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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la retirada de biopeliculas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere en general a métodos y composiciones para aliviar y/o curar biopeliculas
bacterianas clinicas o industriales.

ANTECEDENTES

Las bacterias persistentes en una biopelicula en el cuerpo de los mamiferos causan aproximadamente las dos
terceras partes de todas las enfermedades crénicas/recurrentes. Estas biopeliculas estan comprendidas por
bacterias protegidas por un "limo" exterior que a menudo esta comprendido principalmente por ADN que evita que
los sistemas inmunolégicos innatos y/o adaptativos, los antibiéticos y otros agentes antibacterianos accedan a las
bacterias del interior de la biopelicula, haciendo extremadamente dificil eliminar la infeccion del cuerpo. Ademas, la
biopelicula puede actuar como depésito para infecciones agudas futuras, a menudo con consecuencias letales.

Al menos una proteina de la familia de proteinas DNABII se encuentra en todas las eubacterias conocidas y se
encuentran de forma natural en el exterior de la célula bacteriana. Aunque provocan una fuerte respuesta inmunitaria
innata, los sujetos hospedadores fracasan al producir de forma natural un anticuerpo especifico frente a los
miembros de la familia como resultado de la infeccién. El problema principal con las biopeliculas bacterianas es la
incapacidad del sistema inmunitario del hospedador y/o de los antibidticos y otros agentes antimicrobianos para
obtener acceso a las bacterias protegidas dentro de la biopelicula

Las biopeliculas también estan presentes en un entorno industrial. Por ejemplo, las biopeliculas estan implicadas en
una amplia diversidad de problemas en el proceso del petroleo, desde el campo de produccion al tanque de
almacenamiento de las estaciones de servicio. En el campo, las bacterias de biopeliculas reductoras de sulfato
producen sulfuro de hidrégeno (petréleo acidificado). En las tuberias de proceso, la actividad de la biopelicula
desarrolla limos que obstruyen filtros y orificios. La biopelicula y los organismos de la biopelicula también causan la
corrosion de la tuberia y el equipo de proceso del petréleo. Estos problemas se pueden manifestar en toda la
instalacion de produccion de petréleo o gas hasta el extremo de que se han encontrado organismos de biopelicula
obstructores y corrosivos incluso en las superficies de los tanques de almacenamiento de productos finales.

En el hogar, se han encontrado biopeliculas en o sobre cualquier superficie que soporte el crecimiento microbiano,
por ejemplo, en desagles, en superficies de preparacion de alimentos, en inodoros y en piscinas y spas.

Las biopeliculas estan implicadas en una amplia diversidad de procesos hidricos, tanto domésticos como
industriales. Pueden crecer sobre la superficie de equipo de proceso e impedir el rendimiento del equipo, tal como la
degradacion de la transferencia de calor o la obstruccion de filtros y membranas. Las biopeliculas que crecen en el
relleno de una torre de refrigeracién pueden afiadir demasiado peso y causar el colapso del relleno. Las biopeliculas
causan corrosion de aceros inoxidables incluso altamente especializados. Las biopeliculas en un proceso hidrico
pueden degradar el valor de un producto final tal como la contaminacién por biopelicula en un proceso de papel o la
unién de incluso una sola célula en un chip de silicio. Las biopeliculas que crecen en los sistemas de distribucion de
agua potable pueden albergar organismos patégenos potenciales, organismos corrosivos o bacterias que degradan
la calidad estética del agua.

De ese modo, existe la necesidad de atravesar la barrera protectora de las biopeliculas para tratar o exterminar las
infecciones bacterianas asociadas y eliminarlas de las superficies y de los sistemas hidricos. La presente invencion
satisface esta necesidad y también proporciona ventajas relacionadas.

Hall-Stoodley et al. (2009) "Evolving concepts in biofilm infections", Cellular Microbiology 11 (7):1034-1043 revisan la
implicacion de la formacion de biopeliculas en infecciones microbianas y discute métodos para tratar tales
infecciones que fijan como objetivo la formacién de la biopelicula.

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1
A1-A2-A3-A4-A5-A6-A7-A8-A9
en la que:
AlesVol;
A2 es uno cualquierade K, Q, E, A,V o;
A3 es uno cualquierade K, L, I, Vo F;
A4 es uno cualquierade S, I, Ro 'V,
A5 es uno cualquierade G o S;
A6 es F;
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A7 es G;
A8 es uno cualquiecrade NoSoToK;y
A9esF.

SEQ ID NO: 2 es VKKSGFGNF

SEQ ID NO: 3 es B1-B2-B3-B4-B5-B5-B6-B7
en la que:
B1 esta ausente o es uno cualquiera de G o K;
B2 esta ausente o es uno cualquiera de R, | 0 K;
B3esNoV;
B4esPol;
B5 es uno cualquiera de K, Q, S o 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/Q)TG
SEQ ID NO: 5 GRNP(K/Q)TG

SEQ ID NO: 6 IhfA de Haemophilus influenzae 86-028NP de tipo natural (wt) de longitud completa; n.° de acceso a
Genbank: AAX88425.1, ultimo acceso el 21 de marzo de 2011:
MATITKLDIIEYLSDKYHLSK

QDTKNVVENFLEEIRLSLESGQDVKLSGFGNFELRDKSSRPGRNPKTGDVVPVSARR
VVTFKPGQKLRARVEKTK

SEQ ID NO: 7 HU de Haemophilus influenzae 86-028NP wt de longitud completa, n.° de acceso a Genbank:
YP_248142.1, ultimo acceso el 21 de marzo de 2011: MRFVTIFINHAFNSSQVRLSFAQFLR
QIRKDTFKESNFLENRRYKFMNKTDLIDATANAAELNKKQAKAALEATLDAITASLK

EGEPVQLIGFGTFKVNERAARTGRNPQTGAEIQIAASKVPAFVSGKALKDAIK

SEQ ID NO: 8 IhfA de Haemophilus influenzae R2846 wt de longitud completa, n.° de acceso a Genbank:

AD096375, ultimo acceso el 21 de marzo de 2011:
MATITKLDIIEYLSDKYHLSKQDTKNVVENFL

EEIRLSLESGQDVKLSGFGNFELRDKSSRPGRNPKTGDVVPVSARRVVTFKPGQKLR
ARVEKTK
SEQ ID NO: 9: IhfA de Haemophilus influenzae Rd wt de longitud completa; n.° de acceso a Genbank: AAC22959.1,

ultimo acceso el 21 de marzo de 2011: MATITKLDIIEYLSDKYHLSKODTK
NVVENFLEEIRLSLESGQDVKLSGFGNFELRDKSSRPGRNPKTGDVVPVSARRVVTF

KPGQKLRARVEKTK;
SEQ ID NO: 10: IhfA de E. coli K12 wt de longitud completa; n.° de acceso a Genbank: AAC74782.1, ultimo acceso
el 21 de marzo de 2011: MALTKAEMSEYLFDKLGLSKRDAKELVELFFE

EIRRALENGEQVKLSGFGNFDLRDKNQRPGRNPKTGEDIPITARRVVT
FRPGQKLKSRVENASPKDE; n.° Genbank de ADN NC_000913

SEQ ID NO: 11: IhfA de P. aeruginosa PA 01 wt de longitud completa; n.° de acceso a Genbank: AAG06126.1,
ultimo acceso el 21 de marzo de 2011: MGALTKAEIAERLYEELGLNKREA

KELVELFFEEIRQALEHNEQVKLSGFGNFDLRDKRQRPGRNPKTGEEIPITARRVVTF
RPGQKLKARVEAYAGTKS

SEQ ID NOS: 12y 13: partes -3 y a-3 de (IHFa) SEQ ID NO: 12: TFRPGQ y SEQ ID NO: 13: KLKSRVENASPKDE
SEQ ID NOS: 14 y 15: partes -3 y a-3 de (IHFB) SEQ ID NO: 14: HFKPGK y SEQ ID NO: 15: ELRDRANIYG

SEQ ID NOS: 16 y 17: partes B-3 y a-3 de la SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 16: TFKPGQ y SEQ ID NO: 17:
KLRARVEKTK

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

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

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

SEQ ID NOS: 24 y 25: partes B-3 y a-3 de la SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 24: TFRPGQ y SEQ ID NO: 25:
KLKSRVENASPKDE

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

SEQ. ID NO. 28: hupA de E. coli, n.° de acceso a Genbank: AP_003818, ultimo acceso el 21 de marzo de 2011:
MNKTQLIDVIAEKAELSKTQAKAALESTLAAITESLKEGDAVQLVGFGTFK

VNHRAERTGRNPQTGKEIKIAAANVPAFVSGKALKDAVK

SEQ ID NO: 29: hupB de E. coli, n.° de acceso a Genbank: AP_001090.1, ultimo acceso el 21 de marzo de 2011:
MNKSQLIDKIAAGADISKAAAGRALDAIIASVTESLKEGDDVALVGFG
TFAVKERAARTGRNPQTGKEITIAAAKVPSFRAGKALKDAVN

SEQ ID NOS: 30 y 31: partes -3 y a-3 de la SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 30: AFVSGK y SEQ ID NO: 31: ALKDAVK

SEQ ID NOS: 32 y 33: partes $-3 y 0-3 de la SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 32: SFRAGK y SEQ ID NO: 33:
ALKDAVN

SEQ ID NO: 34: 20 aminoacidos C-terminales de IHFa: TFRPGQKLKSRVENASPKDE
SEQ. ID NO. 35: 20 aminoacidos C-terminales de IHFR: KYVPHFKPGKELRDRANIYG

SEQ ID NO: 36: secuencia de consenso de union a DNABII: WATCAANNNNTTR gn ja que W es Ao T, N es
cualquier base y R es una purina

SEQ ID NO: 337: IHFalfa de E. coli; GRNPKTGEDIPI
SEQ ID NO: 338: IHFbeta de E. coli: GRNPKTGDKVEL
SEQ ID NO: 339: HUalfa de E. coli: GRNPQTGKEIKI

SEQ ID NO: 340: HUbeta de E. coli: GRNPQTGKEITI
DESCRIPCION DE LAS TABLAS
Las Tablas 1-5 son los resultados de un bioensayo in vitro de la inversién de la biopelicula en el organismo indicado.

La Tabla 6 es el esquema de puntuacion de la cantidad relativa de biomasa en el oido medio en el modelo de
chinchilla de otitis media (OM).

La Tabla 7 indica los resultados de un bioensayo in vitro de la inversion de la biopelicula tras tratamiento con
ADNasa.

La Tabla 8 es un resumen no limitado de las proteinas de unién a ADN producidas por bacterias gram(+) y gram(-)
que se pueden usar en los métodos previstos en el presente documento.

La Tabla 9A es una alineacidon de secuencia de las partes pertinentes de las proteinas de unién a ADN de las
diversas realizaciones de la presente divulgacion. Las letras en negrita indican las coincidencias con el consenso, la
inscripcion en color gris claro indica un cambio conservativo de aminoacidos, y las secuencias sombreadas en claro
U oscuro se conservan altamente a través de las especies. Las secuencias indefinidas sombreadas en gris en los
extremos amino y/o carboxi terminales son aminoacidos indefinidos que no comparten secuencias de consenso. La
Tabla 9A se basa en informacion publicada previamente en Obeto et al. (1994) Biochimie 76:901-908. La Tabla 9B
es una comparacion del motivo peptidico de 16 aminoacidos de Liu et al. (2008) Cell Microbiol. 10(1):262-276.

La Tabla 10 es un listado de las partes a, B, y C-terminal de las proteinas DNABII del organismo indicado.

SUMARIO
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La invencién se define en las reivindicaciones. En las células bacterianas, las proteinas DNABII son proteinas de
union a ADN que doblan necesariamente los sustratos de ADN tras la unién. Del mismo modo, el ADN que esta ya
en una conformacion doblada es un sustrato preferente ya que la energia requerida para el doblado se vuelve
innecesaria.

La familia de proteinas DNABII se encuentra en el exterior de las células bacterianas en estado de biopelicula. Los
Solicitantes han mostrado que estas proteinas estan unidas de hecho al ADN extracelular en uniones ramificadas
criticas. En un aspecto, los Solicitantes han mostrado que inmunizado al hospedador con polipéptidos y proteinas
que producen anticuerpos especificos, la red basada en ADN se altera lo suficiente para permitir en ese caso que el
sistema inmunitario del hospedador elimine la biopelicula.

Los Solicitantes también han demostrado la retirada de biopeliculas de Haemophilus influenza no tipificables
preformadas en el oido medio del hospedador chinchilla mediante diversos modos de inmunizacién con un miembro
de la familia de DNABII (factor de integracion del hospedador de E. coli, IHF). Este sistema animal de biopelicula en
el oido medio de chinchilla ya esta bien documentado como excelente modelo para otitis media humana (o
infecciones del oido medio).

El método para usar esta tecnologia es sencillo. En una realizacion, los polipéptidos de la presente divulgacion se
usan para vacunar individuos como medida profilactica a enfermedad de biopelicula crénica/recurrente o como
medida terapéutica para aquellos con infeccion existente. El sistema inmunitario del individuo generara a
continuacién anticuerpos de forma natural que prevengan o eliminen estas bacterias del hospedador por
interferencia con la construccién y/o el mantenimiento de una biopelicula protectora funcional. Alternativamente, se
pueden administrar anticuerpos frente a los polipéptidos para tratar o prevenir la infeccion. Las bacterias que no
pueden formar biopeliculas funcionales se eliminan con mayor facilidad por parte del resto del sistema inmunitario
del hospedador.

De ese modo, en un aspecto, se proporciona un método para inhibir, competir con, o valorar la uniéon de un
polipéptido o proteina DNABII a un ADN microbiano que comprende, o alternativamente que consiste basicamente
en, o aun mas que consiste en, poner en contacto el polipéptido o proteina DNABII o el ADN microbiano con un
agente interferente, para inhibir, competir con, o valorar de ese modo la unién de la proteina o polipéptido DNABII al
ADN microbiano. El contacto se puede llevar a cabo in vitro o in vivo.

En otro aspecto, se proporciona un método para inhibir, prevenir o descomponer una biopelicula microbiana, que
comprende, o alternativamente que consiste basicamente en, o ain mas que consiste en, poner en contacto la
biopelicula con un agente interferente, para inhibir, prevenir o descomponer de ese modo la biopelicula microbiana.
El contacto se puede llevar a cabo in vitro o in vivo.

En un aspecto adicional, se proporciona un método de inhibicién, prevencién o descomposicion de una biopelicula
en un sujeto, que comprende, o alternativamente que consiste basicamente en, o aun mas que consiste en,
administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente interferente, para inhibir, prevenir o descomponer de ese
modo la biopelicula microbiana.

En otro aspecto adicional, se proporciona un método para inhibir, prevenir o tratar una infeccién microbiana que
produce una biopelicula en un sujeto. EI método comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o aun mas
consiste en, administrar al sujeto una cantidad eficaz de un agente interferente, para inhibir, prevenir o tratar de ese
modo una infeccidon microbiana que produce la biopelicula en el sujeto.

Para los métodos que se describen en el presente documento, se pretende que cualquier agente que interfiera o
impida la union del ADN microbiano a la proteina o el polipéptido DNABII esté dentro del ambito de la presente
divulgacion. Algunos ejemplos no limitantes de agentes interferentes incluyen:

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

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

(c) una proteina o un polipéptido aislados o recombinantes identificados en la Tabla 8, la Tabla 9A, la Tabla 9B,
la Tabla 10 o un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 6, o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340, o un fragmento o un equivalente
de cada uno de los mismos;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 8 o
los polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 10 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos;

(f) un polipéptido o un polinucleétido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un
ADN microbiano;

(9) un polinucledtido de cruce de cuatro vias que se parece a la unién de Holliday, un polinucleétido de cruce de
3 vias que se parece a una horquilla de replicaciéon, un polinucledtido que tiene flexibilidad inherente o un
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polinucleétido doblado;

(h) un polinucleétido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de (a) a (f) 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 se hibrida
en condiciones rigurosas al polinucledtido, su equivalente o su complemento;

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

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

(k) una molécula pequefia que compite por la unién de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano.

En el presente documento también se proporciona un método para inducir una respuesta inmune en o conferir
inmunidad pasiva a un sujeto con necesidad del mismo que comprende, o alternativamente consiste basicamente
en, o aun mas consiste en, administrar al sujeto una cantidad eficaz de uno o mas agentes del grupo:

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

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

(c) una proteina o un polipéptido aislados o recombinantes identificados en la Tabla 8, la Tabla 9A, la Tabla 9B,
la Tabla 10 o un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 6, o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340, o un fragmento o un equivalente
de cada uno de los mismos;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 8 o
los polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 10 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos;

(f) un polinucleétido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de (a) a (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 se hibrida
en condiciones rigurosas al polinucledtido, su equivalente o su complemento;

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

(h) un polinucleétido aislado o recombinante que codifica el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de (g);

(i) una célula presentadora de antigeno pulsada con uno cualquiera de (a) a (e); y

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

Los sujetos con necesidad de tal respuesta inmune incluyen los que se encuentran en riesgo de o padecen una
infeccion que produce una biopelicula microbiana.

En el presente documento también se proporcionan composiciones para su uso en los métodos anteriores, cuyos
ejemplos no limitantes se discuten posteriormente.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las SEQ ID NOS: 1 a5 0 12 a 27, 30 a 35, 101-
340 o un péptido de union a ADN identificado en la Figura 6 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o aun mas consiste en, las SEQ ID NOS: 1 o 2, con la condicién de que el polipéptido no sea
ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o ain mas consiste en, las SEQ ID NOS: 3, 4 0 5, con la condiciéon de que el polipéptido no sea
ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o aln mas consiste en, las SEQ ID NOS: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 o 32, con la condicion de
que el polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o ain mas consiste en, las SEQ ID NOS: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 o0 33, con la condicion de
que el polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o aun mas consiste en, las SEQ ID NOS: 337, 338, 339, o 340, con la condicién de que el
polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.
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En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o ain mas consiste en, las SEQ ID NOS: 12y 13014y 15016y 17018y 19020y 21022y 23
024y25,026y27 030y 31032y 33, con la condicion de que el polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID NOS:
6a11,28,29,042a 100.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o aun mas 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, las SEQ
ID NOS: 6 a 11, 28, 29, o las identificadas en la Tabla 8, la Tabla 10 o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante del grupo de:

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 12y 13;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 14 y 15;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 16 y 17;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 18y 19;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 20 y 21;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 23 y 24;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 25 y 26;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 30 y 31;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 32 y 33;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 34 y 35;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 337 y 338; o

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 339 y 340;

con la condiciéon de que el polipéptido no sea ninguno del tipo natural o uno cualquiera de IHF alfa, IHF beta o las
SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido aislado o recombinante del grupo de:

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 12y 13;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 14 y 15;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 16y 17;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 18 y 19;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 20 y 21;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 23 y 24;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 25 y 26;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 30 y 31;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 32 y 33;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 34 y 35;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 337 y 338; o

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 339 y 340;

con la condiciéon de que el polipéptido no sea ninguno del tipo natural o uno cualquiera de IHF alfa, IHF beta o las
SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

También se proporcionan polipéptidos aislados recombinantes que comprenden, o alternativamente consisten
basicamente en, o aun mas consistente en, dos 0 mas, o tres 0 mas o cuatro o mas, o multiples de los polipéptidos
aislados identificados anteriormente, incluyendo fragmentos y equivalentes de los mismos. Algunos ejemplos de
tales polipéptidos incluyen polipéptidos aislados que comprenden las SEQ ID NOS: 1 a 4 y/o 12 a 29, y/o 30 a 33,
y/lo 30 a 35, por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1 y 2, o alternativamente 1 y 3 o alternativamente 1 y 4, o
alternativamente 2 y 3, o alternativamente las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3 o alternativamente, 2, 3 y 4, o alternativamente
1, 3 y 4 o polipéptidos equivalentes, cuyos ejemplos se muestran en la Tabla 9. Los polipéptidos pueden estar en
cualquier orientacion, por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1, 2, y 3 o las SEQ ID NOS: 3, 2 y 1 o alternativamente las SEQ
ID NOS: 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.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un polipéptido aislado recombinante que comprende las SEQ
ID NOS: 102y 304 o un polipéptido o polipéptido recombinante que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o aun mas consiste en un aminoacido que corresponde a fragmentos de una proteina DNABII tal
como los fragmentos -3 y/o a-3 de un microorganismo Haemophilus influenzae IHFa o IHFB, cuyos ejemplos no
limitantes incluyen las SEQ ID NOS: 12 a 27, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los polipéptidos,
cuyos ejemplos se muestran en la Tabla 9. En un aspecto, se excluyen especificamente polipéptidos aislados de tipo
natural, por ejemplo, que el polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11 o una secuencia de tipo natural
identificada en la Tabla 8. En esta realizacion, la SEQ ID NO: 1 o 2 o un polipéptido que comprende, o
alternativamente consiste basicamente en, o ain mas consiste en un aminoacido que corresponde a los fragmentos
B-3 y/o a-3 de un microorganismo Haemophilus influenzae IHFa o IHF@, cuyos ejemplos no limitantes incluyen las
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SEQ ID NOS: 12 a 27 y 30 a 33 o un equivalente de cada uno de los mismos, esta situado corriente arriba o en el
extremo amino terminal de la SEQ ID NO: 3 o 4 o un fragmento o un equivalente de la misma. En otro aspecto, el
polipéptido aislado comprende la SEQ ID NO: 3 o0 4 o un polipéptido que comprende, o alternativamente consiste
basicamente en, o aun mas consiste en un aminoacido que corresponde a los fragmentos -3 y/o a-3 de un
microorganismo Haemophilus influenzae IHFa o IHF, cuyos ejemplos no limitantes incluyen las SEQ ID NOS: 12 a
27, o un equivalente de cada uno de los mismos, esta situado corriente arriba o en el extremo amino terminal de la
SEQ ID NO: 1 0 2 0 un equivalente de la misma.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, se puede afadir un conector peptidico a los extremos N-terminal o C-
terminal del polipéptido, fragmento o equivalente del mismo. En un aspecto, el conector une los polipéptidos de la
presente divulgacion, por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1 a 4, 28, 29, 34, 0 35 0 30 a 33, 34, o 35 o un polipéptido que
comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o aun mas consiste en un aminoacido que corresponde a
los fragmentos B-3 y/o a-3 de un microorganismo Haemophilus influenzae IHFa o IHF(, cuyos ejemplos no limitantes
incluyen las SEQ ID NOS: 12 a 27 o un equivalente de cada uno de los mismos. Un "conector" o "conector peptidico"
se refiere a una secuencia peptidica unida al extremo N-terminal o al extremo C-terminal de una secuencia
polipeptidica. En un aspecto, el conector tiene de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 restos de aminoacido
de longitud o alternativamente de 2 a aproximadamente 10, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 restos de
aminoacido de longitud. Un ejemplo de un conector peptidico es Gly-Pro-Ser-Leu-Lys-Leu (SEQ ID NO: 37).

Ademas se proporciona un fragmento o un equivalente del polipéptido aislado o recombinante de uno cualquiera de
los polipéptidos identificados anteriormente asi como un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o
alternativamente consiste basicamente en, o aun mas consiste en, dos o mas de los polipéptidos aislados
recombinantes identificados anteriormente.

Alun mas, se proporciona un polinucleétido que interfiere con la uniéon del ADN microbiano con un polipéptido o
fragmento o equivalente del mismo, por ejemplo, la SEQ ID NO: 36, o un polinucleétido de cruce de cuatro vias que
se parece a una unién de Holliday, un polinucledtido de cruce de 3 vias que se parece a una horquilla de replicacion,
un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o un polinucleétido doblado; un polinucleétido aislado recombinante
que codifica un polipéptido descrito anteriormente o un anticuerpo o un fragmento del mismo, que se puede unir
operativamente a elementos reguladores necesarios para la expresion y/o la replicacion del polinucleétido. El
polinucledtido puede estar contenido dentro de un vector.

También se proporciona una célula hospedadora aislada que comprende, o alternativamente consiste basicamente
en, o aun mas consiste en, un polipéptido aislado o recombinante descrito anteriormente, un polinucledtido de cruce
de cuatro vias que se parece a una union de Holliday, un polinucleétido de cruce de 3 vias que se parece a una
horquilla de replicacién, un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o un polinucleétido doblado; un
polinucledtido aislado o recombinante como se ha descrito anteriormente, o un vector como se ha descrito
anteriormente.

En un aspecto, la célula es una célula presentadora de antigeno aislada que comprende el polipéptido recombinante
aislado. En un aspecto adicional, el polipéptido esta presente en la superficie de la célula, tal como una célula
dendritica. En un aspecto adicional, la célula presentadora de antigeno esta transfectada con uno o mas
polinucleétidos que codifican el polipéptido.

