamicina (cepa MHK1); se determiné el nimero de B. cenocepacia que se multiplico
intracelularmente (después de matar las bacterias extracelulares mediante el tratamiento con gentamicina). Mientras
que el ndmero de B. cenocepacia asociada a macrofagos a las 2 horas después de la infeccion no fue
significativamente diferente entre aquellos pretratados con suero inalterado versus aquellos pretratados con suero
anti-IHF (a una dilucién 1:1000) que sugirieron una absorcion equivalente por los macréfagos en este momento, a
las 6 horas después de la infeccion, B. cenocepacia pretratada con suero anti-IHF se vio significativamente impedida
para el crecimiento dentro de los macréfagos con CF (p < 0,05) (Figura 6). Por lo tanto, el pretratamiento de B.
cenocepacia con anti-IHF promovié su eliminacién por macrofagos de CF; sin embargo, el mecanismo que subyace
a esta observacion queda por determinar y es objeto de una investigacion en curso.

Demostracion de la asociacion de T3SS o T6SS con la incorporacion de proteinas DNABII en la matriz de
biopelicula de B. cenocepacia. Para comenzar a tratar de dilucidar los mecanismos moleculares mediante los
cuales B. cenocepacia incorpora tanto proteinas ADNe como DNABII en sus biopeliculas, los inventores incubaron
biopeliculas formadas en 24 horas por cualquiera de las cepas K56-2 de B. cenocepacia (aislamiento parental ), la
cepa JRL2 de B. cenocepacia (AbcsV; mutante del sistema de secrecion tipo 1l - T3SS) o la cepa DFA2 de B.
cenocepacia (ABcsK; mutante del sistema de secrecion tipo VI - T6SS) con anticuerpo anti-IHF (Aubert et al. (2010)
J. Biol Chem. 285: 35988-35998). En la biopelicula formada por el aislado parental, el marcado positivo se distribuy6
a través de la biopelicula (Figura 7A) como se describié anteriormente. En la biopelicula formada por el mutante
T3SS, mientras que la biopelicula en si misma fue en general menos robusta que la formada por el aislamiento
parental (biomasa 4,5 pm3/um2 en comparacion con 18 um3/um2 para el aislamiento parental; espesor promedio de
5,5 um en comparacién con 25,2 ym para el aislamiento parental), el marcado a través del suero anti-IHF estuvo
nuevamente presente en toda la biopelicula, sin embargo, como se observé con el aislado parental, el etiquetado
parecia ser mucho mas fuerte en la base de la biopelicula (Figura 7B). Por el contrario, sin embargo, hubo muy
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poco marcado de la biopelicula formada por el mutante T6SS (Figura 7C), la cual también fue significativamente
menos robusta que la formada por el aislamiento parental (biomasa 2,9 um3/pm2; espesor 3,9 pm). Esta ultima
observacion no fue inesperada ya que se sabe que el T6SS de B. cenocepacia esta asociado con la formacion de
biopeliculas (Aubert et al. (2008) Infect. Immun. 76: 1979-1991). Sin embargo, colectivamente, estos datos sugirieron
que la exportacion de proteinas DNABII (y posiblemente también de ADNe) dependia del T6SS de B. cenocepacia.

Dado el efecto que un mutante de T6SS tenia en la cantidad relativa de IHF y ADNe presente en una biopelicula
construida in vitro (Figura 8), los inventores cuestionaron si IHF posiblemente, podria actuar intracelularmente en B.
cenocepacia para afectar la transcripcion de la agrupacion de genes T6SS (BCAL0340 a BCAL0348; el gen BcsK es
equivalente a BCAL0342). Como primera etapa a este respecto, se examind la region corriente arriba de esta
agrupacion de genes y se identifico la secuencia TCTCAACGATTTA, una coincidencia casi perfecta con la
secuencia consenso de unién a IHF WATCAANNNNTTR (donde W es A o T, N es cualquier nucledtido y R es una A
0 G). En presencia de 50 nM de E. coli IHF, es visible una fuerte huella de DNasa (Figura 7D) que cubre la regién de
25 a 52 pb corriente arriba de la secuencia de codificacion de BCAL0340 y superponiendo esta coincidencia con la
secuencia de consenso. Este resultado podria indicar que IHF autorregula su propia liberacion, asi como quizas la
del ADNe que se incorpora a la matriz de biopelicula.

Discusion

La fibrosis quistica (CF) es un ejemplo caracteristico de una enfermedad crénica y persistente que desafia las
modalidades de tratamiento actuales. Las biopeliculas residentes en los pulmones de los pacientes con CF
contribuyen significativamente tanto a la patogénesis como a la cronicidad. Una biopelicula es una comunidad
multicelular altamente organizada encerrada en una matriz o sustancia polimérica extracelular (o EPS) que se fija a
una superficie inerte o biologica y es el estilo de vida preferido de todas las bacterias en la naturaleza. Las
poblaciones bacterianas dentro de una biopelicula, a diferencia de sus contrapartes plancténicas o de vida libre,
tienen una tasa de crecimiento reducida (debido a la limitacién de nutrientes), un transcriptoma distinto (Post et al.
(2007) Curr. Opin. Otolaryngol. Head Neck Surg. 15: 347-351; Post et al. (2004) Curr. Opin. Otolaryngol. Head Neck
Surg. 12: 185-190) y una resistencia sustancialmente mayor no solo a los efectores de inmunidad innata y adquirida,
sino también a la accién de antibidticos (Slinger et al. (2006) Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 56: 247-253). Ademas, la
EPS presenta una barrera fisica formidable para las células fagociticas y otros mecanismos de eliminacion
bacteriana (tanto fisicos como fisioldgicos) y, por lo tanto, las biopeliculas son altamente recalcitrantes a la
erradicacion (Flemming et al. (2010) Nat. Rev. Microbiol. 8: 623- 633). Las enfermedades en las que las biopeliculas
desempefian un papel importante en la patogénesis y la cronicidad, tal como la CF, requieren por lo tanto
procedimientos novedosos para el tratamiento y la prevencion. Mientras que la composicion de la EPS de las
biopeliculas es altamente diversa entre los géneros, ademas de estar influenciada por el entorno en el cual se forma,
un componente muy comun y critico es la incorporacion de ADN extracelular (ADNe). Aunque el mecanismo
mediante el cual el ADNe es liberado por el microbio y/o se incorpora a la matriz de biofilm aidn no se ha dilucidado
para muchos patégenos, el ADN es no obstante, de gran interés tanto en términos de su funcionalidad bioldgica
como de su papel como componente estructural de la biopelicula.

Aqui se divulga que la Burkholderia cenocepacia incorpora una gran cantidad de ADNe en las biopeliculas que
forma. Es probable que la presencia de esta rigueza de ADNe proporcione una proteccién excepcional a B.
cenocepacia residentes como barrera fisica y, como se ha demostrado recientemente, el ADNe dentro de una
biopelicula también puede unir efectores de la inmunidad innata (Jones et al. (2012) J Innate Immun), lo que limita o
impide su acceso a las células bacterianas en su interior. Especificamente con respecto a B. cenocepacia, Peeters
et al. (Peeters et al. (2008) J. Hosp. Infect. 70: 361-368) mostraron que B. cenocepacia sésil era altamente resistente
a la clorhexidina, al peréxido de hidrégeno y al blanqueador al 5 %, incluso después del tratamiento durante 5
minutos. Ademas, el analisis de los datos de retiro de productos de la FDA para productos farmacéuticos no estériles
de 1998-2006 mostré que el 48 % de los retiros del mercado se debieron a contaminacién bien sea por B. cepacia,
especies de Pseudomonas o Ralstonia picketti (Jimenez (2007) PDA J. Pharm. Sci Technol. 61: 383-399). Para
productos no estériles y estériles, B. cenocepacia fue la especie aislada mas frecuentemente. Colectiivamente, estos
datos indican que la contaminacion por B. cenocepacia de superficies, equipos y dispositivos farmacéuticos,
probablemente en forma de una biopelicula, sirve como fuente de infeccién no solo para los pacientes con CF, sino
también para cualquier paciente hospitalizado, ventilado (Graindorge et al. (2010) Diagn. Microbiol. Infect. Dis.
66:29-40; Lucero et al. (2011) Am. J. Infect. Control. 39:775-778) y/o inmunocomprometido sin CF (Vandamme et al.
(1997) ) Int. J. Syst. Bacteriol. 47: 1188-1200). Estas observaciones inspiraron el intento de desarrollar una
novedosa estrategia inmunoterapéutica para pacientes con CF, particularmente aquellos infectados con B.
cenocepacia. Para hacerlo, la atencién se centré en el ADNe y una familia de proteinas que se sabe que se unen a
este ADN extracelular, las proteinas DNABII.