AuUn mas, se proporciona un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que reconoce y se une especificamente
al polipéptido aislado o recombinante que se ha descrito anteriormente, incluyendo un fragmento o un equivalente
del polipéptido. Algunos ejemplos no limitantes de anticuerpos incluyen un anticuerpo policlonal, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo
remodelado superficialmente, un dianticuerpo, un anticuerpo quimérico, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo
humano recombinante, o un fragmento de anticuerpo. En un aspecto particular, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal. Aln mas, se proporciona una linea celular de hibridoma que produce el anticuerpo monoclonal.

La presente divulgacion también proporciona polinucleétidos aislados recombinantes que codifican uno o mas de los
polipéptidos aislados recombinantes o anticuerpos o un fragmento de los mismos identificados anteriormente.
Ademas, se proporcionan vectores que comprenden los polinucleétidos aislados. En un aspecto donde mas de un
polipéptido aislado de la presente divulgacion, los polinucledtidos aislados pueden estar contenidos en un vector
policistrénico.

Ademas, se proporcionan células hospedadoras aisladas que comprenden uno o mas de los polipéptidos aislados
recombinantes o los polinucleétidos aislados recombinantes o los vectores, descritos en el presente documento. En
un aspecto, la célula hospedadora aislada es una célula procariota 0 una célula eucariota tal como una célula
presentadora de antigeno, por ejemplo una célula dendritica.

Los polinucledtidos, polipéptidos, anticuerpos, fragmentos de unién a antigeno, vectores o células hospedadoras
pueden comprender ademas una marca detectable.
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También se proporcionan composiciones que comprenden un vehiculo y uno o mas de un polipéptido aislado o
recombinante de la divulgacion, un polinucleétido aislado recombinante de la divulgacién, un vector de la
divulgacion, una célula hospedadora aislada de la divulgacion, o un anticuerpo de la divulgacion. Los vehiculos
pueden ser uno o mas de un soporte soélido, un dispositivo médico tal como una endoprétesis vascular o un implante
dental, o un liquido tal como un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las composiciones pueden comprender
ademas un adyuvante, un antimicrobiano o un péptido antigénico.

Las composiciones pueden comprender ademas agentes bioldgicamente activos adicionales. Un ejemplo no
limitante de tales es un agente antimicrobiano tal como otros componentes de vacuna (es decir, péptidos
antigénicos) tales como antigenos superficiales, por ejemplo una proteina OMP P5, rsPilA, OMP 26, OMP P2, o
Pilina de Tipo IV (véanse Jurcisek y Bakaletz (2007) J. of Bacteriology 189(10):3868-3875 y Murphy, TF, Bakaletz,
LO y Smeesters, PR (2009) The Pediatric Infectious Disease Journal, 28:5121-S126) y agentes antimicrobianos.

La presente divulgacion también proporciona un método para producir un péptido antigénico por crecimiento o cultivo
de una célula hospedadora que comprende un polinucleétido aislado que codifica un péptido antigénico como se ha
descrito anteriormente en condiciones que favorecen la expresion del polinucledtido. El polipéptido producido
mediante este método se puede aislar para uso adicional in vitro o in vivo.

También se proporciona un kit para uso diagndstico o terapéutico que comprende una composicion como se ha
descrito anteriormente e instrucciones para su uso. También se proporciona un kit para llevar a cabo analisis
sistematicos para nuevos farmacos y/o terapias de combinacién como se proporciona en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A es una biopeliculas formada en el oido medio de una chinchilla por la cepa 86-028NP de NTHI y
marcada para pilina Tfp de NTHI (aparece en forma de motas de color blanco o gris claro y grupos pequefios en el
fondo de esta imagen), asi como con DAPI para el marcaje de ADN bicatenario (ADNbc) (aparece en forma de
cadenas superpuestas de color gris oscuro y haces de material con masas intermitentes en el fondo de esta
imagen). Esta figura se ha reproducido de Jurcisek y Bakaletz (2007) J. of Bacteriology 189(10):3868-3875. La
Figura 1B es el inmunomarcaje de lavado broncoalveolar (BAL) del pulmén de un nifio con fibrosis quistica. El
pulmén de un nifio con fibrosis quistica se lavé mediante BAL y la materia particulada del lavado se congeld y se fijo
a portaobjetos para inmunomarcaje. La materia particulada congelada se sometid6 a inmunomarcaje con un
anticuerpo anti-IHF. La presencia de focos positivos de IHF en la biopelicula de pacientes con fibrosis quistica
humana muestra a modo de ejemplo que la etiologia de la fibrosis quistica humana incluye una biopelicula con IHF
en los vértices del ADNbc. La Figura 1C muestra secreciones de seno humano recogidas en el momento de una
cirugia de seno e incluidas en el medio de congelacion OCT (medio de temperatura de corte 6ptima, disponible
comercialmente de Fisher Scientific n.° de Cat. 14-373-65). Se cortaron secciones congeladas de 10 ym y se
marcaron con anti-IHF (aparece en forma de grupos de color gris). EIl ADNbc de la muestra se tifié con un tinte
fluorescente, DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, disponible comercialmente de Invitrogen). La presencia de focos
positivos de IHF en la biopelicula de pacientes con sinusitis muestra a modo de ejemplo que la etiologia de la
sinusitis humana incluye una pelicula con IHF en los vértices del ADNbc.

La Figura 2 es un marcaje inmunohistoquimico de ADN bicatenario (aparece en forma de cadenas de color blanco
en esta imagen) en una biopelicula de NTHI formada en el oido medio de una chinchilla. Se observd marcaje
positivo para IHF (segun se indica mediante las flechas que indican los lugares puntuados en el panel medio de esta
imagen de 3 paneles) en casi un 100 % de los vértices formados por el ADNbc. La distancia media entre vértices fue
de aproximadamente 6 ym, o aproximadamente 18 kb entre cada vértice si se suponen 0,34 nm por base de ADN
para ADN de forma B. Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, las Unicas proteinas que poseen epitopos que
presentan reaccion cruzada con anti-IHF son HU e IHF. Por lo tanto, basandose en estas observaciones, parecio
que no solo habia proteinas DNABII extracelulares en la matriz de la biopelicula de NTHI sino que, de forma mas
importante, estas proteinas parecian estar situadas exclusivamente en las cadenas de ADNe que se parecen a
estructuras cruciformes en su conformacién (véase la Figura 1, Panel B, seccién inferior), sugiriendo fuertemente de
ese modo su papel en la mediacion de la conformacién doblada resultante del ADNe.

La Figura 3 muestra que los anticuerpos dirigidos frente a IHF invirtieron una biopelicula de NTHI establecida
formada en un portaobjetos con camara. La Figura 3A muestra una biopelicula tratada sin ningun anticuerpo
especifico. La Figura 3B muestra una biopelicula tratada con suero de conejo no comprometido. Se ha de observar
la biopelicula de NTHI robusta con abundantes torres (aparecen en forma de areas agrupadas de color blanco a gris
claro) y canales de agua (espacios de color negro). La Figura 3C es una biopelicula tratada con anti-IHF. Se ha de
observar la erradicacion de la estructura de la biopelicula después del tratamiento con un anti-IHF. Permanecen
NTHI individuales (aparecen en forma de manchas puntuales pequefias de color blanco a gris claro) y torres cortas y
dispersas (aparecen en forma de areas agrupadas mas densas de color blanco a gris claro). Las Figuras 3D y 3E
representan ademas que los anticuerpos dirigidos frente a IHF invierten una biopelicula de NTHI establecida. Como
se muestra en la Figura 3 (Panel E), la biopelicula mostré una pérdida drastica de estructura tridimensional cuando
se compard con una biopelicula incubada con un suero no comprometido (Figura 3, Panel D). Mediante analisis
COMSTAT de ensayos con multiples duplicados, los parametros medidos de altura de la biopelicula, biomasa y

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2754240 T3

grosor de la biopelicula disminuyeron todos ellos en un promedio de mas de un 80 % después de incubacién con
anti-IHF.

La Figura 4A y la Figura 4B son graficos que muestran que el tratamiento de una biopelicula establecida formada
mediante NTHI con anti-IHF da como resultado mas NTHI liberado al sobrenadante. Las biopeliculas de NTHI
cultivadas durante dieciséis (16) horas en portaobjetos con camara se trataron de forma simulada con medio estéril
(sBHI) o se trataron con suero de conejo no comprometido o anti-IHF de conejo. Seis horas después (Figura 4A) o
10 horas después (Figura 4B) se recogieron y analizaron los sobrenadantes. Se ha de observar el mayor nimero de
NTHI en el sobrenadante después del tratamiento con anti-IHF. La incubacién con anti-IHF dio como resultado un
aumento considerable en bacterias plancténicas disponibles para cultivo del medio en el portaobjetos con camara en
aproximadamente 6 h, y aumentando considerablemente a las 10 horas de incubacién. Estos resultados sugirieron la
liberacion de bacterias de la matriz de la biopelicula.

La Figura 5 muestra que los resultados de una inmunizacién transcutanea con IHF redujeron una biopelicula
establecida en el oido medio. Se ha de observar que las ampollas se calificaron ciegamente en una escala de 0 a 4+
de masa de biopelicula remanente relativa.

La Figura 6A es un mapa que indica los restos de aminoacido de IHF que interactian con o se unen a otro IHF en
un dimero IHF-IHF (indicado por triangulos en el nivel superior) o interactian con o se unen a ADN (indicado
mediante triangulos en el nivel inferior). El péptido esta dividido por las barras verticales cortas en regiones que
contienen 3 aminoacidos.

La Figura 6B representa graficamente la interaccion del ADN microbiano con un IHF.

La Figura 7 representa la reduccion de las biopeliculas formadas por S. aureus, N. gonorrhoeae y P. aeruginosa tras
incubacién con anti-IHF de conejo en comparacion con la incubacion con suero de conejo no comprometido.

La Figura 8 muestra el efecto de la incubacién de biopeliculas formadas in vitro por E. coli con suero no
comprometido o con suero anti-IHF. Se muestran imagenes representativas de biopeliculas en los Paneles A-F con
la altura de las biopeliculas individuales mostrada a la derecha de cada imagen, mientras que en las tablas al final de
cada fila se muestran los valores medios en términos del porcentaje de reduccién en la altura de la biopelicula,
biomasa y grosor medio que estd mediado por la incubacion con anti-IHF. Paneles A y B - cepa precursora MG1655;
Paneles C y D - deficiente en HU doble mutante hupA, hubB; Paneles E y F - deficiente en IHF doble mutante himD,
himA. Se ha de observar la capacidad del suero anti-IHF para reducir la biomasa inducida por el aislado precursor o
el mutante deficiente en HU, pero no la cepa deficiente en IHF, segun lo esperado.

La Figura 9A demuestra que la inmunizacién con IHF mediante una ruta de suministro transcutanea indujo la
formacion de anticuerpos que redujeron significativamente la biomasa de una biopelicula inducida por NTHI
residente en los oidos medios de chinchillas (p < 0,001).

La Figura 9B presenta imagenes representativas de biomasas que permanecieron en los oidos de animales
inmunizados solo con adyuvante frente a los inmunizados con IHF + adyuvante. La ultima columna de la Figura 9B
muestra imagenes de biomasas en los extremos del sistema de calificacion usado aqui. La imagen superior es la de
un oido medio que contiene una biomasa que recibiria una calificacion de 4+, mientras que la imagen inferior es un
oido medio sano que recibiria una calificacion de 0, que indica que no hay biomasa.

La Figura 10A muestra tincién de H&E de una seccion congelada de una biopelicula recuperada del oido medio de
una chinchilla que se habia inmunizado mediante TCl solo con adyuvante frente a inmunizacién con IHF +
adyuvante. Se ha de observar el aspecto condensado y colapsado de la biopelicula recuperada del animal
inmunizado con IHF + adyuvante en comparacion con el inmunizado solo con adyuvante. Las imagenes mostradas
en el Panel A se muestran con ampliaciones idénticas para ilustrar las diferencias en altura y densidad entre las dos
biomasas representativas.

La Figura 10B demuestra que hay una reduccion significativa de la carga bacteriana presente en los oidos medios
de animales inmunizados solo con adyuvante frente a los inmunizados con IHF + adyuvante (p < 0,05).

La Figura 11 representa un ensayo de desplazamiento de movilidad electroforético que demostré que IHF formo
complejos especificos con ADNbc en las condiciones usadas para inmunizar chinchillas.

La Figura 12 representa graficamente que la inmunizacidon transcutanea con IHF nativo + adyuvante indujo la
formacion de anticuerpos que redujeron significativamente la biomasa residente en los oidos medios de chinchillas
en comparacién con el receptor de solo adyuvante (p < 0,017), solo ADNbc (p < 0,003) o IHF al que ya se habia
unido ADNbc + adyuvante (p < 0,001). Este resultado sugirié que la union de ADNbc a IHF nativo enmascardé los
epitopos protectores de este miembro de la familia de DNABII.

La Figura 13 representa el reconocimiento de IHF (flechas) por anticuerpo en suero después de inmunizacion
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subcutanea con IHF o con IHF al que se habia unido ADNbc.

La Figura 14 es una demostracién de la sinergia entre una concentracion suboéptima de suero anti-IHF (1:200) y
ADNasa | individualmente, y a continuacién mezclados (Figura 14A); una concentracion subdptima de anti-IHF
(1:100) y suero de anti-proteina P5 de membrana exterior (OMP P5) individualmente, y a continuacion mezclados
(Figura 14B); o la de una dilucidn eficaz de anti-IHF (en términos de apelmazar una biopelicula pero no inducir
muerte celular bacteriana) y amoxicilina individualmente, y a continuacién mezclados (Figura 14C). En cada una de
estas situaciones, cuando se combiné cualquier agente con anti-IHF, el efecto de apelmazamiento de biopelicula y/o
eliminacion observado fue mayor que el observado cuando se uso solo cualquier agente individual. Nota: la altura de
la biopelicula (en micrémetros) se indica debajo de cada imagen.

La Figura 15 es una comparacion de E. coli tratada con suero de conejo sin comprometer o suero anti-IHF de conejo
(fila superior de imagenes); con suero de rata sin comprometer o suero anti-HNS de rata (fila media de imagenes); o
con suero de ratén sin comprometer o suero anti-DPS de raton (fila inferior de iméagenes). Se ha de observar la
reduccion marcada en biomasa después del tratamiento con suero anti-IHF y que, sin embargo, ni el suero anti-HNS
ni el suero anti-DPS indujeron una reduccion en la biomasa como se usa en el presente documento. El tratamiento
con anti-IHF dio como resultado una reduccion de un 48,2 % en la altura de la biopelicula, una reduccién de un 81 %
en el grosor medio de la biopelicula, y una reduccién de un 64,5 % en la biomasa. Por el contrario, el tratamiento con
anti-HNS o anti-DPS dio como resultado una reduccion de altura nominal de un 0,7 % y un 4,2 %, respectivamente,
una reduccioén en el grosor medio de un 5,8 % y un 6,4 %, respectivamente, y una reduccion en la biomasa de un
0,3 %y -17,4 %, respectivamente.

La Figura 16 muestra hibridacién in situ para demostrar la disposicion espacial relativa de ADN de un organismo
hospedador o de la bacteria cuando se organiza en una biopelicula. En cada circunstancia, el ADN aparece como
areas mas brillantes y mas blancas en el fondo de estas imagenes en blanco y negro. EI ADN del hospedador esta
marcado mas densamente en la imagen superior derecha, lo que demuestra su distribuciéon mas pesada en la
periferia externa de la biopelicula, mientras que el ADN de la bacteria estda mas densamente marcado en la imagen
inferior izquierda de esta composicién de 4 paneles, demostrando de ese modo su distribucién mas densa en los
tramos internos de la biopelicula.

DESCRIPCION DETALLADA

La invencion se define en las reivindicaciones. A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y
cientificos usados en el presente documento tienen los mismos significados que entiende habitualmente el experto
habitual en la materia a la que pertenece la presente invencién. Todas las secuencias de nucleétidos provistas en el
presente documento se presentan en la direccién 5' a 3'. Aunque se puede usar cualquier método y material similar o
equivalente a los que se describen en el presente documento en la practica o el ensayo de la presente invencién, a
continuaciéon se describen métodos, dispositivos y materiales preferentes. Nada de lo expuesto en el presente
documento se debe interpretar como una admisién de que la invencion no tiene derecho a ser anterior a dicha
divulgacion en virtud de la invencion anterior.

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
cultivo tisular, inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan dentro
de las habilidades de la técnica. Véanse, por ejemplo, Sambrook y Russell eds. (2001) Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 edicion; la serie Ausubel et al. eds. (2007) Current Protocols in Molecular Biology; la serie
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 y Lane eds. (1999)
Antibodies, A Laboratory Manual; Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A Manual de Basic Technique, 52 edicion;
Gait ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; documento de Patente de Estados Unidos n.° 4.683.195; Hames y
Higgins eds. (1984) Nucleic Acid Hybridization; Anderson (1999) Nucleic Acid Hybridization; Hames y Higgins eds.
(1984) Transcription and Translation; Immobilized Cells y Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal (1984) A Practical
Guide to Molecular Cloning; Miller y Calos eds. (1987) Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Cold Spring
Harbor Laboratory); Makrides ed. (2003) Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells; Mayer y 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 indicaciones numéricas, por ejemplo, pH, temperatura, tiempo, concentracion, y peso molecular,
incluyendo intervalos, son aproximaciones que varian (+) o (-) en incrementos de 1,0 o 0,1, segin sea apropiado o
alternativamente mediante una variacion de +/- 15 %, o alternativamente un 10 % o alternativamente un 5 % o
alternativamente un 2 %. Se ha de entender que, aunque no siempre se indique explicitamente, todas las
indicaciones numeéricas estan precedidas por el término "aproximadamente". También se ha de entender que,
aunque no siempre se indique explicitamente, los reactivos descritos en el presente documento son meramente a
modo de ejemplo y que se conocen equivalentes de los mismos en la técnica.

Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, las formas en singular "un", "uno", "una", "el" y "la"
incluye las referencias en plural a menos que el contexto lo dicte claramente de otro modo. Por ejemplo, la expresion
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"un polipéptido" incluye una pluralidad de polipéptidos, incluyendo las mezclas de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "que comprende" pretende indicar que la composicion y los
métodos incluyen los elementos enumerados, pero no excluyen otros. "Que consiste basicamente en", cuando se
usa para definir composiciones y métodos, indicara que se excluyen otros elementos de cualquier significacion
esencial en la combinacion para el uso pretendido. De ese modo, una composicién que consiste basicamente en los
elementos que se definen en el presente documento no deberia excluir contaminantes traza del método de
aislamiento y purificacion y vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como solucidon salina tamponada con
fosfato, conservantes, y similares. "Que consiste en" indicara que se excluyen mas de elementos traza y otros
ingredientes y etapas de método sustanciales para administrar las composiciones de la presente divulgacién. Las
realizaciones definidas mediante cada uno de estos términos de transicién estan dentro del ambito de la presente
divulgacion.

Un "biopelicula" indica una comunidad organizada de microorganismos que en ocasiones se adhiere a la superficie
de una estructura, que puede ser organica o inorganica, junto con los polimeros tales como ADN que segregan y/o
liberan. Las biopeliculas son muy resistentes a microbiéticos y agentes antimicrobianos. Viven en tejidos gingivales,
dientes y restauraciones, causando caries y enfermedad periodontal, también conocida como enfermedad de placa
periodontal. También causan infecciones crénicas del oido medio. Las biopeliculas también se pueden formar sobre
la superficie de implantes dentales, endoprétesis vasculares, lineas de catéter y lentes de contacto. Crecen sobre
marcapasos, reemplazos de valvula cardiaca, articulaciones artificiales y otros implantes quirirgicos. Los Centros de
control de enfermedades estima que méas de un 65 % de las infecciones nosocomiales (adquiridas en el hospital)
estan causadas por biopeliculas. Causan infecciones vaginales cronicas y conducen a infecciones sistémicas que
amenazan la vida en personas con sistemas inmunes comprometidos. Las biopeliculas también estan implicadas en
numerosas enfermedades. Por ejemplo, los pacientes con fibrosis quistica tienen infecciones de Pseudomonas que
a menudo resultan en biopeliculas resistentes a antibiéticos.

La expresion "inhibir, competir o valorar" indica una reduccién en la formacién de la matriz de ADN/proteina (por
ejemplo como se muestra la Figura 1) que es un componente de una biopelicula microbiana.

Un "polipéptido o proteina DNABII" indica una proteina o un polipéptido de unién a ADN que estd compuesto por
dominios de union a ADN y de ese modo tiene una afinidad especifica o general por el ADN microbiano. En otro
aspecto, se unen al ADN en el surco menor. Algunos ejemplos no limitantes de proteinas DNABII son una proteina
del factor de integracién del hospedador (IHF) y una proteina de tipo histona de la cepa U93 de E. coli (HU). Otras
proteinas de unién a ADN que pueden estar asociadas a la biopelicula incluyen DPS (n.° de acceso a Genbank:
CAA49169), H-NS (n.° de acceso a Genbank: CAA47740), Hfq (n.° de acceso a Genbank: ACE63256), CbpA (n.° de
acceso a Genbank: BAA03950) y CbpB (n.° de acceso a Genbank: NP_418813).

Una proteina de "factor de integracién del hospedador" o "IHF" es una proteina bacteriana que usan los
bacteriéfagos para incorporar su ADN a la bacteria hospedadora. También se unen al ADN microbiano extracelular.
Los genes que codifican las subunidades de proteina IHF en E. coli son los genes himA (n.° de acceso a Genbank:
POA6X7.1) y himD (POABY1.1). Se encuentran homdlogos para estos genes en otros organismos, y se pueden
encontrar péptidos que corresponden a estos genes de otros organismos en la Tabla 10.

"HMGB1" es una proteina de alta movilidad del grupo de caja 1 (HMGB) que se informa que se une a y distorsiona el
surco menor del ADN y es un ejemplo de un agente interferente. La proteina y el polipéptido recombinantes aislados
estan disponibles en el mercado en Atgenglobal, ProSpecBio, Protein1 y Abnova.

"HU" o "proteina de tipo histona de la cepa U93 de E. coli" se refiere a una clase de proteinas heterodiméricas
asociadas por lo general a E. coli. Se conoce que las proteinas HU se unen a las juntas del ADN. Se han aislado
proteinas relacionadas de otros microorganismos. La secuencia de aminoacidos completa de HU de E. coli se
informo por parte de Laine et al. (1980) Eur. J. Biochem. 103(3):447-481. Los anticuerpos frente a la proteina HU
estan disponibles en el mercado en Abeam. Los genes que codifican las subunidades de la proteina HU en E. coli
son hupA y hupB que corresponden a las SEQ ID NOS: 28 y 29, respectivamente. Se encuentran homologos para
estos genes en otros organismos, y se pueden encontrar péptidos que corresponden a estos genes de otros
organismos en la Tabla 10.

La expresién "antigenos superficiales" o "proteinas superficiales" se refiere a proteinas o péptidos sobre la superficie
de células tales como células bacterianas. Algunos ejemplos de antigenos superficiales son proteinas de la
membrana exterior tales como OMP P5 (n.° de acceso a Genbank: YP_004139079.1), OMP P2 (n.° de acceso a
Genbank: ZZX87199.1), OMP P26 (n.° de acceso a Genbank: YP_665091.1), rsPilA o PilA soluble recombinante (n.°
de acceso a Genbank: EFU96734.1) y Pilina de Tipo IV (n.° de acceso a Genbank: YP_003864351.1).

La expresién "Haemophilus influenzae" se refiere a una bacteria patégena que puede causar numerosas infecciones
diferentes tales como, por ejemplo, infecciones del oido, infecciones oculares, y sinusitis. Se han aislado numerosas
cepas diferentes de Haemophilus influenzae y tienen un gen o proteina IhfA. Algunos ejemplos no limitantes de
diferentes cepas de Haemophilus influenzae incluyen Rd KW20, 86-028NP, R2866, PittGG, PittEE, R2846, y 2019.
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"ADN microbiano" indica ADN monocatenario o bicatenario de un microorganismo que produce una biopelicula.

"Inhibir, prevenir o descomponer" una biopelicula indica la reduccion profilactica o terapéutica en la estructura de una
biopelicula. Un ejemplo de descomposicién o reduccién de una biopelicula se muestra en la Figura 5.

Un "agente interferente" indica un agente que uno cualquiera o0 mas de compite, inhibe, previene, valora un
polipéptido DNABII tal como IHF a un ADN microbiano o también descompone una biopelicula microbiana. Puede
ser uno cualquiera 0 mas de una molécula quimica o biolégica. Por ejemplo, IHF se puede unir especificamente a,
doblar o distorsionar estructuras de ADN tales como ADN que contiene uniones de cuatro vias, productos de cis-
platino, bucle de ADN o protuberancias de bases. Algunos ejemplos de tales agentes, sin limitacion, incluyen (1)
moléculas pequefias que inhiben la actividad de union a ADN de IHF, (2) moléculas pequefias tales como poliamidas
y espermina que compiten con IHF en la unién a ADN, (3) polipéptidos tales como fragmentos peptidicos de IHF que
compiten con IHF en la unién a ADN, (4) anticuerpos y fragmentos de los mismos dirigidos a IHF, o (5) un
polinucledtido de cuatro vias o doblado u otros tipos de polinucledtidos 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 los apartados anteriores (1) o (2) e incluyen los que se unen al ADN en el surco menor, es
decir, moléculas de unién al surco menor. Un "polinucleétido de cuatro vias" indica un polinucleétido que contiene
una cruce de cuatro vias, también conocida como unién de Holliday, entre cuatro cadenas de ADN.

Un "polinucledtido doblado" indica un polinucledtido bicatenario que contiene un bucle pequefio en una cadena que
no esta emparejado con la otra cadena. En algunas realizaciones, el bucle es de 1 base a 20 bases de longitud, o
alternativamente de 2 bases a aproximadamente 15 bases de longitud, o alternativamente de aproximadamente 3
bases a aproximadamente 12 bases de longitud, o alternativamente de 4 bases a aproximadamente 10 bases de
longitud, o tiene alternativamente aproximadamente 4, 5,06,07,0 8,09, o 10 bases.

"Polipéptidos que compiten con IHF en la union a ADN" indica proteinas o péptidos que compiten con IHF en la
unién a estructuras de ADN dobladas o distorsionadas pero que no forman una biopelicula con el ADN. Algunos
ejemplos incluyen, sin limitacion, fragmentos de IHF que incluyen uno o mas dominios de unién a ADN del IHF, o los
equivalentes biolégicos de los mismos. Los dominios de unién a ADN se muestran en la Figura 6.

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

Los términos "proteina", "péptido" y "polipéptido" se usan de forma intercambiable en su sentido mas amplio para
referirse a un compuesto de dos o mas subunidades de aminoacidos, analogos de aminoacidos o peptidomiméticos.
Las subunidades pueden estar unidas por enlaces peptidicos. En otra realizacion, la subunidad puede estar unida
por otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc. Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminoacidos y
no se establece ninguna limitaciéon en el nimero maximo de aminoacidos que puede comprender una secuencia de
proteina o péptido. 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 Opticos tanto D como L, analogos de
aminodcidos y peptidomiméticos.

Un "polipéptido C-terminal" indica al menos los 10, o alternativamente al menos los 15, o alternativamente al menos
los 20, al menos los 25 aminoacidos C-terminales o alternativamente la mitad de un polipéptido. En otro aspecto,
para polipéptidos que contienen 90 aminoacidos, el polipéptido C-terminal comprenderia de 46 a 90 aminoacidos. En
un aspecto, el término indica los 20 aminoacidos C-terminales desde el extremo carboxi terminal.

Los términos "polinucleétido” y "oligonucledtido" se usan de forma intercambiable y se refieren a una forma
polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos o analogos de los
mismos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional y pueden llevar a cabo cualquier
funcién, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: un gen o un
fragmento de un gen (por ejemplo, una sonda, cebador, etiqueta EST o SAGE), exones, intrones, ARN mensajero
(ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosomal, ARNi, ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes,
polinucledtidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier
secuencia, sondas de acido nucleico y cebadores. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos modificados,
tales como nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos. Si estan presentes, las modificaciones en la estructura
del nucledtido se pueden impartir antes o después del montaje del polinucleétido. La secuencia de nucleétidos
puede estar interrumpida por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido se puede modificar adicionalmente
después de la polimerizacion, tal como por conjugacion con un componente de marcaje. El término también se
refiere a moléculas tanto bicatenarias como monocatenarias. A menos que se especifique o requiera de otro modo,
cualquier realizacion de la presente divulgacion que sea un polinucleétido incluye tanto la forma bicatenaria como
cualquiera de las dos formas monocatenarias complementarias que se conoce o predice que componen la forma
bicatenaria.
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Un polinucleétido se compone de una secuencia especifica de cuatro bases de nucleétidos: adenina (A); citosina
(C); guanina (G); timina (T); y uracilo (U) por timina cuando el polinucleétido es ARN. De ese modo, la expresion
"secuencia de polinucleétidos" es la representacion alfabética de una molécula de polinucleétido. Esta
representacion alfabética se puede producir en bases de datos en una computadora que tiene una unidad central de
procesamiento y usar para aplicaciones bioinformaticas tales como gendémica funcional y 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 polipéptidos. La expresion "acido nucleico aislado o
recombinante” pretende incluir fragmentos de acido nucleico que no se producen de forma 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 se aislan de otras proteinas celulares y pretende incluir tanto
polipéptidos purificados como recombinantes. En otras realizaciones, el término "aislado o recombinante" significa
separado de los constituyentes, celulares y de otro tipo, a los que la célula, tejido, polinucledtido, péptido,
polipéptido, proteina, anticuerpo o fragmento o fragmentos del mismo, estdn normalmente asociados en la
naturaleza. Por ejemplo, una célula aislada es una célula que esta separada del tejido o las células de fenotipo o
genotipo diferentes. Un polinucleétido aislado se separa de los nucledtidos contiguos 3' y 5' con los que
normalmente esta asociado en su entorno nativo o natural, por ejemplo, en el cromosoma. Como es evidente para
los expertos en la materia, un polinucleétido, péptido, polipéptido, proteina, anticuerpo o fragmento o fragmentos del
mismo, de origen no natural, no requiere "aislamiento" para distinguirlo de su contrapartida de origen natural.

Se ha de inferir sin indicacion explicita y a menos que se pretenda de otro modo, que cuando la presente divulgacion
se refiera a un polipéptido, una proteina, un polinucleétido o un anticuerpo, se pretende que un equivalente o un
equivalente bioldgico del mismo se encuentre dentro del ambito de la presente divulgacion. Como se usa en el
presente documento, se pretende que la expresion "equivalente biolégico del mismo" sea sinénima de "equivalente
del mismo" cuando se hace referencia a una proteina, anticuerpo, fragmento, polipéptido o acido nucleico de
referencia, refiriéndose a aquellos que tienen una homologia minima y al mismo tiempo mantienen la estructura o
funcionalidad deseada. A menos que se indique especificamente en el presente documento, se contempla que
cualquier polinucleétido, polipéptido o proteina mencionado en el presente documento también incluya equivalentes
de los mismos. En un aspecto, un polinucleétido equivalente es el que se hibrida en condiciones rigurosas al
polinucledtido o complemento del polinucleétido como se describe en el presente documento para uso en los
métodos descritos. En otro aspecto, un anticuerpo o polipéptido de unién a antigeno equivalente indica el que se une
con al menos un 70 %, o alternativamente al menos un 75 %, o alternativamente al menos un 80 %, o
alternativamente al menos un 85 %, o alternativamente al menos un 90 %, o alternativamente al menos un 95 % de
afinidad o una afinidad superior a un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de referencia. En otro aspecto, el
equivalente del mismo compite por la union del anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno a su antigeno en un
ensayo ELISA competitivo. En otro aspecto, un equivalente indica al menos un 80 % de homologia o identidad y
alternativamente, al menos aproximadamente un 85 %, o alternativamente menos aproximadamente un 90 %, o
alternativamente al menos aproximadamente un 95 %, o alternativamente un 98 % de homologia o identidad y
exhibe una actividad biolégica basicamente equivalente con respecto a la proteina, polipéptido o acido nucleico de
referencia. En la Tabla 9 se proporcionan ejemplos de polipéptidos biolégicamente equivalentes que identifican
sustituciones de aminoacidos conservativas con respecto a las secuencias de aminoacidos preferentes.

Un polinucleétido o una regién de un polinucleétido (o un polipéptido o una region de un polipéptido) que tiene un
cierto porcentaje (por ejemplo, un 80 %, 85 %, 90 %, o un 95 %) de "identidad de secuencia" con respecto a otra
secuencia significa que, cuando se alinean, el porcentaje de bases (0 aminoacidos) es igual en la comparacion de
las dos secuencias. La alineacion y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia se pueden determinar
usando programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo los que se describen en Current Protocols in
Molecular Biology (Ausubel et al., eds. 1987) Suplementos 30, seccién 7.7.18, Tabla 7.7.1. Preferentemente, se usan
los parametros por defecto para la alineaciéon. Un programa de alineacion preferente es BLAST, usando los
parametros por defecto. En particular, son programas preferentes BLASTN y BLASTP, usando los siguientes
parametros por defecto: Codigo genético = estandar; filiro = ninguno; cadena = ambas; corte = 60; espera = 10;
Matriz = BLOSUMG62; Descripciones = 50 secuencias; ordenar por = ALTA PUNTUACION; Bases de datos = no
redundante, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS traducciones + SwissProtein + SPupdate + PIR. Se
pueden encontrar detalles de estos programas en la siguiente direccion de Internet: ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST.
La identidad de secuencia y el porcentaje de identidad se determinaron por incorporacion de los mismos en clustalW
(disponible en la direccién de Internet: //align.genome.jp/, Gltimo acceso el 7 de marzo de 2011.

"Homologia" o "identidad" o "similitud" se refiere a la similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos moléculas
de &cido nucleico. La homologia se puede determinar por comparaciéon de una posicion en cada secuencia que
puede estar alineada con fines de comparacion. Cuando una posicién en la secuencia comparada esta ocupada por
la misma base o el mismo aminoéacido, entonces las moléculas son homodlogas en esa posicion. El grado de
homologia entre secuencias es funcién del nimero de posiciones emparejadas u homoélogas compartidas por las
secuencias. Una secuencia "no relacionada" o "no homodloga" comparte menos de un 40 % de identidad, o
alternativamente menos de un 25 % de identidad, con una de las secuencias de la presente divulgacion.
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"Homologia" o "identidad" o "similitud" también se puede referir a dos moléculas de acido nucleico que se hibridan
en condiciones rigurosas.

"Hibridacion" se refiere a una reaccion en la que uno o mas polinucledétidos reaccionan para formar un complejo que
se estabiliza mediante enlace de hidrégeno entre las bases de los restos de nucleétido. El enlace de hidrégeno se
puede producir mediante emparejamiento de bases de Watson-Crick, enlace de Hoogstein, o en cualquier otra forma
especifica de secuencia. El complejo puede comprender dos cadenas que forman una estructura doble, tres 0 mas
cadenas que forman un complejo de multiples cadenas, o una cadena de autohibridacion individual, o cualquier
combinacién de estas. Una reaccion de hibridacion puede constituir una etapa en un proceso mas extenso, tal como
la iniciacién de una reaccion de PCR, o la escisién enzimatica de un polinucleétido mediante una ribozima.

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

Como se usa en el presente documento, "expresion" se refiere a los procesos mediante los que se transcriben
polinucledtidos a ARNm y/o el proceso mediante el que el ARNm transcrito se traduce posteriormente en péptidos,
polipéptidos o proteinas. Si el polinucledtido se obtiene a partir de ADN gendmico, la expresion puede incluir corte y
empalme del ARNm en la célula eucariota.

El término "codificar", como se aplica a polinucledtidos, se refiere a un polinucleétido que se dice que "codifica" un
péptido si, en su estado nativo o cuando se manipula mediante métodos bien conocidos por los expertos en la
materia, se puede transcribir y/o traducir 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 a partir de
la misma.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar", "tratamiento" y similares se usan en el presente
documento para indicar la obtenciéon de un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser en
términos profilacticos de prevenir completa o parcialmente un trastorno o signo o sintoma del mismo, y/o puede ser
en términos terapéuticos de una cura parcial o completa para un trastorno y/o efecto adverso atribuible al trastorno.

Prevenir indica prevenir un trastorno o efecto in vitro o in vivo en un sistema o sujeto que estd predispuesto al
trastorno o efecto. Un ejemplo del mismo es la prevencion de la formacion de una biopelicula en un sistema que esta
infectado con un microorganismo conocido por producirla.

Una "composicion" pretende indicar una combinacién de un agente activo y otro compuesto o composicion inerte
(por ejemplo, un agente o marcador detectable) o activo, tal como un adyuvante.

Una "composicién farmacéutica" pretende incluir la combinacién de un agente activo con un vehiculo, inerte o activo,
haciendo a la composicién adecuada para su uso diagndstico o terapéutico in vitro, in vivo o ex vivo.

"Vehiculos farmacéuticamente aceptables" se refiere a cualquier diluyente, excipiente, o vehiculo que se puede usar
en la composicion de la divulgacion. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen intercambiadores idnicos,
alumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas de suero, tales como albumina de suero humano, sustancias
tampodn, tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato potasico, mezclas de glicéridos parciales de acidos
grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disédico,
hidrogenofosfato potasico, cloruro sédico, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona,
sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa sédica, poliacrilatos, ceras, copolimeros en
bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana. Se describen vehiculos farmacéuticos
adecuados en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, un texto de referencia
convencional en este campo. Se seleccionan preferentemente con respecto a la forma pretendida de administracion,
es decir, comprimidos orales, capsulas, elixires, jarabes y similares, y consistentes con las practicas farmacéuticas.
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Un "agente biolégicamente activo" o un agente activo de la presente divulgacion indica uno o mas de un polipéptido
aislado o recombinante, un polinucleétido aislado o recombinante, un vector, una célula hospedadora aislada, o un
anticuerpo, asi como composiciones que comprenden uno o mas de los mismos.

La "administracién" se puede efectuar en una dosis, de forma continua o intermitente a lo largo del curso de un
tratamiento. Los métodos para determinar los medios mas eficaces y la dosificacion de una administracion se
conocen por los expertos en la materia y variaran con la composicion usada para terapia, el fin de la terapia, la célula
diana que se trata, y el sujeto que se trata. Se pueden llevar a cabo administraciones individuales o multiples
seleccionandose el nivel de dosis y el patron por el médico a cargo del tratamiento. Se conocen en la técnica
formulaciones de dosificacion adecuadas y métodos de administracion de los agentes. También se puede determinar
la ruta de administracion y el método para determinar la ruta de administracion mas eficaz se conoce por el experto
en la materia y variara con la composicién usada para el tratamiento, el fin del tratamiento, el estado de salud o la
etapa de la enfermedad del sujeto que se trata, y la célula o tejido diana. Algunos ejemplos no limitantes de la ruta
de administracion incluyen administracion oral, administracion nasal, inyeccién, y administracion topica.

Un agente de la presente divulgacion se puede administrar para terapia mediante cualquier ruta adecuada de
administracion. También se ha de entender que la ruta preferente variara con las condiciones y la edad del receptor,
y la enfermedad que se trata.

La expresion "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para conseguir un efecto deseado. En el contexto
de aplicaciones terapéuticas o profilacticas, la cantidad eficaz dependera del tipo y la gravedad de la afeccion en
cuestion y las caracteristicas del sujeto individual, tales como estado general de salud, edad, sexo, peso corporal, y
tolerancia a composiciones farmacéuticas. En el contexto de una composicion inmunogénica, en algunas
realizaciones la cantidad eficaz es la cantidad suficiente para dar como resultado una respuesta protectora frente a
un patégeno. En otras realizaciones, la cantidad eficaz de una composicién inmunogénica es una cantidad suficiente
para dar como resultado la generacién de anticuerpos frente al antigeno. En algunas realizaciones, la cantidad eficaz
es la cantidad requerida para conferir inmunidad pasiva a un sujeto con necesidad de la misma. Con respecto a
composiciones inmunogénicas, en algunas realizaciones la cantidad eficaz dependera del uso pretendido, el grado
de inmunogenicidad de un compuesto antigénico particular, y la salud, capacidad de respuesta del sistema
inmunitario del sujeto, ademas de los factores que se han descrito anteriormente. El experto en la materia podra
determinar las cantidades apropiadas dependiendo de estos y otros factores.

En el caso de una aplicaciéon in vitro, en algunas realizaciones la cantidad eficaz dependera del tamafio y la
naturaleza de la aplicacién en cuestion. También dependera de la naturaleza y la sensibilidad de la diana in vitro y el
método en uso. El experto en la materia sera capaz de determinar la cantidad eficaz basandose en estas y otras
consideraciones. La cantidad eficaz puede comprender una o mas administraciones de un compuesto dependiendo
de la realizacion.

La expresion "resto conjugado” se refiere a un resto que se puede anadir a un polipéptido quimérico aislado por
formacion de un enlace covalente con un resto del polipéptido quimérico. El resto puede unirse directamente a un
resto de un polipéptido quimérico o puede formar un enlace covalente con un conector que a su vez forma un enlace
covalente con un resto del polipéptido quimérico.

Un "conjugado de péptido" se refiere a la asociacién mediante enlace covalente o no covalente de uno o mas
polipéptidos y otro compuesto quimico o biolégico. En un ejemplo no limitante, la "conjugacion" de un polipéptido con
un compuesto quimico da como resultado una mejora de la estabilidad o eficacia del polipéptido para su fin
pretendido. En una realizacién, un péptido se conjuga a un vehiculo, en el que el vehiculo es un liposoma, una
micela, o un polimero farmacéuticamente aceptable.

"Liposomas" son vesiculas microscopicas que consisten en bicapas lipidicas concéntricas. Estructuralmente, los
liposomas varian en tamafio y forma de tubos alargados a esferas, con dimensiones de unos pocos cientos de
Angstroms a fracciones de milimetro. Los lipidos formadores de vesiculas se seleccionan para conseguir un grado
especificado de fluidez o rigidez del complejo final que proporciona la composicién de lipidos de la capa exterior.
Estos son neutros (colesterol) o bipolares e incluyen fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl), y esfingomielina (SM) y otros tipos de lipidos bipolares que incluyen,
pero no se limitan a, dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), con una longitud de la cadena de hidrocarburo en el
intervalo de 14-22, y saturados o con uno o mas dobles enlaces C=C. Algunos ejemplos de lipidos capaces de
producir un liposoma estable, solos 0 en combinacién con otros componentes lipidicos son fosfolipidos, tales como
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), lecitina, fosfatidiletanolamina, lisolecitina, lisofosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, esfingomielina, cefalina, cardiolipina, &cido fosfatidico, cerebrésidos,
diestearoilfosfatidiletanolamina  (DSPE), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina  (DPPC),
palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC), palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE) y 4-(N-maleimido-metil)ciclohexano-
1-carboxilato de dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE-mal). Los lipidos adicionales que no contienen fésforo que se
pueden llegar a incorporar a los liposomas incluyen estearilamina, dodecilamina, hexadecilamina, miristato de
isopropilo, lauril sulfato de trietanolamina, sulfato de alquil-arilo, palmitato de acetilo, ricinoleato de glicerol, estearato
de hexadecilo, polimeros acrilicos anféteros, amidas de acidos grasos polioxietilados, y los lipidos cationicos
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mencionados anteriormente (DDAB, DODAC, DMRIE, DMTAP, DOGS, DOTAP (DOTMA), DOSPA, DPTAP, DSTAP,
DC-Col). Los lipidos cargados negativamente incluyen acido fosfatidico (PA), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),
dioleoilfosfatidilglicerol y (DOPG), fosfato de dicetilo y también son capaces de formar vesiculas. Por lo general, los
liposomas se pueden dividir en tres categorias basandose en su tamafio general y la naturaleza de la estructura
laminar. Las tres clasificaciones, segun se desarrollan por New York Academy Sciences Meeting, "Liposomes and
Their Use in Biology and Medicine," diciembre de 1977, son vesiculas multilaminares (MLV), vesiculas unilaminares
pequefas (SUV) y vesiculas unilaminares grandes (LUV). Los agentes activos biolégicos se pueden encapsular de
un modo tal para administracion de acuerdo con los metidos descritos en el presente documento.

Una "micela" es un agregado de moléculas de tensioactivo dispersas en un coloide liquido. Una micela habitual en
solucién acuosa forma un agregado con las regiones de "cabeza" hidréfilas en contacto con el disolvente
circundante, secuestrando las regiones de 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 extendiéndose hacia el exterior (micela de agua en aceite). Las micelas se pueden usar para
unir un polinucledtido, polipéptido, anticuerpo o composicion descrita en el presente documento para facilitar un
suministro eficaz a la célula o tejido diana.

La expresion "polimero farmacéuticamente aceptable" se refiere al grupo de compuestos que se pueden conjugar a
uno o mas polipéptidos descritos en el presente documento. Se contempla que la conjugacién de un polimero al
polipéptido sea capaz de prolongar la semivida del polipéptido in vivo e in vitro. Algunos ejemplos no limitantes
incluyen polietilenglicoles, polivinilpirrolidonas, alcoholes polivinilicos, derivados de celulosa, poliacrilatos,
polimetacrilatos, azucares, polioles y las mezclas de los mismos. Los agentes activos bioldgicos se pueden conjugar
a un polimero farmacéuticamente aceptable para su administracién de acuerdo con los métodos descritos en el
presente documento.

Un "vehiculo de suministro génico" se define como cualquier molécula que puede portar polinucleétidos insertados
en una célula hospedadora. Algunos ejemplos de vehiculos de suministro génico son liposomas, polimeros
biocompatibles con micelas, incluyendo polimeros naturales y polimeros sintéticos; lipoproteinas; polipéptidos;
polisacéridos; lipopolisacaridos; cubiertas virales artificiales; particulas metalicas; y bacterias, o virus, tales como
baculovirus, adenovirus y retrovirus, bacteriéfago, coésmido, plasmido, vectores fungicos y otros vehiculos de
recombinaciéon usados por lo general en la técnica que se han descrito para la expresion en una diversidad de
hospedadores eucariotas y procariotas, y que se pueden usar para terapia génica asi como para expresion de
proteinas sencilla.

Un polinucleétido de la presente divulgacién se puede suministrar a una célula o tejido usando un vehiculo de
suministro génico. "Suministro génico", "transferencia génica", "transduccion”, y similar, como se usan en el presente
documento, son términos que se refieren a la introduccion de un polinucleétido exégeno (denominado en ocasiones
"transgén") en una célula hospedadora, independientemente del método usado para introduccién. Tales métodos
incluyen una diversidad de técnicas bien conocidas tales como transferencia génica mediada por vector (mediante,
por ejemplo, infeccion/transfeccion viral, o diversos otros complejos de suministro génico basados en proteinas o
basados en lipidos) asi como técnicas que facilitan el suministro de polinucleétidos "desnudos" (tales como
electroporacién, suministro con "pistola génica" y diversas otras técnicas usadas para la introduccion de
polinucledtidos). El polinucleétido introducido se puede mantener de forma estable o transitoria en la célula
hospedadora. El mantenimiento estable requiere por lo general que el polinucledtido introducido contenga un origen
de replicacion compatible con la célula hospedadora o se integre en un replicon de la célula hospedadora tal como
un replicén extracromosoémico (por ejemplo, un plasmido) o un cromosoma nuclear o mitocondrial. Se conoce que
una diversidad de vectores es capaz de mediar la transferencia de genes a células de mamiferos, como se conoce
en la técnica y se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, el término "ADNe" se refiere a ADN extracelular encontrado como
componente de las biopeliculas patégenas.

Un "plasmido" es una molécula de ADN extracromosdomico separado del ADN cromosémico que es capaz de
replicarse independientemente del ADN cromosomico. En numerosos casos, es circular y bicatenario. Los plasmidos
proporcionan un mecanismo para la transferencia génica horizontal en una poblacién de microbios y por lo general
proporcionan una ventaja selectiva en un estado ambiental dado. Los plasmidos pueden portar genes que
proporcionan resistencia a antibioticos de origen natural en un nicho ambiental competitivo, o alternativamente las
proteinas producidas pueden actuar como toxinas en circunstancias similares.

Los "plasmidos" usados en ingenieria genética se denominan "vectores de plasmido". Numerosos plasmidos estan
disponibles en el mercado para tales usos. El gen que se replica se inserta en copias de un plasmido que contiene
genes que hacen a las células resistentes a antibiéticos particulares y un sitio de clonacién multiple (MCS, o
policonector), que es una regién corta que contiene varios sitios de restriccion usados habitualmente que permiten la
insercion facil de los fragmentos de ADN en esta ubicacion. Otro uso principal de los plasmidos es preparar grandes
cantidades de proteinas. En este caso, los investigadores cultivan bacterias que contienen un plasmido que alberga
el gen de interés. Justo cuando la bacteria produce proteinas para conferir su resistencia a antibiéticos, también se
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puede inducir que produzca grandes cantidades de proteinas a partir del gen insertado. Esta es una forma barata y
facil de producciéon en masa de un gen o la proteina que codifica.