Aqui se divulga que B. cenocepacia incorpora una gran cantidad de ADNe en sus biopeliculas. Este ADNe esta
asociado con una proteina DNABII que interactua con el antisuero dirigido contra IHF nativo aislado producido por E.
coli. Cuando se examinan las biopeliculas de B. cenocepacia para determinar la distribucién espacial de esta
proteina DNABII, se encontré que, segun lo observado para NTHI (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-
637), el marcado positivo se asocid con cada vértice de cadenas cruzadas de ADNe presentes dentro de la
biopelicula. Las biopeliculas producidas por B. cenocepacia fueron susceptibles a la perturbacién por suero anti-IHF
pero no inalterado en un sistema de ensayo in vitro. Ademas, este efecto disruptivo del antisuero dirigido contra el
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IHF hizo que las bacterias dentro de una biopelicula inducida por B. cenocepacia fueran susceptibles a la accion de
matar de varios antibiéticos tradicionalmente, pero usualmente ineficaz, utilizados para tratar pacientes con CF.
Estos antibiéticos no fueron efectivos o fueron significativamente menos efectivos para matar B. cenocepacia dentro
de una biopelicula in vitro en ausencia de tratamiento con suero anti-IHF. Mientras que la accién del suero anti-IHF
dio como resultado la perturbacién de las biopeliculas formadas por B. cenocepacia al direccionar a una proteina
linchpin responsable de doblar y estabilizar el ADNe en la estructura reticular vista dentro de estas biopeliculas, no
se encontré que la ADNasa fuera efectiva cuando se incubé con biopeliculas de B. cenocepacia in vitro. De hecho, a
diferencia del efecto reductor observado con las biopeliculas formadas bien sea por NTHI (Gustave et al. (2012) J.
Cyst. Fibros.) o P. aeruginosa (Whitchurch et al. (2002) Science 295: 1487), el tratamiento de una biopelicula de B.
cenocepacia con DNasa indujo la formaciéon de una biopelicula notablemente mas robusta, lo que sugiere que el
tratamiento de pacientes con CF que estan infectados con B. cenocepacia estaria contraindicado. También se
demostré que ese pretratamiento de B. cenocepacia con antisuero dirigido contra IHF parecia facilitar el
enrutamiento de B. cenocepacia ingerida hacia una via degradativa mas efectiva dentro de los macréfagos de CF
murina, ya que hubo un aumento estadisticamente significativo en la muerte de B. cenocepacia ingerida que fueron
tratadas con anti-IHF a las 6 horas después de la infecciéon que las que habian sido previamente incubadas con
suero inalterado. Si bien aln no se conocen los mecanismos para esta observacion, se plantea la hipotesis de que la
union de anti-IHF a IHF extracelular asociada a células bacterianas puede haber jugado un papel en este sentido.
Por ultimo, en un intento de comenzar a desentrafiar el mecanismo molecular mediante el cual B. cenocepacia
incorpora las proteinas tanto ADNe como DNABII en su biopelicula, se examinaron las biopeliculas construidas tanto
por un mutante T3SS como T6SS del aislado de la cepa K56-2 utilizado aqui. Mientras que ambas biopeliculas
mutantes se vieron comprometidas en general en términos de robustez relativa de la biopelicula, la construida por el
mutante T6SS estaba ausente de marcarse mediante antisuero dirigido contra IHF, lo que sugiere que la secrecion
de esta proteina, asi como la formacién de biopelicula robusta, dependia de una T6SS activa. Ademas, se identificd
un supuesto sitio de unién a IHF directamente corriente arriba de la agrupacion de genes T6SS, lo que sugiere que
IHF puede regular su propia exportacion. De hecho, un andlisis transcriptomal formal de mutantes deficientes en IHF
puede delinear ademas el papel de IHF en la patogénesis de B. cenocepacia; ya se sabe que el IHF es parte de la
matriz extracelular y regula la expresion del factor de virulencia en E. coli uropatégena (Justice et al. (2012)). Los
mecanismos que subyacen a estas observaciones se estan investigando mas a fondo.

A pesar de los enormes avances recientes en nuestra capacidad para manejar mejor a los pacientes con CF, solo se
espera que estos individuos sobrevivan hasta los 30 afios, incluso hoy. Al menos el 90 % de los pacientes con CF
muere de insuficiencia respiratoria después de soportar muchos afios de infeccion bacteriana cronica, recurrente y
persistente de los pulmones. Las bacterias que habitan dentro de una biopelicula en los pulmones de los pacientes
con CF presentan un obstaculo formidable. Por lo tanto, para disefiar estrategias novedosas y efectivas para tratar
y/o prevenir mejor las infecciones bacterianas a largo plazo caracteristicas de la CF, es necesario comprender tanto
la biologia Unica de las biopeliculas, asi como determinar como se pueden socavar estas estructuras para mediar en
una “cura” terapéutica o preventiva. Aqui, demostramos que direccionar a una proteina bacteriana que estabiliza el
ADNe presente dentro de una biopelicula es altamente efectivo para reducir o erradicar esa estructura in vitro.
Ademas, el tratamiento de una biopelicula inducida por B. cenocepacia con anti-IHF trabajé sinérgicamente con
multiples antibidticos estandar para hacer que las células bacterianas residentes sean sensibles a la muerte. Por
ultimo, los inventores descubrieron que el pretratamiento de B. cenocepacia con antisuero dirigido contra IHF inhibia
significativamente su supervivencia cuando los macréfagos murinos con CF lo ingirieron. En base a los datos
obtenidos hasta la fecha, un enfoque que se direcciona a las proteinas DNABII asociadas con el ADNe dentro de
una biopelicula de B. cenocepacia promete proporcionar un nuevo enfoque potencial para el tratamiento de
pacientes con CF, y particularmente aquellos colonizados con B. cenocepacia. Lo mas importante, dado que
multiples patégenos humanos parecen usar una estrategia similar en la que el ADNe dentro de la biopelicula esta
asociado con un miembro de la familia DNABII de proteinas de unién a acidos nucleicos, es probable que el enfoque
desarrollado aqui tenga utilidad para otros patégenos del tracto respiratorio los cuales a menudo preceden y facilitar
la infeccion por B. cenocepacia del pulmén con CF (George et al. (2009) FEMS Microbiol. Lett. 300: 153-164).

Experimento No. 2
Cepa bacteriana, formacion de biopeliculas, IHF y sueros

NTHI 86-028NP es un aislado clinico de paso minimo cultivado de la nasofaringe de un nifio sometido a insercion de
un tubo de timpanostomia para otitis media cronica. Se ha descrito la formacion de biopeliculas de NTHI en
portaobjetos de cubreobjetos con camara de 8 pocillos (Jurcisek et al. (2011) J. Vis. Esp). Para todos los ensayos de
biopeliculas, se vieron pocillos duplicados en un microscopio confocal de escaneo Meta-laser Zeiss 510, imagenes
compiladas con el software Zeiss Zen y valores de biomasa y/o grosor medio de biopelicula calculados con el
software COMSTAT2 (Heydorn et al. (2000) Microbiology 146 (Pt10): 2395-2407). Todos los ensayos de biopeliculas
se repitieron un minimo de tres veces, en dias separados. Los datos representan la media + SEM.

E. coli IHF purificado y antisuero de conejo contra E. colilHF purificado (‘anti-IHFE. coi') fueron obsequios de Howard
Nash (Granston et al. (1993) J. Mol. Biol. 234: 45-59; Rice et al. (1996) Cell 87: 1295-1306). Se adquirié suero de
conejo ingenuo de Spring Valley Laboratories.

Cuantificacion de IgG especifica de IHF
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La IgG especifica de IHF se purifico a partir de suero policlonal usando columnas HiTrap Protein G HP (GE
Healthcare). La cuantificacion de IgG especifica de IHF tanto anti-IHFe. coi policlonal como enriquecido con IgG se
determiné por transferencia de ranura versus IHFg. i purificado. Se generd una curva estandar usando suero de
referencia de conejo versus IgG de conejo purificada (Bethyl Laboratories, Inc.) y la intensidad de la banda se
analiz6 usando el software AlphaView (ProteinSimple).

Resolucion de biopeliculas maduras

Las biopeliculas se establecieron durante 24, 48 y 96 horas, o 1 y 2 semanas. Para mantener la viabilidad
bacteriana, el medio (caldo de infusion de cerebro y corazén suplementado con 2 ug ml™' de cada uno de B-NAD y
hemo) se cambid dos veces al dia. Las biopeliculas se incubaron con medio anti-IHFe coi (una dilucion 1:50,
equivalente a 4,4 ug de IgG pocillo especifica de IHF para biopeliculas de < 48 horas o una dilucion 1:10,
equivalente a 22,0 ug de IgG pocillo™" especifica de IHF para biopelfiiculas de = 96 horas) o un volumen equivalente
de suero inalterado. Después de 16 horas, las biopeliculas se tifieron con el kit de viabilidad bacteriana BacLight™
(Molecular Probes), se fijaron en una solucién de paraformaldehido al 1,6 %, glutaraldehido al 2,5 % y acido acético
al 4,0 % en tampon fosfato 0,1 M y se vieron como se describe.

Cinética de resolucion de biopeliculas

Las biopeliculas establecidas durante 24 h se incubaron bien sea con medio o con anti-IHFk, coii 0 suero inalterado
diluido 1:50 durante 0, 6, 12, 16 0 24 horas antes de la tincion de viabilidad y la fijacion como se describe. Para el
punto de tiempo de 0 h, se aplicéd el tratamiento y luego se eliminé inmediatamente. Para mantener la viabilidad
bacteriana de las biopeliculas tratadas durante 24 horas, los tratamientos se reemplazaron después de 16 horas y
se incubaron 8 horas adicionales. Para intentar erradicar por completo una biopelicula de 24 horas, se aplicé una
dilucién 1:5 de anti-IHFE. coi0 un volumen equivalente de suero inalterado.

Inhibicion del contacto directo entre anticuerpos anti-IHF y biopeliculas de NTHI

Anti-IHFe ¢ enriquecido con IgG se acopld covalentemente a perlas de agarosa (> 45 ym de diametro) mediante el
kit AminoLink Plus (Thermo Scientific). Para determinar si el contacto directo de anticuerpos anti-IHFg. i con la
biopelicula se requirié para inducir la resolucioén, se establecieron biopeliculas de 24 horas en placas de fondo 6ptico
de 96 pocillos, luego se incubaron con: medio, dilucion 1:50 de anti-IHFE. coi © un volumen equivalente de suero
inalterado, aplicado directamente a la biopelicula (80 pl de volumen total) o después de la insercidon de untranspocillo
HTS (Corning) de tamario de poro de 5 pm en la placa de 96 pocillos, medio, 0,5-, 5,0- o 50,0 ug de anti-IHFg. coii
enriquecido con IgG covalentemente unido a perlas de agarosa, o un volumen igual de suero inalterado enriquecido
con IgG unido a perlas de agarosa, se colocaron en la camara apical (80 ul de volumen total). Las biopeliculas se
incubaron durante 16 h antes del procesamiento como se describe. Para confirmar que el anticuerpo especifico de
IHF no se difundié en la camara basolateral, se recolectaron los sobrenadantes de la camara basolateral y se
analizaron mediante transferencia \Western para determinar la reactividad al IHFg_ .o purificado.

Para determinar si la resolucion de biopeliculas por anti-IHFEe. coi podria bloquearse por impedimento estérico, se
afiadieron 80 pg de perlas de agarosa desnuda a la camara apical una hora antes de colocar en capas 50,0 ug de
anti - IHFEE. coii enriquecido con IgG unido a perlas o un volumen comparable de IgG enriquecido de suero inalterado
acoplado a perlas. Las placas se incubaron 16 horas mas, luego las biopeliculas se tifieron, se visualizaron y
analizaron como se describe.

Para identificar si la capacidad del anticuerpo especifico de IHF para secuestrar IHF libre estaba limitada por la
accesibilidad relativa, se aplicaron 50,0 pug de anti-IHFEE. coi enriquecido con IgG conjugado con perlas o un volumen
equivalente de IgG enriquecido de suero inalterado unido a perlas a la camara apical de untranspocillo en el cual la
camara basolateral contenia una biopelicula de NTHI de 24 horas. Después de 6 h, los contenidos de la camara
apical se mezclaron mediante agitacion, se incubaron durante 10 h adicionales, luego las biopeliculas se tifieron, se
visualizaron y se analizaron como se describe.

Adsorcion de anti-IHF g coii

Para neutralizar la reduccion en volumen de biopelicula mediada por anti-IHFg 01, los anticuerpos especificos de IHF
se adsorbieron del suero mediante incubacion con IHFe. coi purificado. Se incubaron alicuotas de anti-IHF&. coii (4,4 Ug
de IgG especifica de IHF) con 2,2 0 4,4 ug de IHFE. i purificado, diluyente salino o una proteina recombinante de
masa molecular equivalente llamada “rsPilA” (Novotny et al. (2009) PLoS One 8: e67629), durante 1 hora. Se realizd
la transferencia Western para confirmar la adsorcion de anti-IHFE coi. Para evaluar la consecuencia funcional de la
adsorcion de anti-IHFEe. cori, los sueros adsorbidos se aplicaron luego a biopeliculas de NTHI de 24 h por tratamiento
estandar y protocolo de procesamiento.

Sinergia de anti-IHFg, co;i y antibiéticos contra biopeliculas de NTHI

Para visualizar los cambios en la viabilidad de las biopeliculas de NTHI tras la exposicion a los antibiéticos
tipicamente utilizados para tratar las infecciones por NTHI, se establecieron biopeliculas de 24 horas y se incubaron
con una dilucién 1:50 de anti-IHFe coi 0 suero inalterado, ampicilina (32,0 ug mil"), cefdinir (0,25 ug ml'") o
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amoxicilina (1,0 ug ml') mas clavulanato-litio (0,5 ug ml") durante 16 horas. Cada antibiotico se us6 en el MICgo
para NTHI planctonico segun se determind mediante el procedimiento estandar de microdilucién en caldo
(Biedenbach et al. (2003) Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 46:55-61; Tristam et al. (2007) Clin. Microl. Rev. 20:368-389).

Para cuantificar NTHI adherente dentro de la biopelicula y las bacterias recién liberadas en la forma planctonica
después del tratamiento, se incubaron biopeliculas de 24 horas con cada antibiético en el MICg 0 una dilucién de 4
u 8 veces, con o sin antisuero. Para cultivar el NTHI recientemente liberado, los sobrenadantes se recolectaron por
aspiracion, la biopelicula se lavé suavemente dos veces con solucién salina estéril para eliminar las bacterias poco
adherentes, y el NTHI dentro de la biopelicula se recuperé6 mediante pipeteado contundente. Las bacterias
plancténicas y adherentes se colocaron en placas por separado para determinar la CFU NTHI ml! y estos valores se
combinaron para demostrar las bacterias CFU totales como se muestra. Los datos representan la media + SEM de
tres ensayos independientes.

Sinergia de anti-IHFe.coi y antibiéticos contra NTHI plancténico

Los NTHI se prepararon como se describe (Jurcisek et al. (2011) J. Vis. Exp.) y 108 CFU NTHI se inocularon en los
pocillos de una placa de 96 pocillos antes de la incubacion con antibiético en el MICgy 0 una dilucién de 4 u 8 veces
del mismo, con o sin diluciéon 1:50 de anti-IHFg c0ii 0 un volumen equivalente de suero inalterado. Después de 16 h,
los cultivos se diluyeron en serie y se colocaron en placas sobre agar chocolate para semicuantificar CFU
NTHI/pocillo. Los datos representan la media + SEM de tres ensayos independientes.

Mapeo de epitopos NTHI IHF

Para identificar regiones inmunodominantes dentro de IHF, se sintetizaron una serie de doce péptidos sintéticos de
20 meros con superposiciones de 5 residuos para imitar el terminal N a C de la subunidad a de IHF que se
pronostica expresada por la cepa 86-028NP de NTHI ( “IHFntHi”). La sintesis, la purificacion y la confirmacion de la
secuencia de todos los péptidos sintéticos fue realizada por Ohio Peptide, LLC. Muestras archivadas de sueros
policlonales recuperados de chinchillas que habian sido inmunizadas ya sea con IHFgci nativo o IHFg coi
previamente unido a un exceso de ADN bicatenario (Goodman et al. (2011) Mucosal. Immunol. 4: 625-637) se
usaron para mapear epitopos inmunodominantes de IHF. El analisis de la interaccion entre los péptidos sintéticos
IHFNTH Y los anticuerpos presentes en los sueros de chinchilla se determiné utilizando un Biacore 3000 (GE
Healthcare) como se describe (Novotny et al. (2000) Infect. Immun. 68: 2119-2128; Novotny et al. (2009) Vaccine 28:
279-289). La reactividad de los sueros de chinchilla a péptidos de IHFntHi se procesé utilizando el software PyMol
(Schrodinger) para generar imagenes de modelos en 3D.

Evaluacion de antisueros especificos de epitopo de IHFntH para perturbar las biopeliculas de NTHI

En base a los resultados obtenidos del estudio de mapeo del epitopo, se seleccionaron dos regiones dentro de la
subunidad a de IHFnTHi para generar antisuero policlonal de chinchilla: /hfA-3nthi (Una region no reactiva) e 1hfA-5nthi
(reactivo por anticuerpos contra IHFEe. coi pero no reactivo por anti-IHFE. coi preunido a ADN). Las biopeliculas de
NTHI establecidas durante 24 horas se trataron con dilucién 1:50 de los siguientes sueros de chinchilla: anti-IHFg coji,
anti-IHFe coi previamente unidos al ADN, suero inalterado, anti-/hfA-3nthi 0 anti-/hfA-5ntwi durante 16 horas antes de
la tincién y evaluacion. El trabajo con animales se realiz6 siguiendo la NIH Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals y bajo un protocolo aprobado por el Nationwide Children's Hospital Institutional Animal Care and Use
Committee..

Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism. Las comparaciones de biomasa y espesor
de biopeliculas se determinaron mediante el analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey establecida en 5 %. Las diferencias significativas en CFU NTHI después del
tratamiento se determinaron mediante  ANOVA unidireccional seguido de la prueba de Holm-Sidak para
comparaciones multiples; un valor p < 0,05 se considero significativo.