Un "cromosoma artificial de levadura" o "YAC" se refiere a un vector usado para clonar grandes fragmentos de ADN
(mayor de 100 kb y hasta 3000 kb). Es un cromosoma construido artificialmente y contiene las secuencias
telomérica, centromérica, y de origen de replicacion necesarias para la replicacion y conservacion en células de
levadura. Construidos usando un plasmido circular inicial, se convierten en lineales usando enzimas de restriccion, y
a continuacioén la ADN ligasa puede afadir 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, Yip (plasmido integrador de
levadura), y YEp (plasmido episomal de levadura) son extremadamente Utiles ya que se pueden obtener productos
de proteinas eucariotas con modificaciones postraduccionales, ya que las levaduras son en si mismas células
eucariotas aunque, sin embargo, se ha descubierto que los YAC son mas inestables que los BAC, produciendo
efectos quiméricos.

Un "vector viral" se refine como un virus o particula viral producido de forma recombinante que comprende un
polinucledtido que se suministra a una célula hospedadora, ya sea in vivo, ex vivo o in vitro. Algunos ejemplos de
vectores virales incluyen vectores retrovirales, vectores de adenovirus, vectores de virus asociados a adenovirus,
vectores de alfavirus y similares. Se pueden usar vectores basados en el virus infeccioso del mosaico del tabaco
(TMV) 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 alfa virus, tales como los vectores basados en el
virus de Semliki Forest y los vectores basados en el virus Sindbis, también se han desarrollado para su uso en
terapia génica e inmunoterapia. Véanse Schlesinger & Dubensky (1999) Curr. Opin. Biotechnol. 5:434-439 y Ying et
al. (1999) Nat. Med. 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 a un gen terapéutico.

Como se usa en el presente documento, "transferencia génica mediada por retroviral" o "transduccién retroviral"
tienen el mismo significado y se refieren al proceso mediante el que uno gen o secuencias de acidos nucleicos se
transfieren de forma estable a una célula hospedadora en virtud de los virus que entran en la célula e integran su
genoma en el genoma de la célula hospedadora. El virus puede entrar en la célula hospedadora a través de su
mecanismo normal de infeccién o se puede modificar para que se una a un receptor o ligando superficial de célula
hospedadora diferente para entrar en la célula. Como se usa en el presente documento, 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 portan su informacion genética en forma de ARN; sin embargo, una vez el virus infecta una célula, el
ARN se transcribe de forma inversa a la forma de ADN que integra en el ADN gendmico de la célula infectada. La
forma de ADN integrada se denomina un provirus.

En aspectos en los que la transferencia génica esta mediada por un vector viral de ADN, tal como un adenovirus
(Ad) o un virus asociado a adenovirus (AAV), un constructo de vector se refiere al polinucleétido que comprende el
genoma viral o una parte del mismo, y un transgén. Los adenovirus (Ad) son un grupo homogéneo relativamente
bien caracterizado de virus, que incluyen mas de 50 serotipos. Véase, por ejemplo, el documento de Solicitud PCT
Internacional n.° WO 95/27071. Los Ad no requieren la integracion en el genoma de la célula hospedadora. También
se han construido vectores derivados de Ad recombinante, en particular los que reducen el potencial de
recombinacién y generacion de virus de tipo natural. Véanse, los documentos de Solicitud PCT Internacional con
numeros WO 95/00655 y WO 95/11984. AAV de tipo natural tiene una alta infectividad y especificidad de integracion
en el genoma de la célula hospedadora. Véanse Hermonat & Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6466-
6470 y Lebkowski et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:3988-3996.

Los vectores que contienen tanto un promotor como un sitio de clonacion en el que se puede unir de forma operativa
un polinucleotido se conocen bien en la técnica. Tales vectores son capaces de transcribir ARN in vitro o in vivo, y
estan disponibles en el mercado en 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 retirar, afiadir o alterar partes sin
traducir 5' y/o 3' de los clones para eliminar codones de iniciaciéon de traduccion alternativos inapropiados
potenciales extraordinarios u otras secuencias que puedan interferir con o reducir la expresiéon, a nivel de
transcripcion o traduccion. Alternativamente, se pueden insertar sitios de union de ribosoma de consenso
inmediatamente 5' del coddn de inicio para mejorar la expresion.

Los vehiculos de suministro génico también incluyen complejos ADN/liposomas, micelas y complejos proteina viral-
ADN de fijacion de diana. Se pueden usar en los métodos de la presente divulgacion liposomas que también
comprenden un anticuerpo de fijacion de diana o un fragmento del mismo. Ademas del suministro de polinucleétidos
a una célula o poblacion de células, otras técnicas no limitantes son la introduccién directa de las proteinas descritas
en el presente documento en la célula o la poblacion de células se puede realizar mediante la técnica no limitante de
transfeccion de proteinas, alternativamente en condiciones de cultivo que puedan mejorar la expresion y/o estimular
la actividad de las proteinas de la presente divulgacion.
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Como se usa en el presente documento, los términos "anticuerpo”, "anticuerpos" e "inmunoglobulina" incluyen
anticuerpos completos y cualquier fragmento de union a antigeno o una cadena individual de los mismos. De ese
modo, el término "anticuerpo” incluye cualquier molécula que contiene proteinas o péptidos que comprende al
menos una parte de una molécula de inmunoglobulina. Los términos "anticuerpo”, "anticuerpos" e "inmunoglobulina"
también incluyen inmunoglobulinas de cualquier isotipo, fragmentos de anticuerpos que retienen la unién especifica
a antigeno que incluyen, pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab', F(ab)z, Fv, scFv, dsFv, Fd, dominios dAb, VH,
VL, VhH, y V-NAR; minianticuerpos, dianticuerpos, trianticuerpos, tetraanticuerpos y cuerpos kappa; fragmentos de
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos y uno o mas aislados. Algunos
ejemplos de los mismos incluyen, pero no se limitan a, una regién determinante de la complementariedad (CDR) de
una cadena pesada o ligera o una parte de unién a ligando de la misma, una regién variable de cadena pesada o
cadena ligera, una regién constante de cadena pesada o cadena ligera, una region de marco (FR), o cualquier parte
de la misma, al menos una parte de una proteina de union, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados,
anticuerpos de cadena individual, y proteinas de fusién que comprenden una parte de unién a antigeno de un
anticuerpo y una proteina no anticuerpo. Las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de la molécula de
inmunoglobulina contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los
anticuerpos (Ab) pueden mediar la union de la inmunoglobulina a tejidos hospedadores. El término "anti-" cuando se
usa antes de un nombre de proteina, anti-IHF, anti-HU, anti-OMP P5, por ejemplo, se refiere a un anticuerpo
monoclonal o policlonal que se une a y/o tiene una afinidad por una proteina particular. Por ejemplo, "anti-IHF" se
refiere a un anticuerpo que se une a la proteina IHF. El anticuerpo especifico puede tener afinidad o unirse a
proteinas distintas de la proteina frente a la que se cultiva. Por ejemplo, anti-IHF, aunque se cultiva especificamente
frente a la proteina IHF, también se puede unir a otras proteinas que estan relacionadas a través de homologia de
secuencia o a través de homologia de estructura.

Los anticuerpos pueden ser policlonales, monoclonales, multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos diespecificos), y
fragmentos de anticuerpos, siempre que exhiban la actividad bioldgica deseada. Los anticuerpos se pueden aislar de
cualquier fuente biolégica adecuada, por ejemplo, murina, rata, oveja y canina.

Como se usa en el presente documento, "anticuerpo monoclonal" se refiere a un anticuerpo obtenido a partir de una
poblacion de anticuerpos basicamente homogénea. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, dado
que cada anticuerpo monoclonal se dirige frente a un determinante individual en el antigeno. Los anticuerpos se
pueden marcar de forma detectable, por ejemplo, con un radiois6topo, una enzima que genere un producto
detectable, una proteina fluorescente, y similares. Ademas, los anticuerpos se pueden conjugar a otros restos, tales
como miembros de parejas de unién especificas, por ejemplo, biotina (miembro de la pareja de union especifica
biotina-avidina), y similares. Los anticuerpos también se pueden unir a un soporte sélido que incluye, pero no se
limita a, placas y perlas de poliestireno, y similares. Los anticuerpos monoclonales se pueden generar usando
técnicas de hibridoma o métodos de ADN recombinante conocidos en la técnica. Un hibridoma es una célula que se
produce en el laboratorio a partir de la fusion de un linfocito productor de anticuerpos y una célula cancerosa no
productora de anticuerpos, habitualmente un mieloma o linfoma. Un hibridoma prolifera y produce un ciclo continuo
de un anticuerpo monoclonal especifico. Las técnicas alternativas para generar o seleccionar anticuerpos incluyen
exposicion in vitro de linfocitos a antigenos de interés, y analisis sistematico de librerias de presentacion de
anticuerpos en células, fagos, o sistemas similares.

La expresion "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes obtenidas a partir de secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana.
Los anticuerpos humanos de la divulgacion pueden incluir restos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulinas de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica de sitio in vitro o mediante mutacién somatica in vivo). Sin embargo, la expresion "anticuerpo humano”,
como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que se han injertado secuencias de
CDR obtenidas a partir de la linea germinal de otra especie de mamiferos, tal como un ratén, en secuencias de
marco humanas. De ese modo, como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo humano" se refiere
a un anticuerpo en el que basicamente cada parte de la proteina (por ejemplo, CDR, marco, dominios C., Cx (por
ejemplo, Ch1, CHz, Chs), bisagra, (VL, VH)) es basicamente no inmunogénica en seres humanos, solo con cambios o
variaciones de secuencia minoritarios. Del mismo modo, los anticuerpos denominados primate (mono, babuino,
chimpancé, etc.), roedor (raton, rata, conejo, conejillo de indias, hamster, etc.) y otros mamiferos denominan tales
anticuerpos especificos de especie, subgénero, género, subfamilia, familia. Ademas, los anticuerpos quiméricos
incluyen cualquier combinacién de los anteriores. Tales cambios o variaciones opcionalmente y preferentemente
retienen o reducen la inmunogenicidad en humanos u otras especies en relacion con los anticuerpos no modificados.
De ese modo, un anticuerpo humano es distinto de un anticuerpo quimérico o humanizado. Se sefala que un
anticuerpo humano se puede producir por un animal no humano o una célula eucaridtica o procariota que sea capaz
de expresar genes de inmunoglobulina humana reorganizados funcionalmente (por ejemplo, cadena pesada y/o
cadena ligera). Ademas, cuando un anticuerpo humano es un anticuerpo de cadena Unica, puede comprender un
péptido conector que no se encuentra en los anticuerpos humanos nativos. Por ejemplo, un Fv puede comprender
un péptido conector, tal como de dos a aproximadamente ocho restos de glicina u otros restos de aminoacido, que
conecta la region variable de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera. Dichos péptidos conectores
se considera que son de origen humano.
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Como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano se "obtiene a partir de" una secuencia de linea
germinal particular si el anticuerpo se obtiene a partir de un sistema que usa secuencias de inmunoglobulina
humanas, por ejemplo, por inmunizacién de un ratén transgénico que porta genes de inmunoglobulina humana o por
analisis sistematico de una libreria de genes de inmunoglobulinas humanas. Un anticuerpo humano que se "obtiene
a partir de" una secuencia de inmunoglobulina de linea germinal humana se puede identificar como tal por
comparacion de la secuencia de aminoacidos del anticuerpo humano con respecto a la secuencia de aminoacidos
de las inmunoglobulinas de linea germinal humana. Un anticuerpo humano seleccionado es por lo general al menos
un 90 % idéntico en secuencia de aminoacidos a una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de
inmunoglobulina de linea germinal humana y contiene restos de aminoacidos que identifican que el anticuerpo
humano es humano cuando se compara con las secuencias de aminoacidos de inmunoglobulinas de linea germinal
de otras especies (por ejemplo, secuencias de linea germinal murina). En ciertos casos, un anticuerpo humano
puede ser al menos un 95 %, o incluso al menos un 96 %, 97 %, 98 %, o un 99 % idéntico en secuencia de
aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal. Por lo
general, un anticuerpo humano obtenido a partir de una secuencia de linea germinal humana particular presentara
no mas de 10 aminoacidos diferentes de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de
linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo humano puede presentar una diferencia de no mas de 5, o
incluso no mas de 4, 3, 2, o 1 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina
de linea germinal.

Un "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a anticuerpos que presentan una especificidad de unioén individual
que pueden tener regiones variables y constantes obtenidas a partir de secuencias de inmunoglobulina de linea
germinal humana. El término también indica anticuerpos humanos recombinantes. En el presente documento se
describen métodos para preparar estos anticuerpos.

La expresion "anticuerpo humano recombinante”, como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan mediante medios recombinantes, tales como
anticuerpos aislados a partir de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico para
genes de inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir del mismo, anticuerpos aislados a partir de una
célula hospedadora transformada para expresar el anticuerpo, por ejemplo, a partir de un transfectoma, anticuerpos
aislados a partir de una libreria de anticuerpos humana combinatoria recombinante, y anticuerpos preparados,
expresados, creados o aislados mediante cualquier otro medio que implique corte y empalme de secuencias de
genes de inmunoglobulina humana a otras secuencias de ADN. Tales anticuerpos humanos recombinantes tienen
regiones variables y constantes obtenidas a partir de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Sin
embargo, en ciertas realizaciones, tales anticuerpos recombinantes humanos se pueden someter a mutagénesis in
vitro (o, cuando se usa un animal transgénico para secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y de
ese modo la secuencia de aminoacidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias
que, aunque obtenidas a partir de y relacionadas con las secuencias de VH y VL de linea germinal humana, pueden
no existir de forma natural en el repertorio de linea germinal de anticuerpos humanos in vivo. En el presente
documento se describen métodos para preparar estos anticuerpos.

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

Como se usa en el presente documento, la expresion "anticuerpo humanizado" o "inmunoglobulina humanizada" se
refiere a un anticuerpo quimérico humano/no humano que contiene una secuencia minima obtenida a partir de
inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas
(anticuerpo del receptor) en las que se reemplazan restos de una region variable del receptor por restos de una
region variable de una especie no humana (anticuerpo del donante) tal como ratén, rata, conejo, o primate no
humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. Los anticuerpos humanizados pueden
comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo del receptor o en el anticuerpo del donante. El anticuerpo
humanizado también puede comprender opcionalmente al menos una parte de una regidon constante de
inmunoglobulina (Fc), por lo general la de una inmunoglobulina humana, un anticuerpo no humano que contiene uno
0 mas aminoacidos en una region de marco, una region constante o una CDR, que se han sustituido con un
aminoacido situado de forma correspondiente de un anticuerpo humano. En general, se espera que los anticuerpos
humanizados produzcan una respuesta inmune reducida en un hospedador humano, en comparaciéon con una
versidon no humanizada del mismo anticuerpo. Los anticuerpos humanizados pueden tener sustituciones de
aminoacidos conservativas que no tienen basicamente ningun efecto en la unién a antigeno u otras funciones del
anticuerpo. Las agrupaciones de sustituciones conservativas incluyen: glicina-alanina, valina-leucina-isoleucina,
fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, serina-treonina y asparagina-glutamina.

Las expresiones "anticuerpo policlonal" o "composicion de anticuerpo policlonal", como se usan en el presente
documento, se refieren a la preparacion de anticuerpos que se obtienen a partir de diferentes lineas de linfocitos B.
Son una mezcla de moléculas de inmunoglobulina segregadas frente a un antigeno especifico, que reconocen cada
una un epitopo diferente.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "derivado de anticuerpo” comprende un anticuerpo de longitud
completa o un fragmento de un anticuerpo, en el que uno o mas de los aminoacidos estan modificados
quimicamente por alquilacion, pegilacion, acilacion, formacién de éster o formacién de amida o similar, por ejemplo,
por union del anticuerpo a una segunda molécula. Esto incluye, pero no se limita a, anticuerpos pegilados,
anticuerpos pegilados-cisteina, y variantes de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "marcador” indica un compuesto o composicion detectable
directa o indirectamente que esta conjugado directa o indirectamente a la composiciéon que se detecta, por ejemplo,
etiquetas de histidina en N-terminal (N-His), istopos magnéticamente activos, por ejemplo ' Sn, 17 Sn y 19 Sn,
isdtopos no radiactivos tales como '3C y '°N, polinucleétidos o proteinas tales como un anticuerpo para generar una
composicion "marcada". El término también incluye secuencias conjugadas al polinucleétido que proporcionaran una
sefal tras la expresion de las secuencias insertadas, tales como proteina fluorescente verde (GFP) y similares. El
marcador puede ser detectable por si mismo (por ejemplo, marcadores de radioisdtopos o marcadores
fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o
composicion de sustrato que sea detectable. Los marcadores pueden ser adecuados para deteccion a pequefa
escala 0 mas adecuados para analisis sistematico de alto rendimiento. Como tales, los marcadores adecuados
incluyen, pero no se limitan a isétopos magnéticamente activos, isétopos no radiactivos, radioisétopos, fluorocromos,
compuestos quimioluminiscentes, colorantes, y proteinas, incluyendo enzimas. El marcador se puede detectar
simplemente o se puede cuantificar. Una respuesta que se detecta simplemente comprende por lo general una
respuesta cuya existencia se confirma meramente, mientras que una respuesta que se cuantifica comprende por lo
general una respuesta que tiene un valor cuantificable (es decir, numéricamente informable) tal como una intensidad,
polarizacion, y/u otra propiedad. En ensayos de luminiscencia o fluorescencia, la respuesta detectable se puede
generar directamente usando un lumindforo o fluoréforo asociado a un componente de ensayo implicado realmente
en la unién, o usando indirectamente un luminéforo o fluoréforo asociado a otro componente (por ejemplo,
informador o indicador). Algunos ejemplos de marcadores luminiscentes que producen sefiales incluyen, pero no se
limitan a bioluminiscencia y quimioluminiscencia. La respuesta de luminiscencia detectable comprende por lo general
un cambio en, o la aparicion de, una sefial de luminiscencia. Se conocen métodos y luminéforos adecuados para el
marcaje de forma luminiscente de componentes de ensayo y se describen, por ejemplo, en Haugland, Richard P.
(1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (62 ed.). Algunos ejemplos de sondas luminiscente
es incluyen, pero no se limitan a, aequorina y luciferasas.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunoconjugado” comprende un anticuerpo o un derivado de
anticuerpo asociado o unido a un segundo agente, tal como un agente citotdxico, un agente detectable, un agente
radioactivo, un agente de fijacién de diana, un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo sintético, un anticuerpo semisintético, o un anticuerpo multiespecifico.

Algunos ejemplos de marcadores fluorescentes adecuados incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, pireno, verde Malaquita, estilbeno, Amarillo
Lucifer, Azul Cascade™ y Rojo Texas. Se describen otros colorantes 6pticos adecuados en Haugland, Richard P.
(1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (62 ed.).

En otro aspecto, el marcador fluorescente esta funcionalizado 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. Los 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 se pueden usar para unir el marcador
fluorescente a una segunda molécula. La eleccién del grupo funcional del marcador fluorescente dependera del sitio
de unién a un conector, el agente, el marcador, o el segundo agente de marcaje.

Las "células eucariotas" comprenden todos los reinos de vida excepto monera. Se pueden distinguir facilmente a
través de un ndcleo unido a la membrana. Los animales, plantas, hongos y protistas son eucariotas u organismos
cuyas células se organizan en estructuras complejas mediante membranas internas y un citoesqueleto. La estructura
unida a la membrana mas caracteristica es el nicleo. A menos que se mencione especificamente, el término
"hospedador" incluye un hospedador eucariota, que incluye, por ejemplo, células de levadura, plantas superiores,
insectos y mamiferos. Los ejemplos no limitantes de células eucariotas o huéspedes incluyen simios, bovinos,
porcinos, murinos, ratas, aves, reptiles y humanos.

Las "células procariotas" que habitualmente carecen de un nucleo o cualquier otro organulo unido a la membrana se
dividen en dos dominios, bacterias y arqueas. Ademas del ADN cromosémico, estas células también pueden
contener informacién genética en un bucle circular llamado episoma. Las células bacterianas son muy pequefias,
aproximadamente del tamafio de una mitocondria animal (aproximadamente de 1 a 2 ym de diametro y 10 ym de
longitud). Las células procariotas presentan tres formas principales: forma de varilla, esférica y espiral. En lugar de
pasar por procesos de replicacion elaborados como las eucariotas, las células bacterianas se dividen por fision
binaria. Algunos ejemplos incluyen pero no se limitan a las bacterias Bacillus, la bacteria E. coli y la bacteria
Salmonella.
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Un antigeno "nativo" o "natural" es un polipéptido, proteina o fragmento que contiene un epitopo, que se ha aislado
de una fuente bioldgica natural, y que se puede unir especificamente a un receptor de antigeno, en particular un
receptor de antigeno de linfocito 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, actian como un miembro de un par anticuerpo-ligando. "Unién especifica" se refiere a la
interaccion de un antigeno con las regiones variables de cadenas pesada y ligera de una inmunoglobulina. La union
anticuerpo-antigeno puede producirse in vivo o in vitro. El experto en la materia entendera que las macromoléculas,
incluyendo proteinas, acidos nucleicos, acidos grasos, lipidos, lipopolisacaridos y polisacaridos tienen el potencial de
actuar como un antigeno. El experto en la materia entendera ademas que los acidos nucleicos que codifican una
proteina con el potencial de actuar como un ligando de anticuerpo codifican necesariamente un antigeno. El experto
en la materia entendera 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 de adjetivo a moléculas que tienen las
propiedades de un antigeno. El término abarca sustancias que son inmunogénicas, es decir, inmundgenos, asi como
sustancias que inducen una falta de respuesta inmunolégica, o anergia, es decir, anérgenos.

Un "antigeno alterado" es el que tiene una secuencia primaria que es diferente de la del antigeno de tipo natural
correspondiente. Los antigenos alterados pueden prepararse por métodos sintéticos o recombinantes e incluyen,
pero no se limitan a, péptidos antigénicos que se modifican diferencialmente durante o después de la traduccion, por
ejemplo, por fosforilacién, glicosilacion, reticulacion, acilacion, escision proteolitica, unidon a una molécula de
anticuerpo, molécula de membrana u otro ligando (Ferguson et al. (1988) Ann. Rev. Biochem. 57:285-320). Un
antigeno sintético o alterado de la divulgacion esta destinado a unirse al mismo TCR que el epitopo natural.

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

La expresion "complejo mayor de histocompatibilidad" o el término "MHC" se refieren a un complejo de genes que
codifican las moléculas de la superficie celular que se requieren para la presentacion de antigeno a los linfocitos T y
para un rapido rechazo de injerto. En los seres humanos, el MHC también se conoce como el complejo de "antigeno
leucocitario humano" o "HLA". Las proteinas codificadas por el MHC se conocen como "moléculas de MHC" y se
clasifican en moléculas de MHC de clase | y clase Il. MHC de clase | incluye proteinas heterodiméricas de
membrana formadas por una cadena codificada en el MHC unida no covalentemente a la $2-microglobulina. Las
moléculas de MHC de clase | se expresan en casi todas las células nucleadas y se ha mostrado que funcionan en la
presentacion de antigeno a los linfocitos T CD8*. Las moléculas de clase | incluyen HLA-A, B y C en seres humanos.
Las moléculas de MHC de clase Il también incluyen proteinas heterodiméricas de membrana que consisten en
cadenas a y B asociadas no covalentemente. Se conoce que las moléculas de MHC de clase Il funcionan en los
linfocitos T CD4* y, en seres humanos, incluyen HLA-DP, -DQ, y DR. En una realizacién preferente, las
composiciones y ligandos de la divulgacion pueden formar complejos con las moléculas de MHC de cualquier tipo de
HLA. Los expertos en la materia estan familiarizados con los serotipos y genotipos del HLA. Véase: pagina de
visualizacion del coeficiente hla bimas.dcrt.nih.gov/cgi-bin/molbio/hla. Rammensee H. G., Bachmann J., y Stevanovic
S. MHC Ligands and Peptide Motifs (1997) Chapman & Hall Publishers; Schreuder G. M. Th. et al. The HLA
dictionary (1999) Tissue Antigens 54:409-437.