Resultados
Resolucion inducida por anti-IHF de biopeliculas de NTHI

El trabajo anterior demuestra que el antisuero policlonal de conejo contra E. coli IHF (o “anti-IHFE. c0i”) utilizado a una
dilucion 1:50, equivalente a 4,4 ug de IgG especifica de IHF ml!, perturba una biopelicula de NTHI de 24 horas en in
vitro (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637). Luego se examiné la efectividad relativa de anti-IHF&. coii
tanto en biopeliculas de NTHI maduras como de formacién temprana. Las biopeliculas formadas durante 16, 24, 48
0 96 horas y 1 0 2 semanas antes del tratamiento mostraron una marcada disminucién en la biopelicula restante
después de la incubacion con anti-IHFE. coi, mientras que las biopeliculas expuestas al suero inalterado fueron
comparables a las mantenidas en medio (Figura 10A). Cuantitativamente, biomasas de biopeliculas de 16, 24 y 48
horas expuestas a anti-IHFe coi se redujeron significativamente 94 %, 86 % y 74 %, respectivamente, en
comparacion con suero inalterado (p <0,05, Figura 10B). Para lograr un efecto similar contra las biopeliculas mas
maduras, anti-IHFe. coii se diluyé 1:10. En consecuencia, las biomasas para las biopeliculas de 96 horas o de 1 0 2
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semanas se redujeron significativamente en un 74 %, 43 % y 57 %, respectivamente, en comparacién con el suero
inalterado (p <0,01 o0 0,05). A medida que las biopeliculas de NTHI maduran in vitro, aumenta la cantidad relativa de
ADNe (Jones et al. (2013) J. Innate Immun. 5: 24-38), por lo que no fue inesperado que se requiriera una mayor
concentracion de antisuero especifico de IHF para lograr una reduccion similar en la biomasa de estas biopeliculas
“mas antiguas” y mas densas. Colectiamente, estos datos demostraron que anti-IHFe coi fue significativamente
efectivo y capaz de perturbar las biopeliculas de NTHI maduras y de formacion temprana.

Luego se examind la cinética de la perturbacién mediada por anti-IHF. La biopelicula establecida durante 24 horas
se tratd posteriormente durante 0, 6, 12, 16 o0 24 horas con medio o anti-IHF e, c0i 0 suero inalterado a una dilucién de
1:50. La aplicacion, luego la eliminaciéon instantanea de los tratamientos no indujo alteracién en la biomasa de
biopelicula con respecto al medio (Figuras 11A y 11B). Sin embargo, las biopeliculas expuestas a anti-IHFEe. coii
durante 6, 12, 16 o0 24 h demostraron una reduccion del 76 %, 43 %, 65 % o 67 % en la biomasa en comparacion
con el suero inalterado, respectivamente (p <0,01) con una reduccion maxima observada en el punto de tiempo de 6
h. Anteriormente se informé que el efecto fue modesto del suero inalterado de animales sin SPF en comparacién con
las biopeliculas mantenidas en medio (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637; Novotny et al. (2013)
PLoS One 8: €67629). A continuacion, los inventores examinaron si una mayor concentracion de anti-IHFE. coi 0 un
tiempo de exposicion prolongado podria reducir ademas, o erradicar una biopelicula preformada. La incubacion de
biopeliculas de NTHI con anti-IHFe. coii diluido 1: 5 dio como resultado una disminucién de la biomasa en un 86 % en
comparacion con el suero inalterado (p <0,01; FIGS. 11A y 11B). Este resultado parecia maximo ya que ni una
mayor concentracion de anti-IHFE coi ni un aumento en el tiempo de tratamiento a 24 h erradicaron completamente
todas las bacterias viables. En cualquier caso, quedaba una sola capa de bacterias después del tratamiento, lo que
sugeria que no habia un direccionamiento para anti-IHFg co €n estas monocapas.

No se requirié contacto directo para que anti-IHF perturbara las biopeliculas de NTHI

Hasta este punto, el anti-IHF se aplicé directamente a las biopeliculas de NTHI. Para determinar ahora si se requirid
el contacto directo entre anti-IHFe i y la biopelicula, se establecieron biopeliculas de NTHI en la camara basolateral
de untranspocillo. Anti-IHFg. coi enriquecido con IgG covalentemente unido a perlas de agarosa se colocé en la
camara apical, separando asi fisicamente los anticuerpos de la biopelicula por la presencia de una membrana. Los
inventores primero confirmaron que anti-IHFEe coi acoplado a perlas de agarosa no se difundié en la camara
basolateral mediante la recoleccion de medio dentro de la camara basolateral 24 horas después de la colocacién de
perlas unidas a anticuerpos en la camara apical deltranspocillo mediante transferencia Western (Figura 18). En
comparacion con la aplicacion de IHFe coi directamente a la biopelicula (Figura 12A), la reduccion de la biopelicula
en presencia de anti-lIHFe coi enlazado a perlas de agarosa dentro de la camara apical deltranspocillo fue
equivalente (Figura 12C), y se observé una reduccion significativa en la biomasa (p <0,05) en comparacion con la
IgG enlazada del suero inalterado (Figuras 12B y 12F). Aunque se ensayaron tres concentraciones de anticuerpos
acoplados a perlas de agarosa, y todas fueron efectivas, no se observo perturbacion de la biopelicula dependiente
de la dosis. Estos datos sugieren una saturacion de los sitios de unién de anticuerpos disponibles en la interfaz entre
el medio de biopelicula y la membranatranspocillo. Para probar esta teoria, se coloc6 una capa de perlas de agarosa
desnuda debajo de aquellas a las que los anticuerpos IHFe. i se habian unido, bloqueando estéricamente la
capacidad de unirse a el IHF 'libre'. Como se anticipd, no se observé perturbacion de la biopelicula (Figuras 12D y
12F). Sin embargo, la perturbacion de la biopelicula se restablecioé al mezclar las perlas desnudas y los anticuerpos
unidos a anti-IHF (Figura 12E). Colectivamente, estos datos demostraron que anti-IHFEe coi Nno requirié contacto
directo con una biopelicula de NTHI para mediar la perturbacion, y ademas, que esta perturbacion probablemente
fue mediada por un desplazamiento de equilibrio forzado ya que los anticuerpos capturan IHF libre cuando esta
proteina se disocia naturalmente del ADNe dentro de la biopelicula (es decir, estaba en un estado 'apagado’).

Para demostrar que la perturbacién de la biopelicula observada estuvo mediada especificamente por anticuerpos
dirigidos contra IHF y no debido a la influencia de otros componentes dentro del suero de conejo hiperinmune (ya
que este suero no se activd por calor antes del uso) se adsorbieron alicuotas de anti-IHFg i bien sea con IHF
purificado, o como control negativo, una proteina NTHI de masa molecular comparable llamada rsPilA (Novotny et al.
(2009) Vaccine 28: 279-289). Los inventores establecieron primero que la diluciéon 1:50 de antisuero seleccionada
arbitrariamente utilizada en los ensayos de biopeliculas equivalia a la aplicacion de 4,4 ug de IgG especifica de IHF
a cada biopelicula. La transferencia Western revelé una reactividad reducida del anticuerpo especifico de IHF
después de la incubacién con concentraciones crecientes de IHF purificado (Figura 19). Este resultado fue
especifico, ya que no se observod disminucion de la reactividad por incubacion con la proteina NTHI recombinante no
relacionada. Ademas, la incubacién de biopeliculas con los sueros adsorbidos con IHF mostré una capacidad
reducida para perturbar eficazmente las biopeliculas preformadas, en comparacién con el suero entero (Figuras 13A
y 13B). Estos datos revelaron que la perturbacion de la biopelicula de NTHI observada estaba mediada por
anticuerpos especificos de IHF dentro del suero de conejo policlonal.

Sinergia de anti-IHF con antibiéticos

Los inventores luego examinaron si la perturbacion de la biopelicula por anti-IHFE. o aumento la susceptibilidad de
las bacterias residentes en la biopelicula a la muerte por antibiéticos cominmente utilizados para tratar infecciones
por NTHI. La concentracion inhibitoria minima requerida para inhibir el crecimiento del 90 % (MICg) de NTHI
cultivado plancténicamente se determiné previamente (Tristram et al. (2007) Clin. Microbiol. Rev. 20: 368-389) y se
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emplearon las siguientes concentraciones: ampicilina (32 pug ml-'), amoxicilina-clavulanato (1 ug ml-'y 0,5 yg ml™,
respectivamente) y cefdinir (0,25 ug ml'). las biopeliculas de NTHI de veinticuatro horas fueron expuestas a anti-
IHFE. coii, diluido 1:50, antibiético o una combinacién de anti-IHF e, .o mas antibiético. Como se anticipd, anti-IHF&, coii
mediod la perturbacion significativa de la biopelicula (Figura 14A), sin embargo, la incubacion con cualquiera de los
tres antibidticos en la MICg para NTHI plancténico no dio como resultado la muerte bacteriana segun lo determinado
por la tincién de viabilidad (Figuras 14B-14D) y el espesor medio de la biopelicula y la biomasa fue comparable
entre medio y antibiético solo (Figura 14E). Notablemente, el tratamiento de una biopelicula de NTHI establecida
con una combinacion de anti-IHFe coi y cualquiera de los tres antibidticos indujeron una alteracion marcada en la
arquitectura de biopelicula y una reducciéon estadisticamente significativa en la biomasa media (p < 0,05), en
comparaciéon con el tratamiento con antibiético solo. Ademas, se observd muerte bacteriana dentro de las
biopeliculas tratadas con anti-IHFg coi mas cualquiera de los tres antibidticos. Estos datos sugirieron que la
perturbaciéon mediada por anti-IHF de las biopeliculas de NTHI hizo que las bacterias residentes fueran mas
susceptibles a las acciones de antimicrobianos previamente ineficaces.

Para ampliar esta linea de investigacion mas alla de los datos descriptivos de la perturbacion fisica de las
biopeliculas preformadas, se examind si la exposicién a anti-IHFe. coi aumenté la muerte mediada por antibidticos de
la bacteria recién liberada. Para hacerlo, los tres antibiéticos direccionados se analizaron tanto en la MICgy para
NTHI plancténico (Biedenbach et al. (2003) Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 46: 291-294; Tristram et al. (2007) Clin.
Microbiol. Rev. 20: 368-389) asi como a una dilucién de 4 u 8 veces de la misma. Cuando se incubé con cualquiera
de los tres antibidticos en la MICgo, no se observé diferencia significativa en las bacterias adherentes de unidades
formadoras de colonias (CFU) ml" con respecto al medio (Figuras 15A-15C). Sin embargo, ademas de anti-IHF £, coi
dio como resultado una reduccion significativa en el nimero de NTHI que permanecié adherente al portaobjetos de
la camara en comparacion con el medio (p <0,05) (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637). Ademas,
el uso de cualquier antibiotico en la MICgp en combinacion con anti-IHFEe. coi indujo una reduccion significativa adn
mayor en el numero de bacterias adherentes (p <0,05) en relacion con el medio solo. Esta reducciéon se mantuvo a
concentraciones 8 veces menores de ampicilina (4 ug ml™") y amoxicilina-clavulante (0.125 y 0,0625 pg cada ml),
asi como a una concentracion 4 veces menor de cefdinir (0,0625 pg ml).

Para demostrar que la perturbacion de las biopeliculas por anti-IHFg coi mediaba la destruccion mejorada de
bacterias tanto en las poblaciones adherentes como en las plancténicas, se examinoé el total de bacterias viables por
pocillo después del tratamiento con cada antibiético administrado con o sin anti-IHFg coi (Figuras 16D-16F). Para
todos los antibioticos, se observé una reduccion significativa en la CFU NTHI/pocillo de portaobjetos de camara total
viable cuando el antibiodtico se usé bien sea en la MICg 0 en una dilucion de 4 u 8 veces del mismo en combinacion
con una dilucién 1:50 de anti-IHFg. 0. En todos los casos, estas diferencias fueron significativas en comparacion con
el tratamiento con antibiotico solo, anti-IHFE. coii SOlO 0 antibidtico mas suero inalterado (p <0,05).

Para determinar si los NTHI recientemente liberados, o quizas aquellos que todavia estan en una asociacion menos
estricta con la biopelicula perturbada, eran inusualmente susceptibles a la accién de estos antibidticos, los cultivos
en caldo de NTHI se trataron con una dilucién 1:50 de cualquiera de los anti-IHF e, coi 0 suero inalterado, suministrado
solo o en presencia de ampicilina, amoxicilina/clavulanato o cefdinir. Se usaron antibiéticos tanto en la MICg para
NTHI planctonico como para una diluciéon de 4 u 8 veces del mismo. No se observo mejora de la muerte mediada por
antibioticos tras la exposicion de NTHI cultivado en plancton a anti-IHFE. coii solo (Figuras 20A-20C), lo que sugiere
que NTHI recién liberado de la biopelicula por la accion de anti-IHF e, coi fueron fenotipicamente Unicos, ya sea de su
biopelicula o sus contrapartes planctoénicas.

Identificacion de regiones inmunodominantes dentro de IHF

El trabajo previo demostré que la inmunizaciéon de las chinchillas con IHFg i nativo indujo la formacion de
anticuerpos que resolvieron rapidamente las biopeliculas de NTHI establecidas dentro de los oidos medios de la
chinchilla durante la OM experimental; sin embargo, la inmunizaciéon con IHFeci que se habia complejado
previamente con el ADN (la forma probablemente presente en la naturaleza, durante la enfermedad) no resolvié la
enfermedad (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637). Colectivamente, los datos hasta la fecha
implican que existe un dominio conservado dentro de las proteinas DNABII (IHF y HU) de muchas bacterias las
cuales pueden ser direccionadas para perturbacion efectiva de la estructura de la biopelicula y que este dominio
esta enmascarado u ocluido cuando IHF/HU esta asociado con ADN. Para determinar la ubicacion de este dominio
efectivo/enmascarado, IHF de NTHI (denominado como “IHFntHi”) se maped con epitopos utilizando una serie de
péptidos superpuestos de 20 meros disefiados para imitar el terminal N a C deducido de la subunidad a de esta
proteina DNABII. Estos péptidos se cribaron con antisueros recuperados de chinchillas que se habian inmunizado
con ya sea IHFg o nativo o IHFe i que se habia complejado con un exceso de ADN (Goodman et al. (2011)
Mucosal Immunol. 4: 625-637). El antisuero contra IHFeci nativo fue reactivo con péptidos predichos para
representar las regiones de la punta de unién al ADN (Figura 16A), mientras que el antisuero contra el complejo
IHFe coi~ADN produjo la mayor reactividad a los péptidos que representan las colas N-terminales de IHFytwi (Figura
16B). Este resultado fue légico ya que las regiones de la punta de unidon al ADN probablemente estan ocluidas
cuando IHFg ¢ se une al ADN como se muestra en la Figura 16C; por lo tanto, mientras que la regién de la cola
esta expuesta, se predice que las regiones de unién de la punta son inmunolégicamente inaccesibles.
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Como nuestro estudio de mapeo con epitopos reveld regiones especificas dentro de la molécula de IHF a las que los
anticuerpos del suero eran reactivos, los inventores trataron de determinar si los anticuerpos dirigidos contra este
epitopo direccionado eran tan efectivos como los dirigidos contra la proteina nativa. Para hacerlo, se seleccionaron
dos péptidos con los cuales generar suero inmune en chinchillas: el péptido /hfA-5nthi, que representa la region de
union a la punta del ADN reactivo dentro de la subunidad a de IHF (Figura 16D) y como control negativo, IhfA-3ntHi,
que representa un péptido de igual tamafio pero que no reacciond mediante mapeo con epitopos (Figura 16D).
IHFg coi purificado y IHFecoi pre-complejado con ADN sirvieron como inmunégenos comparativos. Como se
esperaba, en comparacion con el suero de chinchilla ingenuo, las biopeliculas de NTHI incubadas con anti-IHFg i
complejado con ADN o anti-/hfA-3nTHi NO se alteraron en la morfologia de la biopelicula o la biomasa (Figura 16E y
16F). Sin embargo, de manera similar a la observada con anti-IHFg i, la incubacién con anti-lhfA-5ntwi fue
igualmente eficaz para inducir una reduccion significativa en la biomasa de biopeliculas (p <0,01) en comparacion
con el suero inalterado.

Discusion

Las biopeliculas bacterianas contribuyen significativamente a la mayoria de las enfermedades bacterianas
recurrentes y cronicas, incluidas las del tracto respiratorio, el tracto urogenital y la cavidad oral. Las biopeliculas son
recalcitrantes a la accion del sistema inmunitario del huésped y los agentes antimicrobianos, lo que requiere el
desarrollo de novedosas modalidades de tratamiento para enfermedades con un componente de biopelicula. El
ADNe es un componente prevalente de la EPS de biopelicula de muchos microbios, y previamente demostramos
que los miembros de la familia de proteinas DNABII juegan un papel crucial en la estabilizacion de la estructura de la
biopelicula, ya que la exposicion de las biopeliculas a los anticuerpos dirigidos contra IHF media una perturbacion
significativa (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637).

A medida que envejece la biopelicula de NTHI, hay un aumento en la concentracion de ADNe dentro de la EPS
(Jones et al. (2013) J. Innate Immun. 5: 24-38), y por inferencia, un aumento relativo concordante en la
concentracion de proteinas DNABII asociadas. Aqui mostramos que las biopeliculas mas antiguas requerian una
mayor concentracién de anti-IHFecoi para mediar la perturbacién. La capacidad de anti-IHFgcoi para alterar una
biopelicula de NTHI de 24 horas establecida fue rapida, con efectos maximos ocurridos dentro de las 6 horas de
exposicion (76 % de reduccién en la biomasa y 71 % de reduccion en el grosor medio en comparacién con el suero
inalterado) y no se produjo mas perturbacion después de una incubacion adicional de 24 horas con un solo
tratamiento. Independientemente del aumento relativo en la concentracién de anticuerpos anti-IHFg cqii 0 el tiempo de
exposicion, no se pudo lograr la erradicacion completa de NTHI. En cambio, permanecié una monocapa de bacterias
viables, lo que sugiere que, en ausencia de una EPS que contenga ADNe e IHF, no existe un direccionamiento para
la terapia dirigida anti-IHF.

Por lo tanto, un enfoque combinatorio probablemente seria ideal y daria como resultado la capacidad de usar
antibidticos ya existentes u otras terapias para resolver estas enfermedades.

Para definir mejor el mecanismo de accion, se investigd si era necesario el contacto directo entre la biopelicula y los
anticuerpos anti-IHFe cqi para la perturbacion de la biopelicula, ya que previamente se planted la hipétesis que ese
no era el caso (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol 4: 625-637). Como se esperaba, la separacion de los
anticuerpos enlazados a las perlas de agarosa de la biopelicula por una membrana microporosa no inhibié la
perturbacién de la biopelicula, lo que sugiere que no era necesario el contacto directo. En cambio, colectivamente
los datos indicaron que los anticuerpos dirigidos contra antie coi capturaron IHF libre, ya que se disociaba del ADNe
dentro de la biopelicula como parte del equilibrio normal entre el IHF y el ADN. De hecho, los experimentos de
mapeo con epitopos apuntan a la inhibicion competitiva del dominio de unién al ADN de IHF como el sitio de accion
del anticuerpo. La presencia de un exceso de anticuerpos contra el IHF desplaza asi este equilibrio, mediando el
colapso o la perturbacion de la estructura de la biopelicula.