La expresion "matriz presentadora de antigeno"”, como se usa en el presente documento, indica una molécula o
moléculas que pueden presentar un antigeno de un modo tal que el antigeno pueda estar unido por un receptor de
antigeno de linfocito T sobre la superficie de un linfocito T. Una matriz presentadora de antigeno puede estar en la
superficie de una célula presentadora de antigeno (APC), en una preparacion de vesicula de una APC, o puede
estar en forma de una matriz sintética sobre un soporte sélido tal como una perla o una placa. Un ejemplo de una
matriz presentadora de antigeno sintética es moléculas de clase | de MHC purificadas formando un complejo con (32-
microglobulina, multimeros de tales moléculas de clase | de MHC purificadas, moléculas de Clase Il de MHC
purificadas, o partes funcionales de las mismas, unidas a un soporte sélido.

La expresién "células presentadoras de antigeno (APC)" se refiere a una clase de células capaces de presentar uno
0 mas antigenos en la forma de complejo antigeno-MHC reconocible por las células efectoras especificas del
sistema inmunitario, y de ese modo inducir una respuesta inmune celular eficaz frente al antigeno o antigenos que
se presentan. Aunque muchos tipos de células pueden ser capaces de presentar antigenos en su superficie celular
para el reconocimiento de linfocitos T, solo las APC profesionales tienen la capacidad de presentar antigenos en una
cantidad eficaz y ademas activar los linfocitos T para las respuestas de los linfocitos T citotoxicos (CTL). Las APC
pueden ser células completas intactas tales como macroéfagos, linfocitos B y células dendriticas; u otras moléculas,
de origen natural o sintéticas, tales como moléculas de clase | del MHC purificadas formando un complejo con 2-
microglobulina.

La expresion "células dendriticas (CD)" se refiere a una poblacién diversa de tipos de células morfolégicamente

similares que se encuentran en una variedad de tejidos linfoides y no linfoides (Steinman (1991) Ann. Rev. Immunol.
9:271-296). Las células dendriticas constituyen las APC de mamiferos mas potentes y preferentes. Un subconjunto,
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si no todos, de las CD se obtienen a partir de células progenitoras de la médula ésea, circulan en pequefias
cantidades en la sangre periférica y aparecen como células de Langerhans inmaduras o células maduras
diferenciadas terminalmente. Aunque las CD pueden obtenerse a partir de monocitos, poseen fenotipos distintos.
Por ejemplo, un marcador de diferenciacion particular, el antigeno CD14, no se encuentra en las células dendriticas,
pero se expresa en monocitos a niveles muy altos mediante los monocitos. Véase, por ejemplo, Jersmann et al.,
(2005) Immunol. Cell Biol. 83:462. Ademas, las células dendriticas maduras no son fagociticas, mientras que los
monocitos son células fuertemente fagociticas. Los monocitos maduros y las CD realizan el endocitosis del material
a través de diferentes mecanismos. Los monocitos engullen por medio de la fagocitosis, mientras que las CD utilizan
macropinocitosis. De ese modo, las CD engullen por lo general carga de un tamafio mas pequefio que los monocitos
(véase, por ejemplo, Conner y Schmid, (2003) Nature 433:37-44). Se ha demostrado que las CD son tan
endociticamente activas como otras células presentadoras de antigeno, y proporcionan todas las sefales necesarias
para la activacion y proliferacién de linfocitos T (véase, por ejemplo, Levine y Chain, (1992) ONAS 89 (17):8342.

La expresién "factores de reclutamiento de células presentadoras de antigeno" o "factores de reclutamiento de APC"
incluye tanto células completas intactas como otras moléculas que son capaces de reclutar células presentadoras de
antigeno. Algunos ejemplos de factores de reclutamiento de APC adecuados incluyen moléculas tales como
interleuquina 4 (IL4), factor estimulante de colonias de macréfagos de granulocitos (GM-CSF), Sepragel y proteina 3
alfa inflamatoria de macrofagos (MIP3a). Estos estan disponibles en Immunex, Schering-Plough y R&D Systems
(Minneapolis, Minn.). También se pueden producir de forma recombinante usando los métodos descritos en Current
Protocols In Molecular Biology (F. M. Ausubel et al., eds. (1987)). Los péptidos, proteinas y compuestos que tienen
la misma actividad bioldgica que los factores indicados anteriormente se incluyen dentro del ambito de la presente
divulgacion.

La expresidn "células efectoras inmunes" se refiere a células capaces de unirse a un antigeno y que median una
respuesta inmune. Estas células incluyen, pero no se limitan a, linfocitos T, linfocitos B, monocitos, macréfagos,
células NK vy linfocitos T citotoxicos (CTL), por ejemplo lineas de CTL, clones de CTL y los CTL de tumores,
inflamatorios u otros infiltrados. Ciertos tejidos enfermos expresan antigenos especificos y se han identificado CTL
especificos para estos antigenos.

La expresion "molécula efectora inmune", como se usa en el presente documento, se refiere a moléculas capaces de
union especifica a antigeno, e incluyen anticuerpos, receptores de antigeno de linfocitos T, receptores de antigeno
de linfocitos B y moléculas de Clase | y Clase |l de MHC.

Una célula efectora inmune "no comprometida" es una célula efectora inmune que nunca se ha expuesto a un
antigeno capaz de activar esa célula. La activacién de los linfocitos T efectores inmunes no comprometidos requiere
tanto el reconocimiento del complejo antigeno:MHC como el suministro simultaneo de una sefial coestimuladora por
parte de una APC profesional con el fin de proliferar y diferenciarse en linfocitos T efectores armados especificos de
antigeno. Los linfocitos T activados pueden activar linfocitos B especificos a través de sinapsis inmunolégicas al
proporcionar una sefal de coestimulacion. Los linfocitos B activados producen posteriormente anticuerpos dirigidos a
un antigeno especifico. Los linfocitos B no comprometidos también se pueden activar por mecanismos
independientes de linfocitos T. Esto se produce cuando los antigenos son capaces de unirse al receptor de linfocitos
B y producir una sefial de coestimulacion.

"Respuesta inmune" se refiere ampliamente a las respuestas especificas de antigeno de los linfocitos frente a
sustancias extrafias. Los términos "inmunégeno" e "inmunogénico" se refieren a moléculas con la capacidad de
provocar una respuesta inmune. Todos los inmundgenos son antigenos aunque, sin embargo, no todos los
antigenos son inmunogénicos. Una respuesta inmune de la presente divulgacion puede ser humoral (mediante la
actividad de anticuerpos) o mediada por células (mediante la activacion de linfocitos T). La respuesta se puede
producir in vivo o in vitro. El experto en la materia entendera que una diversidad de macromoléculas, que incluyen
proteinas, acidos nucleicos, acidos grasos, lipidos, lipopolisacaridos y polisacaridos tienen el potencial de ser
inmunogénicos. El experto en la materia también entendera que los acidos nucleicos que codifican una molécula
capaz de provocar una respuesta inmune codifican necesariamente un inmunégeno. El experto en la materia
también entendera 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 se puede producir de forma natural, como cuando los anticuerpos
maternos se transfieren a un feto. La inmunidad pasiva también se puede producir de forma artificial, como cuando
se administran composiciones de anticuerpos a sujetos no inmunes. Los donantes y receptores de anticuerpos
pueden ser sujetos humanos o no humanos. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales, se pueden
generar in vitro o in vivo, y pueden estar purificados, parcialmente purificados, o sin purificar, dependiendo de la
realizaciéon. En algunas realizaciones descritas en el presente documento, se otorga inmunidad pasiva a un sujeto
con necesidad de la misma mediante la administracion de anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno que
reconocen 0 se unen especificamente a un antigeno particular. En algunas realizaciones, se confiere inmunidad
pasiva mediante la administracion de un polinucleétido recombinante o aislado que codifica un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a un antigeno particular.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2754240 T3

En el contexto de la presente divulgacion, 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 reaccion con una célula efectora inmune
0 un anticuerpo a una proteina o ADN a una proteina. En un aspecto, es el sitio del ligando de la proteina el que se
combina directamente con el sitio de union complementario en la célula efectora inmune.

En un aspecto, un péptido o ligando de la divulgacién se une a un determinante antigénico o epitopo en una célula
efectora inmune, tal como un anticuerpo o un receptor de linfocito T (TCR). Un ligando puede ser un antigeno,
péptido, proteina o epitopo de la divulgacion.

En otro aspecto, los ligandos se pueden unir a un receptor en un anticuerpo. En una realizacion, el ligando de la
divulgacion tiene de aproximadamente 4 a aproximadamente 8 aminoacidos de longitud.

En un aspecto adicional, los ligandos se pueden unir a un receptor en una molécula de clase | de MHC. En una
realizacion, el ligando de la divulgaciéon tiene de aproximadamente 7 a aproximadamente 11 aminoacidos de
longitud.

En otro aspecto adicional, los ligandos se pueden unir a un receptor en una molécula de clase Il de MHC. En una
realizacion, el ligando de la divulgacion tiene de aproximadamente 10 a aproximadamente 20 aminoéacidos de
longitud.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula efectora inmune especifica de antigeno educada” es
una célula efectora inmune como se ha definido anteriormente, que se ha encontrado previamente con un antigeno.
A diferencia de su contrapartida no comprometida, la activacion de una célula efectora inmune especifica de
antigeno educada no requiere una sefial de coestimulacion. Es suficiente el reconocimiento del complejo
péptido:MHC.

"Activado", cuando se usa por referencia a un linfocito T, implica que la célula ya no estd mas en fase Go, y
comienza a producir una o mas citotoxinas, citoquinas, y otras proteinas asociadas a membrana relacionadas
caracteristicas del tipo de célula (por ejemplo, CD8" o CD4"), y es capaz de reconocer y unirse a cualquier célula
diana que presente el antigeno particular sobre su superficie, y liberar sus moléculas efectoras.

La expresién "reactividad cruzada" se usa para describir los compuestos de la divulgacion que se superponen
funcionalmente. Mas particularmente, las propiedades inmunogénicas de un ligando nativo y/o células efectoras
inmunes activadas de ese modo se comparten en cierta medida por parte del ligando alterado de un modo tal que el
ligando alterado presenta "reactividad cruzada" con el ligando nativo y/o las células efectoras inmunes activadas de
ese modo. Para los fines de la presente divulgacion, la reactividad cruzada se manifiesta a multiples niveles: (i) a
nivel de ligando, por ejemplo, los ligandos alterados se pueden unir al TCR de un CTL de ligando nativo activado; (ii)
a nivel de linfocitos T, es decir, los ligandos alterados de la divulgacion se pueden unir al TCR de y activar una
poblaciéon de linfocitos T (distinta de la poblacién de los CTL de ligando nativo) que pueden fijar como diana y lisar de
forma eficaz células que presentan el ligando nativo; y (iii) a nivel de anticuerpo, por ejemplo, los anticuerpos "anti"-
ligando alterado pueden detectar, reconocer y unirse al ligando nativo e iniciar mecanismos efectores en una
respuesta inmune que finalmente da como resultado la eliminacion del ligando nativo del hospedador.

Como se usa en el presente documento, la expresion "inducir una respuesta inmune en un sujeto” es una expresion
que se conoce bien en la técnica e indica que se puede detectar o medir un aumento de al menos aproximadamente
2 veces, mas preferentemente al menos aproximadamente 5 veces, mas preferentemente al menos
aproximadamente 10 veces, mas preferentemente al menos aproximadamente 100 veces, incluso mas
preferentemente al menos aproximadamente 500 veces, incluso mas preferentemente al menos aproximadamente
1000 veces 0 mas en una respuesta inmune a un antigeno (o epitopo), después de introducir el antigeno (o epitopo)
en el sujeto, con respecto a la respuesta inmune (si la hubiera) antes de la introduccién del antigeno (o epitopo) en
el sujeto. Una respuesta inmune a un antigeno (o epitopo) incluye, pero no se limita a, la produccion de un
anticuerpo especifico de antigeno (o especifico de epitopo), y la produccion de una célula inmunitaria que expresa
sobre su superficie una molécula que se une especificamente a un antigeno (o epitopo). Los métodos de
determinacién de si se ha inducido una respuesta inmune a un antigeno (o epitopo) dado se conocen bien en la
técnica. Por ejemplo, se puede detectar un anticuerpo especifico de antigeno usando cualquiera de una diversidad
de inmunoensayos conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, ELISA en el que, por ejemplo, la unién
de un anticuerpo de una muestra a un antigeno (o epitopo) inmovilizado se detecta con un anticuerpo secundario
marcado de forma detectable (por ejemplo, un anticuerpo de Ig anti-humana de ratén marcado con una enzima).

Las "moléculas coestimuladoras" estan implicadas en la interaccidn entre los pares receptor-ligando expresados en
la superficie de las células presentadoras de antigeno y los linfocitos T. La investigacion acumulada en los ultimos
afios ha demostrado convincentemente que los linfocitos T en reposo requieren al menos dos sefales para la
induccién de la expresion génica y proliferacion de citoquinas (Schwartz (1990) Science 248:1349-1356 y Jenkins
(1992) Immunol. Today 13:69-73). Una sefial, la que confiere especificidad, se puede producir por interaccion del
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complejo TCR/CD3 con un complejo MHC/péptido apropiado. La segunda sefial no es especifica de antigeno y se
denomina sefial "coestimuladora”. Esta sefial se definié originalmente como una actividad proporcionada por células
accesorias obtenidas de la médula 6sea tales como macréfagos y células dendriticas, las denominadas APC
"profesionales”. Se ha mostrado que varias moléculas potencian la actividad coestimuladora. Estas son el antigeno
estable frente al calor (HSA) (Liu et al. (1992) J. Exp. Med. 175:437-445), la cadena invariante de MHC modificada
con sulfato de condroitina (li-CS) (Naujokas et al. (1993) Cell 74:257-268), la molécula de adhesién intracelular 1
(ICAM-1) (Van (1992) Cell 71:1065-10). Estas moléculas se producen cada una para ayudar a la coestimulacion por
interaccion con sus ligandos cognados en los linfocitos T. Las moléculas coestimuladoras median la sefial o sefales
coestimuladoras, que son necesarias, en condiciones fisiolégicas normales, para conseguir la activaciéon completa de
los linfocitos T no comprometidos. Un par receptor-ligando a modo de ejemplo es la molécula coestimuladora B7 de
la superficie de las APC y su contrarreceptor CD28 o CTLA-4 en linfocitos T (Freeman et al. (1993) Science 262:909-
911; Young et al. (1992) J. Clin. Invest. 90:229 y Nabavi et al. (1992) Nature 360:266-268). Otras moléculas
coestimuladoras importantes son CD40, CD54, CD80, y CD86. La expresion "molécula coestimuladora" incluye
cualquier molécula individual o combinacién de moléculas que, cuando actuan junto con un complejo péptido/MHC
unido por un TCR sobre la superficie de un linfocito T, proporciona un efecto coestimulador que consigue la
activacion del linfocito T que esta unido al péptido. El término incluye de ese modo B7, u otra molécula o moléculas
coestimuladoras sobre una matriz presentadora de antigeno tal como una APC, fragmentos de la misma (solos,
formando un complejo con otra molécula o moléculas, o como parte de una proteina de fusién) que, junto con el
complejo péptido/MHC, se une a un ligando cognado y da como resultado la activacién del linfocito T cuando el TCR
sobre la superficie del linfocito T se une especificamente al péptido. Las moléculas coestimuladoras estan
disponibles en el mercado en una diversidad de fuentes que incluyen, por ejemplo, Beckman Coulter, Inc. (Fullerton,
Calif.). Se pretende, aunque no siempre se indica explicitamente, que las moléculas que tienen actividad biolégica
similar a moléculas de tipo natural o coestimuladoras purificadas (por ejemplo, producidas de forma recombinante o
muteinas de las mismas) se pretende que se usen dentro del ambito de la divulgacion.

Como se usa en el presente documento, un "soporte de fase sdlida" o "soporte sdlido", usado de forma
intercambiable, no se limita a un tipo especifico de soporte. En su lugar, esta disponible, y el experto habitual en el
en la materia conoce, un gran ndmero de soportes. Los soportes de fase sdlida incluyen geles de silice, resinas,
peliculas de plastico derivatizadas, perlas de vidrio, algodon, perlas de plastico, geles de alumina. Como se usa en el
presente documento, un "soporte sélido" también incluye matrices presentadoras de antigeno sintéticas, células, y
liposomas. Un soporte de fase sdélida adecuado se puede seleccionar basandose en el uso final deseado y la
idoneidad para diversos protocolos. Por ejemplo, para sintesis de péptidos, el soporte de fase sélida puede referirse
a resinas tales como poliestireno (por ejemplo, PAM-resina obtenido en Bachem Inc., Peninsula Laboratories, etc.),
resina  POLYHIPE.RTM. (obtenida en Aminotech, Canadd), resina de poliamida (obtenida en Peninsula
Laboratories), resina de poliestireno injertada con polietilenglicol (TentaGel.RTM., Rapp Polymere, Tubingen,
Alemania) o resina de polidimetilacrilamida (obtenida en Milligen/Biosearch, Calif.).

Un ejemplo de un soporte de fase sélida incluye vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon,
amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita. La naturaleza del vehiculo puede
ser soluble en cierta medida o insoluble. El material de soporte puede tener casi cualquier configuracion estructural
posible siempre que la molécula acoplada sea capaz de unirse a un polinucleétido, polipéptido o anticuerpo. De ese
modo, la configuracion del soporte puede ser esférica, como en una perla, o cilindrica, como en la superficie interior
de un tubo de ensayo, o la superficie exterior de una varilla. Alternativamente, la superficie puede ser plana tal como
una lamina, tira de ensayo, etc., o alternativamente perlas de poliestireno. Los expertos en la materia conoceran
muchos otros vehiculos adecuados para la unién de anticuerpo o antigeno, o podran determinar los mismos
mediante el uso de experimentacion rutinaria.

La expresion "agente inmunomodulador”, como se usa en el presente documento, es una molécula, un complejo
macromolecular, o una célula que modula una respuesta inmune e incluye un péptido antigénico sintético de la
divulgacion solo o en cualquiera de una diversidad de formulaciones descritas en el presente documento; un
polipéptido que comprende un péptido antigénico sintético de la divulgacion; un polinucledtido que codifica un
péptido o polipéptido de la divulgacién; un péptido antigénico sintético de la divulgacién unido a una molécula de
MHC de Clase | o Clase Il sobre una matriz presentadora de antigeno, incluyendo una APC y una matriz
presentadora de antigeno sintética (en presencia o ausencia de una molécula o moléculas coestimuladoras); un
péptido antigénico sintético de la divulgacion formando un complejo unido covalente o no covalentemente con otra
molécula o moléculas o estructura macromolecular; y una célula efectora inmune especifica de antigeno educada
que es especifica para un péptido de la divulgacion.

La expresion "modular una respuesta inmune" incluye inducir (aumentar, provocar) una respuesta inmune; y reducir
(suprimir) una respuesta inmune. Un método (o protocolo) inmunomodulador es el que modula una respuesta
inmune en un sujeto.

Como se usa en el presente documento, el término "citoquina" se refiere a uno cualquiera de los numerosos factores
que ejercen una diversidad de efectos en las células, por ejemplo, que inducen crecimiento o proliferaciéon. Algunos
ejemplos no limitantes de citoquinas que se pueden usar solas o en combinacion en la practica de la presente
divulgacion incluyen interleuquina-2 (IL-2), factor de células madre (SCF), interleuquina 3 (IL-3), interleuquina 6 (IL-
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6), interleuquina 12 (IL-12), G-CSF, factor estimulador de colonias de macréfagos de granulocitos (GM-CSF),
interleuquina-1 alfa (IL-1a), interleuquina-11 (IL-11), MIP-11, factor inhibidor de leucemia (LIF), ligando c-kit,
trombopoyetina (TPO) y ligando flt3. La presente divulgacién también incluye condiciones de cultivo en las que una o
mas citoquinas se excluyen especificamente del medio. Las citoquinas estan disponibles en el mercado en diversos
vendedores tales como, por ejemplo, Genzyme (Framingham, Mass.), Genentech (South San Francisco, Calif.),
Amgen (Thousand Oaks, Calif.), R&D Systems (Minneapolis, Minn.) e Immunex (Seattle, Wash.). Se pretende,
aunque no siempre se indica explicitamente, que las moléculas que tienen actividad bioldgica similar a las citoquinas
de tipo natural o purificadas (por ejemplo, producidas de forma recombinante o muteinas de las mismas) se pretende
que se usen dentro del ambito de la divulgacion.

Métodos diagndsticos y terapéuticos

Se proporciona un método in vitro para inhibir, competir o valorar la unién de un polipéptido o una proteina DNABII a
un ADN microbiano, poniendo en contacto el polipéptido o la proteina DNABII o el ADN microbiano con un agente
interferente, para inhibir, competir o valorar de ese modo la unién de la proteina o el polipéptido DNABII al ADN
microbiano. En un aspecto adicional, el polipéptido DNABII y el ADN microbiano se marcan de forma detectable, por
ejemplo con moléculas luminiscentes que emitiran una sefial cuando se pongan en contacto cercano entre si. El
contacto se puede llevar a cabo in vitro o in vivo.

En otro aspecto, se proporciona un método in vitro para inhibir, prevenir o descomponer una biopelicula microbiana
poniendo en contacto la biopelicula con un agente interferente, para inhibir, prevenir o descomponer de ese modo la
biopelicula microbiana. En un aspecto adicional, el polipéptido DNABII y el ADN microbiano se marcan de forma
detectable, por ejemplo con moléculas luminiscentes que emitiran una sefial cuando se pongan en contacto cercano
entre si. El contacto se puede llevar a cabo in vitro o in vivo.

Cuando se ponen en practica in vitro, los métodos son Utiles para analizar sistematicamente o confirmar agentes
interferentes que tienen una capacidad igual, similar u opuesta a los polipéptidos, polinucleétidos, anticuerpos,
células hospedadoras, moléculas pequefias y composiciones de la presente divulgacion. Alternativamente, se
pueden usar para identificar el agente interferente que es el mas adecuado para tratar una infeccion microbiana. Por
ejemplo, se pueden analizar sistematicamente nuevos agentes o terapias de combinacién teniendo dos muestras
que contienen, por ejemplo, el polipéptido DNABII y el ADN microbiano y el agente que se somete a ensayo. La
segunda muestra contiene el polipéptido DNABII y el ADN microbiano y un agente conocido por activar, por ejemplo,
un anticuerpo anti-IHF o una molécula pequefia que sirve como control positivo. En un aspecto adicional, se
proporcionan varias muestras y se afaden los agentes interferentes al sistema en diluciones crecientes para
determinar la dosis 6ptima que probablemente seria eficaz en el tratamiento de un sujeto en el escenario clinico.
Como es evidente para el experto en la materia, se puede proporcionar un control negativo que contenga el
polipéptido DNABII y el ADN microbiano. En un aspecto adicional, el polipéptido DNABII y el ADN microbiano se
marcan de forma detectable, por ejemplo con moléculas luminiscentes que emitirdn una sefial cuando se pongan en
contacto cercano entre si. Las muestras estan contenidas en condiciones similares durante una cantidad de tiempo
eficaz para que el agente inhiba, compita o valore la interaccion entre el polipéptido DNABII y el ADN microbiano y a
continuacioén la muestra se somete a ensayo para la emisién de sefial de las moléculas luminiscentes. Si la muestra
emite una sefal, entonces el agente no es eficaz para inhibir la unién.

En otro aspecto, el método in vitro se pone en practica en un sistema de portaobjetos con camara miniaturizado en
el que el aislado microbiano (tal como un aislado bacteriano) que causa una infeccién se podria aislar del ser
humano/animal y a continuaciéon cultivarse para permitir que crezca como una biopelicula in vitro; véase, por
ejemplo, el Experimento n.° 1 posterior. El agente interferente (tal como un anticuerpo anti-IHF) o el agente
interferente potencial de la biopelicula se afiade solo o en combinacion con otro agente al cultivo con o sin diluciones
crecientes del agente interferente potencial o el agente interferente tal como un anti-IHF (u otro anticuerpo, molécula
pequefa, agente, etc.) para descubrir la dosis 6ptima que probablemente seria eficaz en el tratamiento de ese
paciente cuando se suministra al sujeto en el que existié la infeccion. Como resulta evidente para el experto en la
materia, se puede llevar a cabo simultaneamente un control positivo o negativo.