Como el tratamiento de una biopelicula con anti-lIHF media la liberacién de bacterias en la fase plancténica
(Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4: 625-637), se probd si anti-IHF antiecoi podria actuar de manera
combinatoria con antibiéticos tradicionales para aumentar su capacidad de matar. Para tres antibiéticos utilizados
tradicionalmente para tratar infecciones recalcitrantes del tracto respiratorio debido a NTHI, se determind que en
efecto este era el caso. El tratamiento de biopeliculas establecidas con anti-IHFg i mas antibidtico hace que las
bacterias residentes sean susceptibles de matar. Ademas, estas bacterias recientemente liberadas demostraron una
mayor susceptibilidad a la muerte que no se debid a la exposicion a anti-IHFg ¢ Solo. Los tres antibidticos probados
fueron capaces de mediar la muerte cuando se usaron en una concentracion de 4 a 8 veces menor que la MICgp
para células en crecimiento plancténico, lo que demuestra una verdadera sinergia. Estos hallazgos también
sugirieron la posibilidad de un fenotipo Unico para NTHI que habia sido liberado recientemente del crecimiento de
biopeliculas, en comparacion bien sea con los residentes dentro de una biopelicula o con crecimiento plancténico.
Es importante destacar que se ha hecho una observacion similar para S. pneumoniae en el trabajo pionero de
Anders Hakansson, quien descubrié que los neumococos liberados de las biopeliculas, mediadas a través de varios
tratamientos, tienen un transcriptoma unico y una mayor virulencia en comparacion con ambas bacterias que crecen
como una biopelicula asi como con bacterias planctonicas que crecen en medio rico (Marks et al. (2013) MBio. 4).
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Colectivamente, estos datos apoyan un modelo para describir el mecanismo mediante el cual el antisuero contra el
IHF induce la perturbacion de una biopelicula establecida. La exposicion de biopeliculas a anti-IHF induce un
desplazamiento de equilibrio entre las moléculas de IHF unidas al ADNe dentro de una biopléicula (o "encendido") y
aquellas en un estado "apagado". Las moléculas de IHF libres en el medio acuoso circundante se eliminan, lo que
obliga al IHF unido a disociarse del ADNe de la biopelicula, lo que media un colapso estructural de la biopelicula.
Estas observaciones demuestran el potencial para direccionar a una molécula de importancia estructural critica para
la integridad de la biopelicula para el tratamiento de multiples enfermedades con un componente de biopelicula.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Todas las
secuencias de nucleétidos proporcionadas en el presente documento se presentan en la direccién 5' a 3.

Las invenciones descritas ilustrativamente en el presente documento pueden practicarse adecuadamente en
ausencia de cualquier elemento o elementos, limitacion o limitaciones, no divulgados especificamente en el presente
documento. Asi, por ejemplo, los términos "que comprende”, "que incluye," que contiene ", etc., se leeran de manera
expansiva y sin limitacién. Ademas, los términos y expresiones empleados en este documento se han usado como
términos de descripcion y no de limitacion, y alli no existe ninguna intencion en el uso de tales términos y
expresiones de excluir cualquier equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de las mismas,

pero se reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del ambito de la invencion reivindicada.
La descripcion y los ejemplos anteriores pretenden ilustrar y no limitar el alcance de la invencion.

Tabla 1

Gram (+) — solamente HU, Gram (-) - todos tienen HU algunos también IHF

Cepas de Bacterias Abreviatura Nombre de la

proteina
S. sobrinus 6715 Ss 1310 (HU) (no completamente
secuenciado)
S. pyogenesMGAS10270 Spyog Spy1239 (HU)
S. gordonii Challis NCTC7868 Sg SGO_0701 (HIpA)
S. agalactiae  (Grupo GBS SAG_0505 (Hup)
Strep)2603V/R
S. mutans UA159 Sm Smu_589 (HU)
S. pneumoniae R6 Spneu spr1020 (HU)
S. gallolyticus UCN34 (S. bovis) Sgall YP_003430069 (HIpA)
S. aureus MW2 Sa MW1362 (HU)
S. epidermidis RP62A Se SERP1041 (Hup)
E. coli K12-MG1655 Ec b1712 (HimA)
b0912 (HimD)
(HupA)
(HupB)
H. influenza KW20 Rd Hi HI1221 (HimA)
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(continuacion)

Gram (+) — solamente HU, Gram (-) - todos tienen HU algunos también IHF

Cepas de Bacterias

Abreviatura Nombre de la proteina

Salmonella enteric serovar typhi CT18

Salm

Aggregatibacter actinomycetemcomitansD11S-1 Aa

P. gingivalis W83

N. gonorrhoeae FA1090 (Oklahoma)

N. meningitides MC58

P. aeruginosa

H. pylori 26695

B. burgdorferi B31

Moraxella catarrhalisRH4

V. cholera El Tor N16961

Pg

Ng

Nm

Pa

Hp

Bb

Ve

57

HI1313

HI0430
Sty1771
Sty0982
YP_003255965
YP_003256209
YP_003255304
PG_0121
PG_1258
NGO603
NGO0030
NMB_0729
NMB_1302
PA3161
PA1804
PA2758
Hp0835
BB_0232
YP_003626307
YP_003627027
YP_003626775
VC_0273
VC_1914

VC_1919

(HimD)
(HupA)
(HimA)
(HimD)
(IHFalpha)
(IhfB)
(HU)
(Hup-1)
(Hup-2)
(IHFB)
(IHFa)
(HimA)
(HimA)
(HimD)
(HupB)
(HimA)
(Hup)
(Hbb)
(HimA)
(HimD)
(HupB)
(HupA)
(HipB)

(HupB)
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(continuacion)

Gram (+) — solamente HU, Gram (-) - todos tienen HU algunos también IHF

Cepas de Bacterias Abreviatura Nombre de

proteina

Burkholderia cenocepacia HI2424 Bc

Burkholderia pseudomallei 668 Bp

Mycobacterium tuberculosis Mtb
CDC1551

Mycobacterium smegmatis MC2 Ms
Treponema denticolaATCC 35405 Td

Treponema palladumNichols Tp

Prevotella melaninogenica ATCC Pm
25845

Prevotella intermedial7 Pi
Bordetella pertusisTohama 1 Bpert
Enterococcus faecalis V583 Ef

VC_1222
Bcen2424 1048
Bcen2424 1481
BURPS668_2881
BURPS668_1718

MT_3064

MSMEG_2389
TDE_1709

TP_0251

PREME0022_2103

PREME0022_0268
PREME0022_0341
PREME0022_0340
PIN_AQ0704
PIN_A1504
PIN_0345
PIN_0343

BP2572

BP3530

BP0951

Ef1550
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(HimA)
(IHFB)
(IHFA)
(IHFB)
(IHFA)

(HU)

(Hup)
(HU)

(proteina 1l de unién a
ADN)

(HupB)

(HupA)

(Hup)

(HimA)

(Hup)

(Hup-2)

(HimA)

(Proteina hipotética)
(IhfA)

(HupB)

(IhfB)

(hup)



2
(cont.)

Ec_HimA
Salm_HimaA
Ve Eima
Pa_HimA

Hi HimA

Aa IHFalpha
Mc HimA

Ng IHFalpha

Nm HimA

ES 2746 971 T3

SEQ ID NOS 42-72, respectivamente, en orden de aparicion

—————— MALTRAEMSEY LF DELE-L8-----KADARELVELFFEEIRRA

Bpert ThfA MGTTMLAEPRTL

Pm HimA
Pi HimA
Tp Dbp II
Pm Hup

Pi hypo

Sa HU

Ec hupA
Se_Hup

Ss Hu
Spyog HU
Sgall_ HlpA

GBS_Hup
Spneu_HU
Sg_HlpA

Sm_HU
Ef Hup
Hi HupA
Vc_HupA
Pa_HupB

AELABALFEQLE-ME——--— KHDARDTVEVFFEEIRKA
AETAERLYBELG-LN-————- KHEARELVELFFEEIR{A
KLDILBYLSDEYH-L8——-—- KODTENVYENFLEEIRLS
RVELAENLIBRFH-LS————- KREAEDLVESFFEEXIRVA

AMRQDLIAKVAER e
AELIENVASSIIGLT—————- KHDATAAVDAVESTIQKET

ANE

RQULIAKVAEA
RODLIAKVARA
QDL IAKVARL

NEQDLIAKVAR
ROQDLIAKVARA!
WEQDLIAKVAAA

CAEMSEY LFDRILG-LE———-—— KHDARELVELFFEEIRRA

LR-LT-—---- ROOARKLYDGFFEEI SRS

n i Jo  H e o

LADT BEVANVI--—-- AREIVELFFEEIRS!

szAKEIVELFFEEIRSL

KNEARDMYEAFTEVIRDA,

KREREDMYEAFFEVIRDALE

AELAELLFERVE-LN-—--- KREAEDIVDTFFEEIRDALAR
KEFIABRLAARTGYT—————- QDESQKMVYKTVVIMMGKSHET
KEFITALANRVGRS———--- QOETOQRLYKTALQAMGINEE S
RSFVWDALCDEVDLS————— REHVARVVDSTVSVVTAARLER]
ATQLITSALARQHNLS----ADDAAAFVDAFFDIIS SELKN-
ALOLIADAVARKHKI T——-—-— VHEAEKFYSAIFDVUNEGLKT

AGSAVDAVFESIONS!
QAKAALESTLAAITESLKE

ARRVDAVFSTIEAF
FRDSAABYDAVFSAIESFLSE

REDSAARVDAVFAAVADYLAE

—————— REDSAAAVRAVEAAVTEYLSK,

Tabla 2
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WINHRSART -GRNP
FRERAART-GRND
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5
@ EQVKILS GFGNF DR DKNQRP - GRINPIIIGEDT P TARRVVITF RPEQ) ENASPRDE-
3 EOVKLSGF GNF DERDKNORP - GRNPISTGEDT PT TARRVVITF RPGO ENASPREE-
G EQVKLSGFGNF DLR DKNERP - GRINPL$TGEDI PI TARRVVITF RPGO ENIKVEK-—
N EOVKLSGFGNF DY R DKRORP-GR GEEIPITARRYVIFRPEO VEAYAGTKS-
FODVKLSGFGNFELRDKSSRP - GIV VP VSARRVVITFRPEQ EKTK--—--
GNDVKLSGFGNFELR DKASRP-GRNHITEES VP VSARRVVVFKPGQ) EKVKPKA—
GHEVKLSGFGNFE[LXDKKPRP-GRNPSIGES VPIQARRVVITFRAGQ DSQNEG
5 FE TK I SGFGNFQELR DKPQRP-GRNPLITGEE VPI TARRYVITFHASQ] EHYYDRQR-
G EE TKISGFENFQ SIGEEVPITARRVVIFHASQ EHYYDEQR
GESVKLSGFGNFQIRDKPORP-GRNPISTGEAT PIAARRYVIIFHASQY ENGAE,
G ESVKLSGFGNFQLRDKPORP-GRNPNTGEAL PYARRRYVITFHASQ
ADSVKLSAFGNFQVR DKP PRP-GREP§IGET I PIAARRVVITFHASQKLKS
GDPVPV IGFGTFEVKKRLERV-MVNESIIELRML VP PXLYLNFRPAA
GEPVLV SGFGSFEVAKRLER ] -MTINAATGLRML VP PXLVLNFRATA
GETVELRDFGVFESRVRKASV-GKS INTGEV VS IPSHCYVVFRPSK
GNQVKIKGLETFKVQAVKPR-ESVNVNIGER VL IEGHDKISFTRDT]

VOAVKPR-ESVHVNTBER VLIEGHEKVSFTPDA

VRERAARK-GRNPQTUKEIDIFASKVPRFKAGK

VNHRAERT -GREPQTGKEIKIAAANVPRFVSGK

GARIKIAASKY]
GABRIEIAASKEVPAF
GEEIEIAASEVPAF

GEEIKIKASEVEAE
GOELQIAASEVPAF
GAELQIAASEVP

Dominio

B-1 T B-2 deunion s

Tabla

Cadena de
retorno

2 (continuacion)
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2 : L,
(cont.) SEQ ID NOS 73-76, respectivamente. en orden de aparicién
>
Aa HU ————————-MNETDLIDATASSAEILN--—-——- KRQAKAALEATLDATTGSLKK
V¢ HupB ————————-MEETOLVEQIAANADIS-——---- RASAGRALDAFIRAVSGTLOS
Ec hupB =~  —-———————- WSOLIDKTAAGADIS-——-——-- K GRAIDATTASVTESLKE
Mc HupB ~  —=====—- MK SELVDS IRQSAGLT--—---- KEQAARAVYNAFTESVOGALIOR
a-1 Vuelta a-2 T
Tabla 2 (continuacion)
&>
GEAVQL TGFETFKVNARKART -GRNPQTGARIKIAASEVHAFVSE KDA =
GROVALVGFGTFSVRTRAART -GRNRATGERIKTAEAKVESFRAG KDACH --—-——-
GDDVALVEFGTFAV KERAART -1 GKEITTARAKVRPSFRAGHALKDA
GEDD VEFGTFSW KERAARM -1 TGEATOTARSKVESFKAGEVLEES
Dominio Cadena de
de unién retorno
p-1 T B-2 Vuelta B-3  a-3

Tabla 2 (continuacién)
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(cont.)

Bpert HupB
Mc HimD
Pm HupB
Pi Hup
Td HU

Pg Hup-1
Hp Hup
Pm HupA
Pi Hup-2
Pg Hup-2
Mt HU
Ms Hup
Ec_HimD

Salm HimD
Vc HipB
Pa HimD
Hi HimD
RAa IHFB
Ng IHFB

Nm HimD
Bc IHFB
Bp IHFB
Bpert IhfB

Bb_Hbb

ES 2746 971 T3

SEQ ID NOS 77-100, respectivamente, en orden de aparicion

—————— GRSLDALIGAVKT TLK
————— EEOVVDEAVRLM TAMMVNELV
—————— RALDATTEAIKEAL
—————— SKEALDAMTAAIKEALV.
RNNPQYQLEQINAIANLFLDELSVLLQQG
—————— BORAVNAFARV VIEQMNA
————— EREAEEAISAFTLAVETALSK
—————— KKDVSAVVESFMETIKDSLLE
—————— EKDVSAVVESFMOAIKDSLL
—————— KETTLRVVESFMIM IKDSLEAH
—————— RAQATARVENVVITIVRAVHK
—————— REQATAAVENVVITIVRAVHK

HIPARTVEDAVKEMLEHMAS TTAJ
HIPABEAVEDAVKEMLEHMAS TIA(
HLEARETEDAVKN TLEHMAS THEA
QLSAKDVELA IK TMLEQMSJRIAT
TLPARETENMVKGILEFISOSLER

119 ] NIPVEHVEEAVKAILEQMSYVIEL
—-—-—-MVRIABVFAAKNGTHLLARDVEY SYKVILVIOTMIRSLAR

MIESELMVRLAEVFAAKNGTHLLAEDVEY SVKVIVITMIRSLAR
QLVLEDADFAVKTML DAMSDALAK
QLVLEDADFAVKTML DAMSDALISK
QLAARDTDYAVKTMLDAMIQALAS

MSFSRRPKVIEEDIVOQ ISLNTKNNNL-KLERRY I RLV IDAFFERELKSNLC S

Vuelta a-2 T

Tabla 2 (continuacién)
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VSARRART-GRNP EéHTIKIKKAKleFRPGK
LHHRSARI -ARNPRTGES VS VKAKATBY FEPGE;
TERPAHE-GINP gKEKIKIAAKKV'lFKAG
YTERPAHE-GINPATKOKIQIAR KRVAKFRPGE
AVLHGR-KNARNPISTGEAVLTADRCKVRFXPGEE
YSERBARK-GINP KSISIBAREVVRFRPES
TARQKGKE-GKVPGSDKTYKTED ERVEKFRFGR
TVKHRAEKTARNI SKNTTITIPAHDFPSFEPAR
[ VEKHRAEKTARNI SKNTTITIPAHDFRBSFREPAK
VKERAEKT-ARNI SKOTTIIIPKRN IPAFKPSE
ORRRAAR-VARNDE 1=HTVKVKPTSV'~FRFGHQFKA
ORREAAR-VARNPRTGET VKVKPTSVPAFRFGA
CHYRAPRT-GREBITG DK VELE GEKYVEHFEPEE
LHYRAPRT-GRMPLEG VK VELEKY VBHFEPGE
LHYREPRV-GREPISTGEOK VELE GRYVPHFRPGE
LHYRAPRV-CRNPUTGES VRLDGKFVYPHFEPGE: Vi
LHHROPRL-GRNPISTGDS UNLSAKSVEY FRAGEELEARY
LHCROPRI-GREPISTIGEQ VKLDAKCVEY FRAGKELRERY
TNHRPARI -GREPIITGERVEVPE KHVPHFEPGRELRERY
LNHRPART -GRNPISTCERVEVPEKHVEHFEPGEELRERY
TRGFGSFG LNRRPARV—GMP@S%GEK VOVPERFYPHFEPGEELRERY
IR@FGS?GLNRRPARV—GREPESGEKVQVPEKH?PHFKPGKELREP?
IRGFGSFSLSQRSPRI-GHNPESGEQVLV?GKQVFHFKPGKELREWV
FROFGIFEVRKRKGRLNARNPQTGEY VKVLDHEVAYFRPGRDLEERY
Dominio Cadena de
de union retorno
T B-2 Vuelta p-3 a3
____________ ARH------------

+114a4
+108ag

OLALKENAN
DLALKENAN

DERAGEPLKADDPDDDR
TIRAGEPLKNDEPEDAQ

ULVGNDQGDD

WEIKG-—--—

Tabla 2 (continuacién)
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SEQ ID NOS 101-128, respectivamente, en orden de aparicion