En un aspecto adicional, el método se pone en practica en una plataforma de alto rendimiento con el agente
interferente (tal como un 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 un anticuerpo anti-IHF) o el agente interferente
potencial de la biopelicula se afiade solo o en combinacion con otro agente al cultivo con o sin diluciones crecientes
del agente interferente potencial o el agente interferente tal como un anti-IHF (u otro anticuerpo, molécula pequefia,
agente, etc.) para descubrir la dosis 6ptima que probablemente seria eficaz en el tratamiento de ese paciente
cuando se suministra al sujeto en el que existi6 la infeccion. Los aislados de biopeliculas se someten a ultrasonidos
para separar las bacterias de la biopelicula del polipéptido DNABII tal como IHF unido a ADN microbiano. Los
complejos polipéptido DNABII-ADN se aislan en virtud del anticuerpo anti-IHF en la plataforma. El ADN microbiano
se libera a continuacién, por ejemplo con un lavado de sal, y se usa para identificar las bacterias afiadidas de la
biopelicula. EI ADN liberado se identifica a continuacion, por ejemplo, mediante secuenciaciéon por PCR. Si no se
libera el ADN, entonces el agente o agentes interferentes funcionaron o se unieron con éxito al ADN microbiano. Si
se encuentra ADN en la muestra, entonces el agente no interfiriéd en la union polipéptido DNABII-ADN microbiano.
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Como resulta evidente para el experto en la materia, se puede llevar a cabo simultdneamente un control positivo y/o
negativo.

Los métodos anteriores también se pueden usar como ensayo diagnéstico dado que es posible que una especie
bacteriana dada responda mejor que otra a la inversion de su biopelicula mediante un agente, y este sistema de
ensayo de alto rendimiento rapido podria permitir al experto en la materia someter a ensayo un panel de posibles
agentes de tipo anti-IHF para identificar el mas eficaz del grupo. La ventaja de estos métodos es que la mayoria de
los laboratorios de microbiologia clinica de los hospitales ya estan equipados para llevar a cabo estos tipos de
ensayo (es decir, determinacién de los valores de MIC, MBC) usando bacterias que crecen en un cultivo liquido (o
de forma plancténica). Como es evidente para los expertos en la materia, por lo general las bacterias no crecen de
forma plancténica cuando causan enfermedades. En su lugar, crecen en forma de una biopelicula estable y estas
biopeliculas son considerablemente mas resistentes al tratamiento con antibiéticos, anticuerpos u otros compuestos
terapéuticos. Esta resistencia es la causa por la que la mayoria de los valores de MIC/MBC fracasen al predecir de
forma precisa la eficacia in vivo. De ese modo, mediante la determinacion de la "dosis" de agente que podria revertir
una biopelicula bacteriana in vitro (como se ha descrito anteriormente), el ensayo preclinico de los Solicitantes seria
un indicador mas fiable de eficacia clinica, incluso como aplicacion para medicina personalizada.

Ademas del entorno clinico, los métodos se pueden usar para identificar el microbio que causa la infeccion y/o
confirmar agentes interferentes eficaces en un entorno industrial. En un aspecto adicional de los métodos anteriores,
un antibiético o antimicrobiano conocido por inhibir el crecimiento de la infeccion subyacente se afiade de forma
secuencial o concurrente para determinar si se puede inhibir la infeccién. También es posible afiadir el agente
interferente al ADN microbiano o al polipéptido DNABII antes de afadir el complejo perdido para someter a ensayo la
inhibicion de la biopelicula.

Cuando se pone en practica in vivo en un animal no humano tal como una chinchilla, el método de la divulgacién
proporciona un analisis sistematico preclinico para identificar agentes interferentes que se puedan usar solos o en
combinacién con otros agentes para descomponer biopeliculas. Algunos ejemplos de este método se muestran en
los Experimentos posteriores con numeros 2 a 7.

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un agente interferente como se define en las
reivindicaciones para su uso en un método de inhibicion, prevencion o descomposicion de una biopelicula en un
sujeto por administracion al sujeto de una cantidad eficaz del agente interferente, para inhibir, prevenir o
descomponer de ese modo la pelicula microbiana. Algunos ejemplos de este método se muestran en los
Experimentos posteriores con nUmeros 2 a 7.

Para los fines de los métodos de la divulgacion in vitro e in vivo indicados anteriormente, el agente interferente es del
grupo de:

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

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

(c) una proteina o un polipéptido aislados o recombinantes identificados en la Tabla 8, la Tabla 9A, la Tabla 9B,
la Tabla 10 o un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 6, o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340, o un fragmento o un equivalente
de cada uno de los mismos;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 8 o
los polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 10 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos;

(f) un polipéptido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un ADN microbiano;

(9) un polinucledtido de cruce de cuatro vias que se parece a la unién de Holliday, un polinucleétido de cruce de
3 vias que se parece a una horquilla de replicaciéon, un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o un
polinucleétido doblado;

(h) un polinucleétido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de (a) a (f) 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 se hibrida
en condiciones rigurosas al polinucleétido, su equivalente o su complemento;

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

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

(k) una molécula pequefia que compite por la unién de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano.

En el presente documento tomé se proporciona un método para inducir una respuesta inmune en o conferir
inmunidad pasiva a un sujeto con necesidad del mismo, que comprende, o alternativamente consiste basicamente
en, 0 aun mas consiste en, administrar al sujeto una cantidad eficaz de uno o mas del grupo:

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

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

(c) una proteina o un polipéptido aislados o recombinantes identificados en la Tabla 8, la Tabla 9A, la Tabla 9B,
la Tabla 10 o un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 6, o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340, o un fragmento o un equivalente
de cada uno de los mismos;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 8 o
los polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 10 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos;

(f) un polinucleétido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de (a) a (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 se hibrida
en condiciones rigurosas al polinucledtido, su equivalente o su complemento;

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

(h) un polinucleétido aislado o recombinante que codifica el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de (g);

(i) y una célula presentadora de antigeno pulsada con uno cualquiera de (a) a (e); y

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

En un aspecto particular, el agente interferente es un polipéptido de factor de integracion del hospedador (IHF)
aislado o recombinante o un fragmento del mismo, un fragmento C-terminal de un polipéptido de IHF, o un
equivalente de cada uno de los mismos. En otro aspecto particular, el agente interferente es un polipéptido de HU
aislado o recombinante o un fragmento del mismo, un fragmento C-terminal de un polipéptido de HU, o un
equivalente de cada uno de los mismos. Algunos ejemplos no limitantes de los mismos son un polipéptido de IHF o
HU alfa o beta; un polipéptido de IHF; HU de Moraxella acatarrhalis; HupA, HupB, himA, himD de E. coli; HU de E.
faecalis (tal como V583), HMGB1 (grupo de caja 1 de alta movilidad, una proteina con unién a ADN vy
especificidades de sustrato de ADN similares pero no de la secuencia de aminoacidos primaria de la familia de
proteinas DNABII; un ortélogo funcional) y las identificadas en la Tabla 8 o la Tabla 10.

En un aspecto adicional, los métodos comprenden ademas, o alternativamente consisten basicamente en, o aun
mas consistente en, administrar al sujeto una cantidad eficaz 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 vacuna tal como un antigeno de
superficie, por ejemplo OMP P5, rsPilA, OMP 26, OMP P2, o proteina Pilina de Tipo IV (véanse, Jurcisek y Bakaletz
(2007) J. of Bacteriology 189(10):3868-3875 y Murphy, TF, Bakaletz, LO y Smeesters, PR (2009) The Pediatric
Infectious Disease Journal, 28:5121-S126).

Los agentes y las composiciones de la presente divulgacion se pueden administrar de forma concurrente o
secuencial con otros agentes antimicrobianos y/o antigenos de superficie. En un aspecto particular, la administracion
es por via local al sitio de la infeccion mediante inyeccién directa o mediante inhalacién, por ejemplo. Otros ejemplos
no limitantes de administracion incluyen mediante uno o mas métodos que comprenden por via transdérmica, uretral,
sublingual, rectal, vaginal, ocular, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intranasal, mediante inhalaciéon o por
via oral. Las infecciones y enfermedades microbianas que se pueden tratar mediante los usos médicos de la
presente invencion incluyen infeccion mediante los organismos identificados en el Experimento n.° 1 y la Tabla 8, por
ejemplo Streptococcus agalactiae, Neisseria meningitidis, Treponemes, denticola, pallidum), Burkholderia cepacia), o
Burkholderia pseudomallei. En un aspecto, la infeccion microbiana es una o mas de Haemophilus influenzae (no
tipificable), Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium tuberculosis. Estas infecciones microbianas pueden estar presentes en las vias aéreas superiores,
medias e inferiores (otitis, sinusitis, bronquitis pero también exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC), tos crénica, complicaciones y/o causa primaria de fibrosis quistica (CF) y neumonia adquirida en la
comunidad (CAP). De ese modo, poniendo en practica los usos médicos in vivo de la presente invencién, también se
pueden prevenir o tratar estas enfermedades y las complicaciones de estas infecciones.

Las infecciones también se podrian producir en la cavidad oral (caries, periodontitis) y estar causadas por
Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans |. Las infecciones
también podrian estar localizadas en la piel (abscesos, infecciones de estafilococos, impétigo, infeccion secundaria
de quemaduras, enfermedad de Lyme) y estar causadas por Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa y Borrelia burdorferi. También se pueden tratar infecciones del tracto urinario (UTI) y
estan causadas por lo general por Escherichia coli. Las infecciones del tracto gastrointestinal (Gl) (diarrea, codlera,
célculos biliares, ulceras gastricas) estan causadas por lo general por Salmonella enterica serovar, Vibrio cholerae y
Helicobacter pylori. Las infecciones del tracto genital incluyen y estan causadas por lo general por Neisseria
gonorrhoeae. Las infecciones pueden ser de la vesicula biliar o de un dispositivo alojado causadas por Enterococcus
faecalis. Las infecciones asociadas a dispositivos prostaticos implantados, tales como reemplazos de cadera o
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rodilla artificial, o implantes dentales, dispositivos médicos tales como bombas, catéteres, endoproétesis vasculares, o
sistemas de monitorizacién, por lo general causadas por una diversidad de bacterias, se pueden tratar mediante los
usos médicos de la presente invencién. Estos dispositivos se pueden revestir o conjugar con un agente que se
describe en el presente documento. De ese modo, poniendo en practica los usos médicos in vivo de la presente
invencioén, también se pueden prevenir o tratar estas enfermedades y las complicaciones de estas infecciones.

Las infecciones causadas por Streptococcus agalactiae también se pueden tratar mediante los usos médicos de la
presente invencién y es la causa principal de septicemia bacteriana en recién nacidos. También se pueden tratar
infecciones causadas por Neisseria meningitidis que pueden causar meningitis.

De ese modo, las rutas de administracion aplicables a los usos médicos de la invencion incluyen las rutas de
administracion intranasal, intramuscular, uretral, intratraqueal, subcutanea, intradérmica, aplicacién tépica,
intravenosa, rectal, nasal, oral, inhalacién, y otras rutas enterales y parenterales. Las rutas de administracién se
pueden combinar, si se desea, o ajustar dependiendo del agente y/o del efecto deseado. Un agente activo se puede
administrar en una dosis individual o en dosis multiples. Las realizaciones de estos métodos y las rutas adecuadas
para su suministro incluyen rutas sistémicas o localizadas. En general, las rutas de administracién adecuadas para
usos médicos de la invencién incluyen, pero no se limitan a, inyeccion directa, y las rutas enteral, parenteral o por
inhalacion.

Las rutas parenterales de administracion distintas de la administracién por inhalacion incluyen, pero no se limitan a,
las rutas topica, transdérmica, subcutanea, intramuscular, intraorbital, intracapsular, intraespinal, intraesternal, e
intravenosa, es decir, cualquier ruta de administracion distinta de a través del canal alimentario. La administracion
parenteral se puede llevar a cabo para efectuar el suministro sistémico o local del agente inhibidor. Cuando se desea
suministro sistémico, por lo general la administracion implica la administracién invasiva o tépica o0 mucosa absorbida
sistémicamente de preparaciones farmacéuticas.

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

Los métodos de administracion de la sustancia activa a través de la piel o la mucosa incluyen, pero no se limitan a,
aplicacion topica de una preparacion farmacéutica adecuada, trasmision transcutanea, transmision transdérmica,
inyeccion y administracion epidérmica. Para la transmision transdérmica, son adecuados promotores de la absorcion
o0 métodos de iontoforesis. La transmision iontoforética se puede conseguir usando "parches" disponibles en el
mercado que suministran su producto de forma continua mediante pulsos eléctricos a través de piel sin romper
durante periodos de varios dias 0 mas.

En diversas realizaciones de los usos médicos de la invencion, el agente interferente se administrara por inhalacion,
inyeccion o por via oral en una base diaria continua, al menos una vez al dia (QD), y en diversas realizaciones dos
veces al dia (BID), tres veces al dia (TID), o incluso cuatro veces al dia. Por lo general, la dosis diaria
terapéuticamente eficaz sera 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, en ocasiones, dependiendo del
compuesto hasta tanto como aproximadamente 1 g a aproximadamente 2,5 g.

La dosificacién se puede conseguir de acuerdo con los usos médicos de la invencién usando capsulas, comprimidos,
suspensioén oral, suspension para inyeccion intramuscular, suspensién para infusién intravenosa, gel o crema para
aplicacion topica, o suspensién para inyeccion intraarticular.

La dosificacion, toxicidad y eficacia terapéutica de las composiciones descritas en el presente documento se pueden
determinar mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales experimentales,
por ejemplo, para determinar la DL50 (dosis letal para un 50 % de la poblacién) y la DE50 (dosis terapéuticamente
eficaz en un 50 % de la poblacion). La proporcion de dosis entre efectos téxicos y terapéuticos es el indice
terapéutico y se puede expresar como la proporcion DL50/DES50. Las composiciones que exhiben indices
terapéuticos altos son preferentes. Aunque se pueden usar compuestos que exhiban efectos secundarios toxicos, se
deberia poner especial cuidado en el disefio de un sistema de suministro que fije como diana tales compuestos al
sitio de tejido afectado con el fin de minimizar el dafio potencial en células no infectadas y, de ese modo, reducir los
efectos secundarios.

Los datos obtenidos a partir de ensayos de cultivo celular y estudios en animales se pueden usar en la formulacion
de un intervalo de dosificacién para su uso en seres humanos. La dosificacion de tales compuestos esta
preferentemente dentro de un intervalo de concentraciones en circulacidon que incluyen la DE50 con poca o ninguna
toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y
la ruta de administracién utilizada. Para cualquier compuesto usado en los métodos, la dosis terapéuticamente eficaz
se puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Una dosis se puede formular en modelos
animales para conseguir un intervalo de concentracién en plasma en circulacion que incluya la CI50 (es decir, la
concentracion del compuesto de ensayo que consigue una inhibicion semimaxima de los sintomas) segun se
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determina en cultivo celular. Tal informacion se puede usar para determinar de forma mas precisa dosis Utiles en
seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir, por ejemplo, mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento.

En algunas realizaciones, una cantidad eficaz de una composicién suficiente para conseguir 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 forma 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 en forma de una dosis inicial, seguida por una o mas dosis de "refuerzo". Las dosis de refuerzo se
pueden proporcionar 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, una dosis de refuerzo se administra después de
una evaluacion de la respuesta del sujeto a las administraciones previas.

El experto en la materia entendera que ciertos factores pueden influir en la dosificaciéon y el tiempo requeridos para
tratar de forma eficaz a un sujeto, que incluyen, pero no se limitan a, la gravedad de la enfermedad o trastorno, los
tratamientos previos, el estado general de salud y/o la edad del sujeto, y otras enfermedades presentes. Ademas, el
tratamiento de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz de las composiciones terapéuticas descritas en el
presente documento puede incluir un tratamiento individual o una serie de tratamientos.

Polipéptidos

En el presente documento también se proporcionan agentes interferentes y composiciones para su uso en los
métodos descritos en el presente documento, en los que el agente interferente es del grupo:

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

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante de un 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 un polipéptido aislados o recombinantes identificados en la Tabla 8, la Tabla 9A, la Tabla 9B,
la Tabla 10 o un péptido de unién a ADN identificado en la Figura 6, o un fragmento o un equivalente de cada uno de
los mismos;

(d) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340, o un fragmento o un equivalente
de cada uno de los mismos;

(e) un polipéptido C-terminal aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100, la Tabla 8 o
los polipéptidos C-terminales identificados en la Tabla 10 o un fragmento o un equivalente de cada uno de los
mismos; o

(f) un polipéptido o un polinucleétido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un
ADN microbiano.

En un aspecto particular, el agente interferente es un polipéptido DNABII aislado recombinante o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos. Algunos ejemplos no limitantes de los mismos son un polipéptido de IHF o
HU alfa o beta; un polipéptido de IHFa; HU de Moraxell acatarrhalis; HupA, HupB, himA, himD de E. coli; HU de E.
faecalis (tal como V583), HMGB1 y los identificados en la Tabla 8.

En otro aspecto, el agente interferente es un polipéptido aislado o recombinante que consiste basicamente en una
secuencia de aminoéacidos seleccionada entre las SEQ ID NOS: 1 a 5 0 12 a 27, 30 a 35, 101-340 o un péptido de
unién a ADN identificado en la Figura 6.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o
aun mas consiste en la SEQ ID NO: 1 o 2, con la condicion de que el polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID
NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o
aun mas consiste en la SEQ ID NO: 3, 4 o0 5, con la condicidon de que el polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID
NOS: 6 tao 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o
aun mas 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
sea ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o
aun mas consiste en la SEQ ID NO: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 33, 34, o 35 con la condicién de que el
polipéptido no sea ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

En otro aspecto, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o
aun mas consiste en un polipéptido aislado o recombinante del grupo de:
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un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 12y 13;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 14 y 15;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 16 y 17;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 18y 19;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 20 y 21;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 23 y 24;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 25 y 26;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 30 y 31;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 32 y 33;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 34 y 35;

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 337 y 338; o

un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 339 y 340;

con la condicion de que el polipéptido no sea ninguno de tipo natural de uno cualquiera de IHF alfa, IHF beta, o
las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

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

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 12y 13;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 14 y 15;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 16 y 17;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 18 y 19;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 20 y 21;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 23 y 24;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 25 y 26;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 30 y 31;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 32 y 33;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 34 y 35;

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 337 y 338; o

un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 339 y 340;

con la condicion de que el polipéptido no sea ninguno de tipo natural de uno cualquiera de IHF alfa, IHF beta, o
las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100.

Ademas, se proporcionan como agentes para su uso en los métodos de la presente divulgacion fragmentos o un
equivalente de los polipéptidos aislados 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 basicamente en, o aun mas consiste en dos o mas de los polipéptidos aislados o
recombinantes descritos anteriormente.

Por ejemplo, el polipéptido aislado o recombinante comprende, o alternativamente consiste basicamente en, o aln
mas consiste en una cualquiera de las SEQ ID NOS: 1 a 6, 12 a 27 o 30 a 33, o un fragmento o un polipéptido
equivalente, cuyos ejemplos se identifican en la Tabla 8 o se muestran en la Tabla 9A, la Tabla 9B o la Tabla 10. En
un aspecto, se excluyen los polipéptidos de tipo natural aislados, es decir, el polipéptido no es ninguna de las SEQ
ID NOS: 6 a 11, 28, 29, o una secuencia de tipo natural identificada en la Tabla 8 o mostrada en la Tabla 9A.

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un polipéptido aislado o recombinante que consiste basicamente
en una secuencia de aminoacidos del grupo de las SEQ ID NOS: 1 a6,12a27030a35 1a6y13a35 0un
polipéptido que comprende, o que alternativamente consiste basicamente en, o ain mas que consiste en, un
aminoacido que corresponde a los fragmentos -3 y/o a-3 de un IHFa o IHF de Haemophilus influenzae, cuyos
ejemplos no limitantes incluyen las SEQ ID NOS: 12 a 27, o un fragmento o equivalente del mismo de cada uno de
los mismos. En otro aspecto, la divulgacién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende, o
que alternativamente consiste basicamente en, o alin mas que consiste en una secuencia de aminoacidos del grupo
de las SEQ ID NOS: 1 a 4, o un fragmento o un equivalente de cada una de las mismas, o un polipéptido que
comprende, o que alternativamente consiste basicamente en, o aun mas que consiste en un aminoacido que
corresponde a los fragmentos (-3 y/o a-3 de un IHFa o IHFB de Haemophilus influenzae, cuyos ejemplos no
limitantes incluyen las SEQ ID NOS: 12 a 27, o un fragmento o equivalente biolégico de los mismos 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 los extremos amino y/o carboxi
terminales del polipéptido. En un aspecto, se excluyen polipéptidos de uniéon a ADN de tipo natural aislados, es decir,
el polipéptido no es ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100 o una secuencia de polipéptidos de tipo
natural aislada enumerada en la Tabla 8 o mostrada en la Tabla 9A.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un polipéptido aislado recombinante que comprende, o que
alternativamente consiste basicamente en, o aun méas que consiste en, las SEQ ID NOS: 1 o 2 solas o en
combinacién con un polipéptido que comprende, o que alternativamente consiste basicamente en, o ain mas que
consiste en un aminoacido que corresponde a los fragmentos -3 y/o a-3 de un IHFa o IHFB de Haemophilus
influenzae, cuyos ejemplos no limitantes incluyen las SEQ ID NOS: 12 a 27 o un fragmento o un equivalente
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biolégico de cada una de las mismas. En un aspecto, se excluyen polipéptidos de unién a ADN de tipo natural
aislados, es decir, el polipéptido no es ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 0 42 a 100 o una secuencia de
polipéptidos de tipo natural aislada enumerada en la Tabla 8 o mostrada en la Tabla 9A.

En otro aspecto adicional, la presente divulgacion proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende
0 que alternativamente consiste basicamente en, o ain mas que consiste en, las SEQ ID NOS: 3 0 4 o un fragmento
0 un equivalente de cada una de las mismas, solas 0 en combinacién con un polipéptido que comprende, o que
alternativamente consiste basicamente en, o aun mas que consiste en un aminoacido que corresponde a los
fragmentos B-3 y/o a-3 de un IHFa o IHFB de Haemophilus influenzae, cuyos ejemplos no limitantes incluyen las
SEQ ID NOS: 12 a 27, y 34-35 o un equivalente biolégico de cada una de las mismas. En un aspecto, se excluyen
polipéptidos de union a ADN de tipo natural aislados, es decir, el polipéptido no es ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a
11, 28, 29, 0 42 a 100 o una secuencia de polipéptidos de tipo natural aislada enumerada en la Tabla 8 o mostrada
en la Tabla 9A.

La presente divulgacion también proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden o que
alternativamente consisten basicamente en, o ain mas que consisten en, dos 0 mas, o tres 0 mas, cuatro o mas,
cinco 0 mas, seis 0 mas, siete 0 mas, ocho o mas, nueve o mas, diez o0 mas, once o mas, doce o mas, trece o mas o
los catorce polipéptidos aislados o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos. Algunos ejemplos de
los mismos incluyen polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden las SEQ ID NOS: 1 a 4, por ejemplo,
las SEQ ID NOS: 1 y 2, o alternativamente 1 y 3 o alternativamente 1 y 4, o alternativamente 2 y 3, o
alternativamente las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3 o alternativamente, 2, 3 y 4, o alternativamente 1, 3 y 4. Los polipéptidos
pueden estar en cualquier orientacion, por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1, 2,y 3 olas SEQ ID NOS: 3,2y 10
alternativamente 2, 1 y 3, o alternativamente, 3, 1 y 2. Los equivalentes bioldgicos de estos polipéptidos se incluyen
ademas en la presente divulgaciéon con la condicién de que las secuencias no incluyan secuencias de tipo natural
aisladas tales como las identificadas en las Tablas 8 y 9.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un polipéptido aislado o recombinante que comprende o que
alternativamente consiste basicamente en, o aiun mas que consiste en, las SEQ ID NOS: 1 02y 3 0 4, o un
fragmento o un equivalente de cada una de las mismas, con la condicién de que el polipéptido no sea ninguna de las
SEQ ID NOS: 5 a 10, y pueden comprender ademas una cualquiera o mas de las SEQ ID NOS: 11 a 26, por
ejemplo, 11 y 12, o alternativamente 1y 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 esta realizacién, la SEQ ID NO: 1 0 2 esta
situada corriente arriba o en el extremo amino terminal de la SEQ ID NO: 3 0 4, con la condicién de que la secuencia
de aminoacidos no sea un polipéptido de tipo natural aislado, por ejemplo ninguna de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28 y
29. En otro aspecto, el polipéptido aislado comprende la SEQ ID NO: 3 o 4 situada corriente arriba o en el extremo
amino terminal de la SEQ ID NO: 1 o 2. Los fragmentos o equivalentes biolégicos de estos polipéptidos estan
incluidos ademas en la presente divulgacion con la condicion de que la secuencia no incluya polipéptidos de tipo
natural aislados.

En una realizaciéon, se excluye cualquier polipéptido o proteina que tenga identidad de secuencia con los
polipéptidos de tipo natural o los desvelados en Pedulla et al. (1996) PNAS 93:15411-15416.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, se puede afadir un conector peptidico a los extremos N-terminal o C-
terminal del polipéptido. Un "conector" o "conector peptidico" se refiere a una secuencia peptidica unida al extremo
N-terminal o al extremo C-terminal de una secuencia polipeptidica. En un aspecto, el conector tiene de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 restos de aminoacido de longitud o alternativamente de 2 a
aproximadamente 10, de aproximadamente 3 a aproximadamente 5 restos de aminoacido de longitud. Un ejemplo
de un conector 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 de la presente divulgacién se pretende que incluyan polipéptidos y proteinas de origen
natural y producidos de forma recombinante aislados de células hospedadoras procariotas y eucariotas, asi como
muteinas, analogos y fragmentos de los mismos, y los ejemplos de tales células se han descrito anteriormente. En
algunas realizaciones, el término también incluye anticuerpos y anticuerpos anti-idiopaticos como se describen en el
presente documento. Tales polipéptidos se pueden aislar o producir usando los métodos conocidos en la técnica
descritos en resumen en el presente documento.

Se entiende que los equivalentes o las variantes funcionales del polipéptido o la proteina de tipo natural también
estan dentro del ambito de la presente divulgacién, por ejemplo, los que tienen sustituciones de aminoacidos
conservativas de los aminoacidos; véase, por ejemplo, la Tabla 9. Otros analogos incluyen proteinas de fusion que
comprenden una proteina o un polipéptido de la presente divulgacién que puede incluir un polipéptido unido a una
matriz presentadora de antigeno.

En un aspecto adicional, los polipéptidos estan conjugados o unidos a un marcador detectable. Los marcadores
adecuados se conocen en la técnica y se describen en el presente documento.
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En otro aspecto adicional, los polipéptidos con o sin un marcador detectable pueden estar contenidos o pueden
expresarse sobre la superficie de una célula hospedadora procariota o una célula hospedadora eucariota, tal como
una célula dendritica.

Las proteinas y los polipéptidos se pueden obtener mediante una diversidad de procesos conocidos por los expertos
en la materia, que incluyen purificacion, sintesis quimica y métodos recombinantes. Los polipéptidos se pueden
aislar a partir de preparaciones tales como sistemas de célula hospedadora mediante métodos tales como
inmunoprecipitacion con anticuerpo, y técnicas convencionales tales como filtracién en gel, intercambio iénico, fase
inversa, 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, la presente divulgacion
también proporciona los procesos para obtener estos polipéptidos asi como los productos obtenibles y obtenidos
mediante estos procesos.

Los polipéptidos también se pueden obtener mediante sintesis quimica usando un sintetizador de péptidos
automatizado disponible en el mercado tal como los fabricados por Perkin/ Elmer/Applied Biosystems, Inc., Modelo
430A o 431A, Foster City, CA, USA. El polipéptido sintetizado se puede precipitar y purificar adicionalmente, por
ejemplo mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). Por consiguiente, la presente divulgacion
también proporciona un proceso para sintetizar quimicamente las proteinas de la presente divulgacién mediante la
provision de la secuencia de la proteina y reactivos, tales como aminoacidos y enzimas y la unién conjunta de los
aminoacidos en la orientacion y secuencia lineal apropiadas.

Alternativamente, las proteinas y los polipéptidos pueden obtener mediante métodos recombinantes bien conocidos
como se describe, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989), citado anteriormente, usando una célula hospedadora y
sistemas de vector descritos en el presente documento.

También se proporcionan mediante la presente solicitud los polipéptidos escritos en el presente documento
conjugados con un agente detectable para su uso en los métodos de diagndstico. Por ejemplo, los polipéptidos
marcados de forma detectable se pueden unir a una columna y se pueden usar para la deteccién y purificacion de
anticuerpos. También son utiles como inmunégenos para la produccién de anticuerpos como se describe
posteriormente. Los polipéptidos de la presente divulgacion son utiles en un sistema de ensayo in vitro para analizar
sistematicamente agentes o farmacos, que modulan procesos celulares.

Los expertos en la materia conocen bien que se pueden realizar modificaciones en los péptidos de la divulgacion
para proporcionarlos con propiedades alteradas. Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido" se
refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos, incluyendo glicina y los isémeros 6pticos tanto D como
L, y analogos de aminoacidos y peptidomiméticos. Un péptido de tres o mas aminoacidos se denomina
habitualmente oligopéptido si la cadena del péptido es corta. Si la cadena del péptido es larga, el péptido se
denomina habitualmente polipéptido o proteina.

Los péptidos de la divulgacion se pueden modificar para incluir aminoacidos naturales. De ese modo, los péptidos
pueden comprender D-aminoacidos, una combinacién de D y L-aminoacidos, y diversos aminoacidos de "disefiador"
(por ejemplo, beta-metil aminoacidos, C-alfa-metil aminoacidos, y N-alfa-metil aminoacidos, etc.) para conferir
propiedades especiales a los péptidos. Ademas, mediante la asignacion de aminoacidos especificos en etapas de
acoplamiento especificos, se pueden generar péptidos con alfa-hélices, giros beta, laminas beta, giros gamma, y
péptidos ciclicos. Por lo general, se cree que es preferente una estructura secundaria alfa-helicoidal o una estructura
secundaria aleatoria.

Los polipéptidos de la presente divulgacion también se pueden combinar con diversos vehiculos de fase sdlida, tales
como un implante, una endoprétesis vascular, una pasta, un gel, un implante dental, o un implante médico o
vehiculos de fase liquida, tales como perlas, soluciones estériles o acuosas, vehiculos farmacéuticamente
aceptables, polimeros farmacéuticamente aceptables, liposomas, micelas, suspensiones y emulsiones. Algunos
ejemplos de disolventes no acuosos incluyen propil etilenglicol, polietilenglicol y aceites vegetales. Cuando se usan
para preparar anticuerpos o inducir una respuesta inmune in vivo, los vehiculos también pueden incluir un adyuvante
que sea util para aumentar no especificamente una respuesta inmune especifica. El experto en la materia puede
determinar con facilidad si se requiere un adyuvante y seleccionarlo. Sin embargo, Unicamente con fines de
ilustracion, los adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, medio completo e incompleto de Freund, sales
minerales y polinucledtidos. Otros adyuvantes adecuados incluyen monofosforil lipido A (MPL), derivados mutantes
de la endotoxina térmicamente Iabil de E. coli, derivados mutantes de la toxina del célera, oligonucleétidos de CPG,
y adyuvantes obtenidos a partir de escualeno.

La presente divulgacion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende o que alternativamente
consiste basicamente en, o aun mas que consiste en, cualquiera de un polipéptido, analogo, muteina, o fragmento
de la presente divulgacion, solos o en combinacion entre si o con otros agentes, tales como un antibiético y un
vehiculo aceptable o soporte solido. Estas composiciones son utiles para diversos métodos diagnosticos y
terapéuticos, como se describe en el presente documento.
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Polinucleétidos

La presente divulgacion también proporciona polinucleétidos aislados recombinantes que codifican uno o mas de los
polipéptidos aislados o recombinantes identificados anteriormente y sus respectivas cadenas complementarias.
Ademas se proporcionan vectores que comprenden los polinucledtidos aislados o recombinantes cuyos ejemplos se
conocen en la técnica y se describen en resumen en el presente documento. En un aspecto en el que se va a
expresar mas de un polinucleétido aislado o recombinante como unidad individual, los polinucleétidos aislados
recombinantes pueden estar contenidos en un vector policistronico. Los polinucleétidos pueden ser ADN, ARN,
ARNm o ARN interferente, tal como siARN, miARN o dsARN.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un agente interferente que es un polinucleétido que interfiere
con la union del ADN a un polipéptido o proteina en una biopelicula microbiana, o un polinucleétido de cruce de
cuatro vias que recuerda una union de Holliday, un polinucleétido de cruce de 3 vias que recuerda una horquilla de
replicacién, un polinucleétido que tiene flexibilidad inherente o un polinucleétido doblado que pueden tratar o inhibir
un polinucleétido DNABII de la unién a ADN microbiano asi como tratar, prevenir o inhibir la formacion de una
biopelicula y las infecciones y trastornos asociados. El experto en la materia puede preparar tales polinucleétidos
usando la informacién que se proporciona en el presente documento y el conocimiento de los expertos en la materia.
Véanse Goodman y Kay (1999) J. Biological Chem. 274(52):37004-37011 y Kamashev y Rouviere-Yaniv (2000)
EMBO J. 19(23):6527-6535.

La divulgacién proporciona ademas el polinucleétido aislado o recombinante unido operativamente a un promotor de
transcripcion de ARN, asi como otras secuencias reguladoras para la replicaciéon y/o la expresion transitoria o
estable del ADN o ARN. Como se usa en el presente documento, la expresiéon "unido operativamente" significa
situado de un modo tal que el promotor dirigira la transcripcion de ARN fuera de la molécula de ADN. Algunos
ejemplos de tales promotores son SP6, T4 y T7. En ciertas realizaciones, se usan promotores especificos de células
para la expresion especifica de células del polinucleétido insertado. Los vectores que contienen un promotor o un
promotor/potenciador, con codones de terminacion y secuencias de marcador seleccionables, asi como un sitio de
clonacion en el que una pieza insertada de ADN se puede unir operativamente a ese promotor, se conocen en la
técnica y estan disponibles en el mercado. Para metodologia general y estrategias de clonacion, véanse Gene
Expression Technology (Goeddel ed., Academic Press, Inc. (1991)) y las referencias citadas en el mismo y Vectors:
Essential Data Series (Gacesa y Ramiji, eds., John Wiley & Sons, N.Y. (1994)) que contiene mapas, propiedades
funcionales, suministradores comerciales y una referencia a los numeros de acceso de GenEMBL para diversos
vectores adecuados.

En una realizacién, los polinucledtidos obtenidos a partir de los polinucledtidos de la divulgacion codifican
polipéptidos o proteinas que tienen utilidades diagnodsticas y terapéuticas como se describen en el presente
documento asi como sondas para identificar transcritos de la proteina que pueden estar o no estar presentes. Estos
fragmentos de acidos nucleicos se pueden preparar, por ejemplo, mediante digestion con enzimas de restriccion de
polinucledtidos mas grandes y a continuacion marcaje con un marcador detectable. Alternativamente, se pueden
generar fragmentos aleatorios usando traducciéon de Nick de la molécula. Para metodologia para la preparacion y
marcaje de tales fragmentos, véase Sambrook, et al. (1989), citado anteriormente.

Los vectores de expresion que contienen estos acidos nucleicos son utiles para obtener sistemas de vector de
hospedador para producir proteinas y polipéptidos. Se supone que estos vectores de expresién deben ser
replicables en los organismos hospedadores como episomas o como parte integral del ADN cromosémico. Algunos
ejemplos no limitantes de vectores de expresién adecuados incluyen plasmidos, vectores de levadura, vectores
virales y liposomas. Los vectores adenovirales son particularmente utiles para la introduccion de genes en tejidos in
vivo debido a sus altos niveles de expresion y la transformacion eficaz de células tanto in vitro como in vivo. Cuando
se inserta un acido nucleico en una célula hospedadora adecuada, por ejemplo, una célula procariota o eucariota y
la célula hospedadora se replica, la proteina se puede producir de forma recombinante. Las células hospedadoras
adecuadas dependeran del vector y pueden incluir células de mamifero, células de animales, células humanas,
células de simio, células de insecto, células de levadura, y células bacterianas construidas usando métodos
conocidos. Véase Sambrook, et al. (1989), citado anteriormente. Ademas del uso de un vector viral para la insercion
de acido nucleico exdgeno en las células, el acido nucleico se puede insertar en la célula hospedadora mediante
métodos conocidos en la técnica tales como transformacidon para células bacterianas; transfeccion usando
precipitacion con fosfato de calcio para células de mamifero; o DEAE-dextrano; electroporacién; o microinyeccion.
Véase Sambrook, et al. (1989), citado anteriormente, para la metodologia. De ese modo, la presente divulgacion
también proporciona una célula hospedadora, por ejemplo una célula de mamifero, una célula de animal (rata o
raton), una célula humana, o una célula procariota tal como una célula bacteriana, que contiene un polinucleétido
que codifica una proteina o polipéptido o anticuerpo.

Un polinucleétido puede comprender nucledtidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de
nucleotidos. Si estuvieran presentes, se pueden impartir modificaciones a la estructura del nucleétido antes o
después del montaje del polinucledtido. La secuencia de nucleétidos puede estar interrumpida con componentes no
nucleotidicos. Un polinucledtido también se puede modificar después de la polimerizacién, tal como mediante
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conjugaciéon con un componente de marcaje. El término también se refiere a moléculas tanto bicatenarias como
monocatenarias. A menos que se especifigue o requiera de otro modo, cualquier realizacién de la presente
divulgacion que sea un polinucledtido incluye tanto la forma bicatenaria como cada una de las dos formas
monocatenarias complementarias o que se predice que componen la forma bicatenaria.

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

La presente divulgacién también proporciona células modificadas genéticamente que contienen y/o expresan los
polinucledtidos de la presente divulgacion. Las células modificadas genéticamente se pueden producir mediante
insercion de secuencias reguladoras corriente arriba tales como promotores o activadores génicos (véase el
documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.733.761).

Los polinucledtidos se pueden conjugar a un marcador detectable, por ejemplo, un marcador enzimatico o un
radioisétopo para la deteccion del acido nucleico y/o la expresion del gen en una célula. Se conoce una amplia
diversidad de marcadores detectables apropiados en la técnica, incluyendo ligandos fluorescentes, radioactivos,
enzimaticos u otros ligandos, tales como avidina/biotina, que son capaces de dar una sefial detectable. En un
aspecto, probablemente se deseara emplear un marcador fluorescente o una etiqueta enzimatica, tal como ureasa,
fosfatasa alcalina o peroxidasa, el lugar de reactivos radioactivos u otros reactivos medioambientalmente
indeseables. En el caso de etiquetas enzimaticas, se pueden emplear sustratos indicadores colorimétricos para
proporcionar un medio visible al ojo humano o espectrofotométricamente, para identificar la hibridacion especifica
con muestras que contienen acidos nucleicos complementarios. De ese modo, la presente divulgacion proporciona
ademas un método para detectar un polinucleétido monocatenario o su complemento, poniendo en contacto el
polinucledtido monocatenario diana con un polinucleétido monocatenario marcado (una sonda) que es una parte del
polinucleétido de la presente divulgacion en condiciones que permiten hibridacion (preferentemente condiciones de
hibridacion moderadamente rigurosas) de polinucledtidos monocatenarios complementarios o, mas preferentemente,
en condiciones de hibridacién altamente rigurosas. Los pares de polinucledtidos hibridados se separan de los
polinucledtidos monocatenarios sin hibridar. Los pares de polinucleétidos hibridados se detectan usando métodos
conocidos por los expertos en la materia y que se exponen, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989), citado
anteriormente.

El polinucleétido realizado en la presente divulgacién se puede obtener usando sintesis quimica, métodos de
clonacién recombinantes, PCR, o cualquier combinacién de los mismos. Los métodos de sintesis quimica de
polinucledtidos se conocen en la técnica y no necesitan describirse con detalle en el presente documento. El experto
en la materia puede usar los datos de secuencia provistos en el presente documento para obtener un polinucleétido
deseado empleando un sintetizador de ADN o realizando un pedido a un servicio comercial.

Los polinucledtidos de la presente divulgacion se pueden aislar o replicar usando PCR. La tecnologia de PCR es la
materia objeto de los documentos de Patente de Estados Unidos con numeros 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) citado anteriormente, y las referencias citadas en los mismos.
Alternativamente, el experto en la materia puede usar las secuencias provistas en el presente documento y un
sintetizador de ADN comercial para replicar el ADN. Por consiguiente, la presente divulgacién también proporciona
un proceso para obtener los polinucledtidos de la presente divulgacion mediante la provision de la secuencia lineal
del polinucleétido, nucleétidos, moléculas de cebador apropiadas, compuestos quimicos tales como enzimas e
instrucciones para su replicacion y la replicaciéon o unién quimica de los nucledétidos en la orientaciéon apropiada para
obtener los polinucledtidos. En una realizacion separada, estos polinucledtidos ademas se aislan. Ademas, el
experto en la materia puede insertar el polinucleétido en un vector de replicacion adecuado e insertar el vector en
una célula hospedadora adecuada (procariota o eucariota) para replicacion y amplificacion. EIl ADN amplificado de
ese modo se puede aislar de la célula mediante métodos conocidos por los expertos en la materia. Ademas, en el
presente documento se proporciona un proceso para obtener polinucledtidos mediante este método asi como los
polinucledtidos obtenidos de ese modo.

El ARN se puede obtener insertando en primer lugar un polinucledtido de ADN en una célula hospedadora

adecuada. El ADN se puede suministrar mediante cualquier método apropiado, por ejemplo, mediante el uso de un
vehiculo de suministro génico apropiado (por ejemplo, liposoma, plasmido o vector) o mediante electroporacion.
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Cuando la célula se replica y el ADN se transcribe a ARN, el ARN se puede aislar a continuacion usando métodos
conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, como se expone en Sambrook et al. (1989), citado
anteriormente. Por ejemplo, el ARNm se puede aislar usando diversas enzimas liticas o soluciones quimicas de
acuerdo con los procedimientos que se exponen en Sambrook et al. (1989), citado anteriormente, o extraido
mediante resinas de unién a acidos nucleicos siguiendo las instrucciones acompafantes provistas por los
fabricantes.

Los polinucleétidos que exhiben complementariedad u homologia de secuencia con respecto a un polinucleétido de
la presente divulgacion son utiles como sondas de hibridacion o como un equivalente de los polinucleétidos
especificos identificados en el presente documento. Dado que se conoce la secuencia de codificacion completa del
transcrito, cualquier parte de esta secuencia o las secuencias homoélogas se pueden usar en los métodos de la
presente divulgacion.

Se conoce en la técnica que no es necesaria una sonda "perfectamente emparejada" para una hibridacién
especifica. Los cambios minoritarios en la secuencia de la sonda conseguidos mediante sustitucion, delecion o
insercion de un pequefio nimero de bases no afecta a la especificidad de la hibridacion. En general, como mucho se
puede tolerar un desemparejamiento de bases de un 20 % (cuando estan éptimamente alineadas). Preferentemente,
una sonda util para detectar el ARNm mencionado anteriormente es al menos aproximadamente un 80 % idéntica a
la region homodloga. Mas preferentemente, la sonda es un 85 % idéntica a la correspondiente secuencia génica
después de alineacion de la region homologa; incluso mas preferentemente, exhibe un 90 % de identidad.

Estas sondas se pueden usar en radioensayos (por ejemplo, analisis de transferencia de 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 sdélido o a una matriz tal como un chip para su uso en ensayos de analisis
sistematico de alto rendimiento para la deteccidon de expresidon del gen que corresponde a un polinucleétido de la
presente divulgacion. Por consiguiente, la presente divulgacion también proporciona una sonda que comprende o
que corresponde con un polinucleétido de la presente divulgacion, o su equivalente, o su complemento, o un
fragmento del mismo, unido a un soporte sdlido para su uso en analisis sistematico de alto rendimiento.

El tamafio total de fragmento, asi como el tamafio de los tramos complementarios, dependera del uso pretendido o
la aplicacion del segmento de acido nucleico particular. Los fragmentos mas pequefios encontraran uso por lo
general en realizaciones de hibridacion, en las que la longitud de la region complementaria se puede variar, tal como
entre al menos 5 a 10 a aproximadamente 100 nucledtidos, o incluso la longitud completa de acuerdo con las
secuencias complementarias que se deseen detectar.

Las sondas de nucledtidos que tienen secuencias complementarias en tramos mayores de 5 a 10 nucleétidos de
longitud son generalmente preferentes, para aumentar la estabilidad y la selectividad del hibrido, y para mejorar de
ese modo la especificidad de las moléculas hibridas particulares obtenidas. Méas preferentemente, se pueden disefiar
polinucledtidos que tienen tramos de complementariedad génica de 10 o mas o mas de 50 nucledtidos de longitud, o
incluso una longitud mayor cuando se desee. Tales fragmentos se pueden preparar con facilidad, por ejemplo,
sintetizando directamente el fragmento por medios quimicos, por aplicaciéon de tecnologia de reproduccién de acidos
nucleicos, tal como la tecnologia de PCR con dos oligonucleétidos de cebado como se describe en el documento de
Patente de Estados Unidos n.° 4.603.102 o introduciendo secuencias seleccionadas en vectores recombinantes para
produccién recombinante. En un aspecto, una sonda tiene aproximadamente 50-75 o mas alternativamente, 50-100,
nucleétidos de longitud.

Los polinucledtidos de la presente divulgacion pueden servir como cebadores para la deteccion de genes o
transcritos génicos que se expresan en las células descritas en el presente documento. En este contexto,
amplificacion significa cualquier método que emplea una polimerasa dependiente de cebador capaz de replicacion
de una secuencia diana con una fidelidad razonable. La amplificaciéon se puede llevar a cabo mediante ADN
polimerasas naturales o recombinantes tales como ADN polimerasa de T7, fragmento Klenow de ADN polimerasa de
E. coli, y transcriptasa inversa. Unicamente con fines de ilustracién, un cebador tiene la misma longitud que la
identificada para las sondas.

Un método para amplificar los polinucleétidos es PCR y los kits para amplificacién de PCR estan disponibles en el
mercado. Después de la amplificacion, los fragmentos de ADN resultantes se pueden detectar mediante cualquier
método apropiado conocido en la técnica, por ejemplo, mediante electroforesis en gel de agarosa seguido de
visualizacion con tincion de bromuro de etidio e iluminacion ultravioleta.

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

Anticuerpos y derivados de los mismos

La presente divulgacion también proporciona un anticuerpo que se une y/o reconoce especificamente y se une a un
polipéptido aislado para su uso en los métodos de la divulgacion. El anticuerpo puede ser cualquiera de los diversos
anticuerpos descritos en el presente documento, cuyos ejemplos no limitantes incluyen un anticuerpo policlonal, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humano, un anticuerpo con remodelacién superficial,
un dianticuerpo, un anticuerpo humanizado, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo humanizado recombinante, o
un derivado o fragmento de cada uno de los mismos. En un aspecto, el fragmento comprende, o alternativamente
consiste basicamente en, o aun mas consiste en la CDR del anticuerpo. En un aspecto, el anticuerpo se marca de
forma detectable o comprende ademéas un marcador detectable conjugado al mismo. También se proporciona una
linea celular de hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal de la presente divulgacion. Ademas, en el
presente documento se proporcionan composiciones que comprenden o que alternativamente consisten
basicamente en o aun mas, que consisten en una o mas de las realizaciones anteriores. Ademas, se proporcionan
polinucledtidos que codifican la secuencia de aminoacidos de los anticuerpos y los fragmentos asi como métodos
para producir de forma recombinante o sintetizar quimicamente los polipéptidos de anticuerpo y los fragmentos de
los mismos. Los polipéptidos de anticuerpo se pueden producir en una célula eucariota o procariota, 0 mediante
otros métodos conocidos en la técnica y descritos en el presente documento.

Se pueden generar anticuerpos usando técnicas convencionales conocidas en la técnica y que estan bien descritas
en la bibliografia. Existen varias metodologias para la producciéon de anticuerpos policlonales. Por ejemplo, los
anticuerpos policlonales se producen por lo general por inmunizacién de un mamifero adecuado tal como, pero no
limitado a, gallinas, cabras, cobayas, hamsteres, caballos, ratones, ratas, y conejos. Se inyecta un antigeno en el
mamifero, que induce a los linfocitos B a producir inmunoglobulinas especificas para el antigeno. Las
inmunoglobulinas se pueden purificar del suero de un mamifero. Los anticuerpos especificos frente a IHFa e IHF( se
pueden generar por inyeccion de los polipéptidos correspondientes a diferentes epitopos de IHFa e IHFB. Por
ejemplo, se pueden generar anticuerpos usando los 20 aminoacidos de cada subunidad tales como
TFRPGQKLKSRVENASPKDE (SEQ ID NO: 34) para IHFa y KYVPHFKPGKELRDRANIYG (SEQ ID NO: 35) para
IHFB. Las variaciones de esta metodologia incluyen modificacion de adyuvantes, rutas y sitio de administracion,
volumenes de inyeccién por sitio y el nUmero de sitios por animal para produccién éptima y tratamiento humano del
animal. Por ejemplo, los adyuvantes se usan por lo general para mejorar o potenciar una respuesta inmune a
antigenos. La mayoria de los adyuvantes proporcionan un depdsito de antigeno del sitio de inyeccion, que permite
una liberacion lenta del antigeno en los ganglios linfaticos de drenaje. Otros adyuvantes incluyen tensioactivos que
estimulan la concentracion de moléculas de antigeno proteico en una gran area superficial y moléculas
inmunoestimuladoras. Algunos ejemplos no limitantes de adyuvantes para generacion de anticuerpos policlonales
incluyen adyuvantes de Freund, sistema de adyuvantes de Ribi y Titermax. Los anticuerpos policlonales se pueden
generar usando métodos conocidos en la técnica, algunos de los cuales se describen en los documentos de Patente
de Estados Unidos con numeros 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.