Comparacion con Liu et al 16 motivos de peptido aa

Strep inter HU EVRERAARK-GRNPQTG

Ec_HimA DLRDKIQRP- GRNFISTIG
Salm HimZA DLRDKITQRP-GR

Ve HimA DLRDKNERP-GR
Pa_HimA DLRDKRQRP-GR
Hi_Hima ELRDKSSRP-GR

Aa IHFalpha ELRDKA SRP-GRINPJAT
Mc Hima ELKDKKPRP-GRNPISTIG
g IHFalpha QLRDKPQRP- GRINPJAT
Nm HimA QLRDKPQRP-GR|NPIST|G
Bc THFA QLRDKPQRP-GRNPIETG
Bp IHFA QLRDKPQRP-GRNPNT|G
Bpert IhfA QVRDKPPRP-GR[NPIST|G
Pm Hima EVKKRLERV-MVINE|sfre
Pi Hima EVKKRLERI - MT{NFfre
Tp Dbp II ESRVRKASV-GKSINTG
Pm Hup KVQAVKPR-ESVNVITHG
Pi hypo KVQAVKPR-ESVNVI{e
Sa HU EVRERAARK-GRINPQT
Ec hupA KVNHRAERT-GR G
Se_Hup EVRERAARK-GR

Ss Hu EVRERAARK-GR
Spyog_HU EVRERAARK-GR
Sgall H1pA EVRERAARK-GR
GBS_Hup EVRERAARK-GR
Spneu_HU EVRERAERK-GR

Sg HlpA EVRERAARK-GR

Sm_HU EVRERAARK-GR

Tabla 3
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SEQ ID NOS 129-139, respectivamente, en orden de aparicion

Ef Hup
Hi_ HupZ

Ve_Huph
Bpert HupB
Pa_HupB

Aa HU
Pm HupB
Pi Hup
Td HU

Pg Hup-1
Hp_ Hup

ES 2746 971 T3

EVRERAARK-G QTG
KVITERAART-GRNPQTIG
KVITHRSART-GRNPQTIG
AVSARAART-G G
AVEERAART-GRNPQTIG
SVRTRAART-G
ATTERPAHE-GI SK
SVTERPAHE-GI
FAVLHGR-KNA
SVSERAARK-GI
ETREQKGEKE-G SD

Tabla 3 (continuacion)

SEQ ID NOS 140-159, respectivamente, en orden de aparicion

Comparacion con Liu et al 16 motivos de péptido aa

Pm Huph
Pi Hup-2
Pg_Hup-2
Mt HU
Ms Hup
Ec_HimD

Salm_HimD
Ve_HipB
Ec hupB
Mc HupB
Pa_ HimD
Hi HimD
Aa IHFB
g IHFR

Nm HimD
Bc IHFB
Bp IHFR
Bpert ThfB
Mc HimD

Bb_Hbb

FIVKHRAEKTA
FIVEHRAEKTA

5LHYRAPRV—GRNPAT]
SLHHRQPRL-GRNPAT
SLHCRQPRI-GRNP[AT
DLNHRPART -GRNPJAT

DILIHRPART - GRNP[ITG

GLNRRPARV-GRNFISG
CLNRRPARV-GRNPESG

SLSORSPRI -GRNPISG

CLHHRSARI -ARNER[TG
EVREREGRLNARNPQTG

Tabla 3 (continuacion)
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NAVAATYAO JHIANIANYMMAI

NOVAMTYAHOVYAHASIANYIVI

NAYAXTYHOVHASAANYVVI

NAYAXTYHOYHIOdINVVVI

HAVAANTYHOSAIVAANYVYI

AIVAATVHOVALIVYAANYYVI

HAVANTYHOSAIVAANS VI

AIVANTYHOSAIVAIANSYYI

HAVAATYHOVAIVAANS VI

HAVAATYHAOVALVIANSYI

HAVAATYHOIHIVIANS VI

HAVAHTYHOVASIVAANS WA

HAVAHTYAOVALIVIANSYYI

HAVAATVYHOVAIVIANSYYI

HAVAHTYHOVALIVAANSYYI

HAVANTVYAOVAIVAANSYVI

HNVANTVAOVAIVAANSYVI

MAVANTVAOVYHIVAANSYVI

NAVYOXTY

NOVAOM TV

NAVYONTY

NAVAOMTVY

MAVANTY

VATV

AAVAOATY

AIVAOATY

ANYANTY

HAVAATY

AAVYONTY

AAYONTY

AAVAATY

AAVONTY

MAYONTY

AAVAOATVY

AAVONTY

MAVANTY

MOddIM

MOVYM4S

MOVvH4S

MOVHAO

HOSALY

HNOVALY

HOSALY

HNOSAIY

AOVHLY

AOVHMLY

AOdMAY

ANOVHMLY

AOVHMLY

HNOVMIY

ANOVHMLY

ANOVMAY

AOVYMAY

HOVYMAY

gdny | eweyo]sisnuad ejjerepiog

gdnH L989LN 101 [T BI8/04O A

gdnyssL On-zix 1102 '3

gadny esoutbruse o

vadnuggo L On-gix 1109 '3

VAdnH 'L9B9 LN JO1 |3 BIojoyD A

NH L-SLLasuepwostiajgafwounoe 1sjoeqijebaibby

vanHPY 0ZMY ezusnyul H
dnH vz9dy sipiuuspids '

NH ‘ZTMIAI snaine s

dnH ‘€8GA SIB8E) SN2200048)UT

NH ‘BSLvN suenw °g

vdIH ‘898/0L10N sliley9 #uopsob s

NH 9Y seownaud 'S

dnH W/A092(dang g dnoio) senoejebe ‘s

NH g9 snuLiqos °s

wdIH (s10q 'S) YENDN snonAioes 's

NH ‘0£20LSYOWsausboAd s

ee 0z |euiuLIdl-o

(uorouiede sp uaplo ue ‘sjusweansadsal ‘9¢¢-091 SON Al OIAS) ¥ V19Vl

€0 BIOU3NDAS

¢d elouanoag

euiajoid e| ap aiquwiou ‘seliajoeq ap edan
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HY1AdIVONIATYHTIHOSYH

IVONIATYHIHOSVYHALAAY

SHLOVAVINGYHATIHOOLHSL

HIAAAINIAGYHTHOO UL LA

FIMASYNIAESHTHOOLHLL

JANSYNIALESHIHNOOLHLL

AYOOUNTIHIHASYLVHANTA

ONADOOHHAHOMILYVANAN

HHOMHY AVHHYVY YAV AV AL

HHOHHV LY HAYAYALYdEAY

AOMANDSINAINSAHAVINEM

MANWAIHIAYIMASA4AdHYd

MANAIIH4LAYIAISA4AHYd

MOIIANOATLHOIAIAINLH

MIFTLSOAHIINANEVAISI

NASIHIAAOVYHISAANSYVI

VNAVAYTIVOIAIHVYANAYY

ANAVAY T1IVOVHIANVYAMAYY

HYTAdIVONIATVATA OSVYH4l
IYONIATYHTH OSVH4l
SHLOVAVINLYHATH 09Odyd4l
HAAAINIAGYHTH 09dy4dl
FIHNASYNINISHTH 09dyd4dl
AAAdSYNINHSH A 09Odyd4l
AYOOMUNTHINAS V1Vd4dN
ONADOOHHINAHOMIL VVdM4N
OUNAVYIOAYdTHOVOSIAVHHO VOdd4vY
OUNAVIOIVATIOVOSAAYHID vOdddv
AOMNTSIAAEI HNSdAMIV

MMNAFIEHL AVdAAAS

MMNA3IEHL AVAAAS

HOIIAMOMIL HOdHAM

P RENNE SOdM4Y

NASTHAIA HOWHMLS

YNAYAV13 YOdXdM

MNAYAVTE YOVAIA

V4HI 899 fajjewopnasd euspjoypung
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de anticuerpos anti-IHF para (i) su uso en el tratamiento o prevencion de la recurrencia de una
infeccion por Burkholderia en un paciente con Fibrosis Quistica (CF) que lo necesite, (ii) su uso en el tratamiento de
una infeccién o enfermedad causada por Burkholderia en un paciente con CF infectado con Burkholderia,

en la que el anticuerpo reconoce especificamente y se une a la secuencia de aminoacidos
RPGRNPKTGDVVPVSARRVV.

2. La composiciéon de anticuerpos para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo anti-IHF se
administra al paciente en ausencia de un tratamiento con DNasa.

3. La composicion de anticuerpos para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, y un antimicrobiano que inhibe
el crecimiento de la Burkholderia, opcionalmente Burkholderia cenocepacia o B. multivorans.

4. La composiciéon de anticuerpos para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que
el anticuerpo anti-IHF es un anticuerpo IgG, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal o un fragmento de
union a antigeno del mismo.

5. La composicion de anticuerpos para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que
el sujeto es un mamifero, opcionalmente un paciente humano, y/o un paciente pediatrico.

6. La composicion de anticuerpos para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
el sujeto infectado con Burkholderia es un sujeto con fibrosis quistica.

7. La composicién de anticuerpos para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende ademas una etapa de poner en contacto la biopelicula o Burkholderia con una cantidad efectiva de un
antimicrobiano que inhibe el crecimiento de la Burkholderia que produce la biopelicula.

8. Un péptido aislado que consiste en la secuencia RPGRNPKTGDVVPVSARRVYV y que comprende opcionalmente
ademas un marcador adyuvante o detectable.

9. Un anticuerpo aislado que reconoce especificamente y se une al péptido aislado de la reivindicacién 8 que es
opcionalmente un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal o un fragmento de uniéon a antigeno del mismo,
que opcionalmente comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Una linea celular de hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal de la reivindicacion 9.

11. Un polinucleétido aislado que codifica un péptido aislado de la reivindicacion 8 o el anticuerpo de la
reivindicacién 9 o 10.
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FIG. 2
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