Se pueden generar anticuerpos monoclonales usando técnicas de hibridoma convencionales conocidas en la técnica
y que estan bien descritas en la bibliografia. Por ejemplo, un hibridoma se produce por fusion de una linea celular
inmortal adecuada (por ejemplo, una linea celular de mieloma tal como, pero no limitada a, 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 1V,
MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562, COS, RAJI, NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, CHO,
PerC.6, YB2/0) o similar, o heteromielomas, productos de fusién de los mismos, o cualquier célula o célula de fusion
obtenida a partir de los mismos, o cualquier otra linea celular adecuada que se conozca en la técnica (véanse las
que aparecen en las siguientes direcciones web, por ejemplo atcc.org, lifetech.com., con ultimo acceso el 26 de
noviembre de 2007), con células productoras de anticuerpos tales como, pero no limitadas a, células de bazo
aisladas o clonadas, sangre periférica, linfa, amigdala, u otras células inmunes o que contienen linfocitos B, o
cualquier otfra célula que expresa secuencias constantes o variables de cadena ligera o pesada o de marco o de
CDR, ya sea en forma de &cido nucleico endégeno o heterélogo, en forma de ADN recombinante o enddgeno, viral,
bacteriano, de alga, procariota, de anfibio, de insecto, de reptil, de pez, de mamifero, de roedor, equino, ovino, de
cabra, de oveja, de primate, eucariota, genémico, ADNc, ADNr, ADN o ARN mitocondrial, ADN o ARN de
cloroplasto, hnARN, ARNm, ARNt, de cadena individual, doble o triple, hibridado, y similar o cualquier combinacién
de los mismos. Las células productoras de anticuerpos también se pueden obtener de la sangre periférica o,
preferentemente, del bazo o los ganglios linfaticos, de seres humanos u otros animales adecuados que se han
inmunizado con el antigeno de interés. También se puede usar cualquier otra célula hospedadora adecuada para la
expresion de acidos nucleicos heterdlogos o enddgenos que codifican un anticuerpo, un fragmento especifico o una
variante del mismo, de la presente divulgacion. Las células fusionadas (hibridomas) o las células recombinantes se
pueden aislar usando condiciones de cultivo selectivas u otros métodos conocidos adecuados, y se pueden clonar
mediante dilucion limitante o clasificacion celular, u otros métodos conocidos.
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Se pueden usar otros métodos adecuados de produccién o aislamiento de anticuerpos de la especificidad requerida
que incluyen, pero no se limitan a, métodos que seleccionan un anticuerpo recombinante de una biblioteca de
péptidos o proteinas (por ejemplo, pero no limitado a, una biblioteca de presentaciéon de bacteriéfagos, ribosomas,
oligonucledétidos, ARN, ADNc, o similar; por ejemplo, como se encuentra disponible en diversos vendedores
comerciales tales como MorphoSys (Martinsreid/Planegg, Del.), Biolnvent (Lund, Suecia), Affitech (Oslo, Noruega)
usando métodos conocidos en la técnica. Los métodos conocidos en la técnica se describen en la bibliografia de
patente, algunos de los cuales incluyen los documentos de Patente de Estados Unidos con numeros 4.704.692;
5.723.323; 5.763.192; 5.814.476; 5.817.483; 5.824.514; 5.976.862. Los métodos alternativos se basan en 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 el presente documento. Tales técnicas incluyen, pero no se limitan a, presentacion 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 célula individual (por ejemplo, método de anticuerpos de
linfocitos seleccionados ("SLAM") (documento de Patente de Estados Unidos n.° 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); selecciéon de linfocitos B
(Steenbakkers et al. (1994) Molec. Biol. Reports 19:125-134).

Los derivados de anticuerpo de la presente divulgacion también se pueden preparar por suministro de un
polinucledtido que codifica un anticuerpo de la presente divulgacion a un hospedador 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 métodos se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en los
documentos de Patente de Estados Unidos con nimeros 5.827.690; 5.849.992; 4.873.316; 5.849.992; 5.994.616;
5.565.362; y 5.304.489.

La expresion "derivado de anticuerpo” incluye modificaciones postraduccionales en la secuencia de polipéptido lineal
del anticuerpo o fragmento. Por ejemplo, el documento de Patente de Estados Unidos n.° 6.602.684 B1 describe un
método para la generacion de formas modificadas con glicol de anticuerpos, incluyendo moléculas de anticuerpo
completas, fragmentos de anticuerpo, o proteinas de fusidon que incluyen una regién equivalente a la regién Fc de
una inmunoglobulina, que tiene una toxicidad celular mediada por Fc mejorada, y las glicoproteinas generadas de
ese modo.

Los anticuerpos de la divulgacion también incluyen derivados que se modifican mediante la uniéon covalente de
cualquier tipo de molécula al anticuerpo de un modo tal que la unién covalente no evite que el anticuerpo genere una
respuesta anti-idiopatica. Los derivados de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos que se han
modificado mediante glicosilacién, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion mediante grupos
protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, uniéon a un ligando celular u otra proteina, etc. Ademas, los
derivados pueden contener uno 0 mas aminoacidos no clasicos.

Los derivados de anticuerpo también se pueden preparar por suministro de un polinucleétido de la presente
divulgacion para proporcionar plantas transgénicas y células de plantas cultivadas (por ejemplo, pero no limitadas a,
tabaco, maiz, y lenteja de agua) que producen tales anticuerpos, partes especificas o variantes en las partes de
plantas o en las células cultivadas a partir de las mismas. Por ejemplo, Cramer et al. (1999) Curr. Top. Microbol.
Immunol. 240:95-118 y las referencias citadas en el mismo, describen la produccion de hojas de tabaco transgénico
que expresan grandes cantidades de proteinas recombinantes, por ejemplo, usando un promotor inducible. Se ha
usado maiz transgénico para expresar proteinas de mamifero a niveles de produccién comercial, con actividades
biologicas 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 las referencias citadas en el mismo. También se
han producido derivados de anticuerpo en grandes cantidades a partir de semillas de plantas transgénicas que
incluyen fragmentos de anticuerpo, tales como anticuerpos de cadena individual (scFv's), incluyendo semillas de
tabaco y tubérculos de patata. Véase, por ejemplo, Conrad et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38:101-109 y las referencias
citadas en el mismo. De ese modo, también se pueden producir anticuerpos usando plantas transgénicas, de
acuerdo con métodos conocidos.

También se pueden producir derivados de anticuerpo, por ejemplo, por adicién de secuencias exdgenas para
modificar la inmunogenicidad o para reducir, potenciar o modificar la unién, afinidad, tasa de unién, tasa de escision,
avidez, especificidad, semivida, o cualquier otra caracteristica adecuada. Por lo general, se mantiene una parte o la
totalidad de las secuencias de CDR no humanas o humanas mientras que las secuencias no humanas de las
regiones variables y constantes se reemplazan con humanas u otros aminoacidos.

En general, los restos de la CDR estan directamente y lo mas sustancialmente implicados en influir la unién a
antigeno. La humanizacién o ingenieria de anticuerpos se puede llevar a cabo usando cualquier método conocido tal
como, pero no limitado a, los que se describen en los documentos de Patente de Estados Unidos con numeros
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;
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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 divulgacién se pueden preparar basdndose
en la secuencia de un anticuerpo monoclonal de referencia preparado usando técnicas de biologia molecular
convencionales. EI ADN que codifica las inmunoglobulinas de cadena pesada y ligera se puede obtener del
hibridoma de interés y se puede someter a ingenieria para que contenga secuencias de inmunoglobulina que no son
de referencia (por ejemplo, humanas) usando técnicas de biologia molecular convencionales. Por ejemplo, para
crear un anticuerpo quimérico, las regiones variables murinas se pueden unir a regiones constantes humanas
usando métodos conocidos en la técnica (documento de Patente de Estados Unidos n.° 4.816.567). Para crear un
anticuerpo humanizado, las regiones de la CDR murina se pueden insertar en un marco humano usando métodos
conocidos en la técnica (documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.225.539 y documentos de Patente de
Estados Unidos con numeros 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 y 6.180.370). Del mismo modo, para crear un
anticuerpo primatizado, las regiones de la CDR murina se pueden insertar en un marco de primate usando métodos
conocidos en la técnica (documentos de Patente WO 93/02108 y WO 99/55369).

Las técnicas para preparar anticuerpos parcial o completamente humanos se conocen en la técnica y se puede usar
cualquiera de tales técnicas. De acuerdo con una realizacidn, las secuencias de anticuerpos completamente
humanos se preparan en un ratén transgénico que se ha sometido a ingenieria para expresar genes de anticuerpos
de cadena pesada y ligera humanos. Se han preparado multiples cepas de tales ratones transgénicos que pueden
producir diferentes clases de anticuerpos. Los linfocitos B de los ratones transgénicos que se producen se pueden
fusionar a un anticuerpo deseable para preparar lineas celulares de hibridoma para la produccion continua del
anticuerpo deseado (véanse, por ejemplo, Russel et al. (2000) Infection and Immunity, abril de 2000:1820-1826;
Gallo et al. (2000) European J. of Immun. 30:534-540; Green (1999) J. of Immun. Methods 231:11-23; Yang et al.
(1999A) J. of Leukocyte Biology 66:401-410; Yang (1999B) Cancer Research 59(6): 1236-1243; Jakobovits (1998)
Advanced Drug Delivery Reviews 31:33-42; Green y Jakobovits (1998) J. Exp. Med. 188(3):483-495; Jakobovits
(1998) Exp. Opin. Invest. Drugs 7(4):607-614; Tsuda et al. (1997) Genomics 42:413-421; Sherman-Gold (1997)
Genetic Engineering News 17(14); Mendez et al. (1997) Nature Genetics 15:146-156; Jakobovits (1996) Weir's
Handbook of Experimental Immunology, The Integrated Immune System Vol. IV, 194.1-194.7; Jakobovits (1995)
Current Opinion in Biotechnology 6:561-566; Mendez et al. (1995) Genomics 26:294-307; Jakobovits (1994) Current
Biology 4(8):761-763; Arbones et al. (1994) Immunity 1(4):247-260; Jakobovits (1993) Nature 362(6417):255-258;
Jakobovits et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(6):2551-2555; y documento de Patente de Estados Unidos n.°
6.075.181).

Los anticuerpos de la presente divulgacién también se pueden modificar para crear anticuerpos quiméricos. Los
anticuerpos quiméricos son aquellos en los que los diversos dominios de las cadenas ligera y pesada de los
anticuerpos estan codificados por ADN de mas de una especie. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de
Estados Unidos n.° 4.816.567.

Alternativamente, los anticuerpos de la presente divulgacion también se pueden modificar para crear anticuerpos
remodelados superficialmente. Los anticuerpos remodelados superficialmente son aquellos en los que los restos de
aminoacido exteriores del anticuerpo de una especie se reemplazan juiciosamente o se "remodelan
superficialmente" con los de una segunda especie de un modo tal que los anticuerpos de la primera especie no sean
inmunogénicos para la segunda especie mediante lo cual se reduce la inmunogenicidad del anticuerpo. Dado que la
antigenicidad de la proteina depende principalmente de la naturaleza de su superficie, la inmunogenicidad de un
anticuerpo se podria reducir mediante el reemplazo de los restos expuestos que difieren de los encontrados
habitualmente en otros anticuerpos de especie de mamifero. Este reemplazo juicioso de los restos exteriores tendria
poco o ningun efecto en los dominios interiores, o en los contactos entre dominios. De ese modo, las propiedades de
unién a ligando no se deberian ver afectadas como consecuencia de alteraciones que se limitan a los restos del
marco de la region variable. Este proceso se denomina "remodelado superficial" dado que solo la superficie exterior
o la piel del anticuerpo se altera, quedando sin alterar los restos de soporte restantes.

El procedimiento para el "remodelado superficial" hace uso de los datos de secuencia disponibles para dominios
variables de anticuerpo humano compilados por Kabat et al. (1987) Sequences de Proteins of Immunological
Interest, 42 ed., Bethesda, Md., National Institutes de Health, y otras bases de datos accesibles de los Estados
Unidos de América y extranjeras (tanto de acidos nucleicos como de proteinas). Algunos ejemplos no limitantes de
los métodos usados para generar anticuerpos modificados superficialmente incluyen el documento de Patente EP
519596; el documento de Patente de Estados Unidos n.° 6.797.492; y los descritos en Padlan et al. (1991) Mol.
Immunol. 28(4-5):489-498.

La expresion "derivado de anticuerpo” también incluye "dianticuerpos" que 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 polipéptido (véanse, por
ejemplo, los documentos de Patente EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444-6448). Mediante el uso de un conector que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los
dos dominios en la misma cadena, los dominios se fuerzan a emparejarse con los dominios complementarios de otra
cadena y crear dos sitios de unién a antigeno (véase también el documento de Patente de Estados Unidos n.°
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6.632.926 de Chen et al. que desvela variantes de anticuerpo que tienen uno o mas aminoacidos insertados en una
region hipervariable del anticuerpo precursor y una afinidad de unién por un antigeno diana que es al menos
aproximadamente dos veces mas fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo precursor para el antigeno).

La expresion "derivado de anticuerpo" incluye ademas moléculas de anticuerpo sometidas a ingenieria, fragmentos y
dominios individuales tales como scFv, dAb, nanocuerpos, minicuerpos, unicuerpos, cuerpos de afinidad (Holliger &
Hudson (2005) Nature Biotech 23(9): 1126-36; Documento de Publicacion de Patente de Estados Unidos US
2006/0211088; documento de Publicacion PCT W02007/059782; documento de Patente de Estados Unidos n.°
5.831.012).

La expresién "derivado de anticuerpo" incluye ademds "anticuerpos lineales". El procedimiento para preparar
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 (Vu -Cx 1-VH -Cn1) que forman un par
de regiones de unién a antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser diespecificos o0 monoespecificos.

Los anticuerpos de la presente divulgacion se pueden recuperar y purificar de cultivos celulares recombinantes
mediante métodos conocidos que incluyen, pero no se limitan a, purificacion de proteina A, precipitacion en sulfato
de amonio o etanol, extraccidon con acido, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia en
fosfocelulosa, cromatografia de interaccién hidrofoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxiapatita y
cromatografia de lectina. También se puede usar cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC") para la
purificacion.

Los anticuerpos de la presente divulgacion incluyen productos purificados de forma natural, productos de
procedimientos sintéticos quimicos, y productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un
hospedador eucariota que incluye, por ejemplo, células de levadura, planta superior, insecto y mamifero o,
alternativamente, de un hospedador procariota como se ha descrito anteriormente. Se describen una diversidad de
sistemas de produccioén anticuerpos en Birch & Radner (2006) Adv. Drug Delivery Rev. 58: 671-685.

Si un anticuerpo que se somete a ensayo se une a una proteina o polipéptido, entonces el anticuerpo que se somete
a ensayo y los anticuerpos provistos por la presente divulgaciéon son equivalentes. También es posible determinar sin
experimentacion indebida, si un anticuerpo tiene la misma especificidad que el anticuerpo de la presente divulgacion
determinando si el anticuerpo que se somete a ensayo evita que un anticuerpo de la presente divulgacion se una a
una proteina o polipéptido con el que el anticuerpo es normalmente reactivo. Si el anticuerpo que se somete a
ensayo compite con el anticuerpo de la divulgacion como se muestra mediante la disminucién en la unién por parte
del anticuerpo monoclonal de la presente divulgacion, entonces es probable que los dos anticuerpos se unan al
mismo epitopo 0 a un epitopo estrechamente relacionado. Alternativamente, se puede incubar previamente el
anticuerpo de la presente divulgacion con una proteina con la que es normalmente reactivo, y determinar si el
anticuerpo que se somete a ensayo se inhibe en su capacidad de unién al antigeno. Si el anticuerpo que se somete
a ensayo se inhibe entonces, con toda probabilidad, tiene la misma especificidad, o una especificidad estrechamente
relacionada, por el epitopo que el anticuerpo de la presente divulgacion.

El término "anticuerpo" también se pretende que incluya anticuerpos de todos los isotipos y subclases de
inmunoglobulina. Los isotipos particulares de un anticuerpo monoclonal se pueden preparar directamente por
seleccion de una fusion inicial, o se pueden preparar de forma secundaria, a partir de un hibridoma precursor que
segrega un anticuerpo monoclonal de diferente isotipo mediante el uso de técnica de seleccion Sib para aislar las
variantes de intercambio 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. Methods 74:307.

El aislamiento de otros anticuerpos monoclonales con la especificidad de los anticuerpos monoclonales descritos en
el presente documento también se puede conseguir por parte del experto habitual en la materia mediante la
produccién de anticuerpos anti-idiopaticos. Herlyn et al. (1986) Science 232:100. Un anticuerpo anti-idiopatico es un
anticuerpo que reconoce determinantes Unicos presentes en el anticuerpo monoclonal de interés.

En algunos aspectos de la presente divulgacion, sera util marcar de forma detectable o terapéuticamente el
anticuerpo. Los marcadores adecuados se han descrito anteriormente. Los métodos para conjugar anticuerpos a
estos agentes se conocen en la técnica. Unicamente con fines de ilustracion, los anticuerpos se pueden marcar con
un resto detectable tal como un atomo radiactivo, un croméforo, un fluoréforo, o similar. Tales anticuerpos marcados
se pueden usar para técnicas diagnosticas, ya sea in vivo, 0 en una muestra de ensayo 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 a continuacién por medio de una segunda reaccion.
Por ejemplo, es comun usar haptenos tales como biotina, que reacciona con avidina, o dinitrofenol, piridoxal, y
fluoresceina, que pueden reaccionar con anticuerpos anti-haptenos especificos. Véase Harlow y Lane (1988), citado
anteriormente.

La region variable de los anticuerpos de la presente divulgacion se puede modificar por mutacion de restos de
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aminoacido en las regiones CDR 1, CDR 2 y/o CDR 3 de VH y/o VL para mejorar una o mas propiedades de unién
(por ejemplo, afinidad) del anticuerpo. Las mutaciones se pueden introducir mediante mutagénesis dirigida a sitio o
mutagénesis mediada por PCR y el efecto en la unién del anticuerpo, u otra propiedad funcional de interés, se puede
evaluar en ensayos apropiados in vitro o in vivo. Preferentemente, se introducen modificaciones conservativas y por
lo general no se alteran mas de uno, dos, tres, cuatro o cinco restos en una region CDR. Las mutaciones pueden ser
sustituciones, adiciones o deleciones de aminoacidos.

Se pueden realizar modificaciones de marco en los anticuerpos para disminuir la inmunogenicidad, por ejemplo,
mediante "retromutacion" de uno o mas restos de marco en la correspondiente secuencia de linea germinal.

Ademas, los anticuerpos de la divulgacion se pueden someter a ingenieria para incluir modificaciones en la regién Fc
para alterar una o mas propiedades funcionales del anticuerpo, tales como la semivida en suero, la fijacién de
complemento, unidn al receptor de Fc, y/o citotoxicidad celular dependiente de antigeno. Tales modificaciones
incluyen, pero no se limitan a, alteraciones del nimero de restos de cisteina en la region de bisagra para facilitar el
montaje de las cadenas ligera y pesada o para aumentar o disminuir la estabilidad del anticuerpo (documento de
Patente de Estados Unidos n.° 5.677.425); y mutaciones de aminoacidos en la region de bisagra de Fc para
disminuir la semivida biolégica del anticuerpo (documento de Patente de Estados Unidos n.° 6.165.745).

Ademas, los anticuerpos de la divulgacion se pueden modificar quimicamente. La glicosilaciéon de un anticuerpo se
pueda alterar, por ejemplo, mediante la modificaciéon de uno o mas sitios de glicosilacion en la secuencia del
anticuerpo para aumentar la afinidad del anticuerpo por el antigeno (documentos de Patente de Estados Unidos con
numeros 5.714.350 y 6.350.861). Alternativamente, para aumentar la citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos, se pueden obtener un anticuerpo hipofucosilado que tiene cantidades reducidas de restos de
fucosilo o un anticuerpo que tiene estructuras GlcNac de biseccion aumentadas mediante la expresién del anticuerpo
en una célula hospedadora con un mecanismo de glicosilacién alterado (Shields, R. L. et al., 2002 J. Biol. Chem.
277:26733-26740; Umana et al., 1999 Nat. Biotech. 17:176-180).

Los anticuerpos de la divulgacion se pueden pegilar para aumentar la semivida biolégica mediante la reaccion del
anticuerpo o un fragmento del mismo con polietilenglicol (PEG) o un éster reactivo o derivado de aldehido de PEG,
en condiciones en las que uno o mas grupos PEG llegan a unirse al anticuerpo o fragmento de anticuerpo. La
pegilacion de anticuerpos se puede llevar a cabo mediante una reaccion de acilaciéon o una reaccion de alquilacion
con una molécula de PEG reactiva (o un polimero soluble en agua reactivo analogo). Como se usa en el presente
documento, el término "polietilenglicol" se pretende que incluya cualquiera de las formas de PEG que se han usado
para derivatizar otras proteinas, tales como monoalcoxi (C1-C10)- o ariloxi-polietilenglicol o polietilenglicol-
maleimida. El anticuerpo que se pegila puede ser un anticuerpo aglicosilado. Los métodos para la pegilacién de
proteinas se conocen en la técnica y se pueden aplicar a los anticuerpos de la presente divulgacion (documentos de
Patente EP 0 154 316y EP 0 401 384).

Ademas, los anticuerpos se pueden modificar quimicamente por conjugacion o fusién de la region de union a
antigeno del anticuerpo a una 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 de Patente EP 0322094 y EP
0486525.

Los anticuerpos o los fragmentos de los mismos de la presente divulgacion se pueden conjugar a un agente de
diagnostico y usarse de forma diagndstica, por ejemplo, para monitorizar el desarrollo o el progreso de una
enfermedad y determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. Algunos ejemplos de agentes de
diagnostico incluyen enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales
bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones que usan diversas tomografias de emision
de positrones, e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. La sustancia detectable se puede acoplar o
conjugar directamente al anticuerpo o fragmento del mismo, o indirectamente, a través de un conector usando
técnicas conocidas en la técnica. Algunos ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, o acetilcolinesterasa. Algunos ejemplos de complejos de grupos prostéticos
adecuados incluyen estreptoavidina/biotina y avidina/biotina. Algunos 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. Algunos
ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina. Algunos ejemplos de material
radiactivo adecuado incluyen 1251, 13|, Indio-111, Lutecio-171, Bismuto-212, Bismuto-213, Astato-211, Cobre-62,
Cobre-64, Cobre-67, Itrio-90, Yodo-125, Yodo-131, Fdésforo-32, Fésforo-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 a iones radiometalicos mediante el uso de agentes quelantes
difuncionales que se unen covalentemente a los anticuerpos. Los agentes quelantes se pueden unir a través de
aminas (Meares et al.,, 1984 Anal. Biochem. 142: 68-78); grupos sulfhidrico (Koyama 1994 Chem. Abstr. 120:
217262t) de restos de aminoacido y grupos carbohidrato (Rodwell et al. 1986 PNAS USA 83: 2632-2636; Quadri et
al. 1993 Nucl. Med. Biol. 20: 559-570).
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Ademas, los anticuerpos o los fragmentos de los mismos de la presente divulgacion se pueden conjugar a un agente
terapéutico. Los agentes terapéuticos adecuados incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio,
emetina, mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
dihidroxiantracinadiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidrotestosterona, glucocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y puromicina, antimetabolitos (tales como metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, decarbazina, hidroxiurea, asparaginasa,
gemcitabina, cladribina), agentes alquilantes (como la mecloretamina, tioepa, clorambucilo, melfalan, carmustina
(BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC),
procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados de platino (tales como carboplatino), antibiéticos (tales como
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (anteriormente daunomicina), doxorrubicina,
idarrubicina, mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)), toxina diftérica y moléculas
relacionadas (tales como cadena A de difteria y fragmentos activos de la misma y moléculas hibridas), toxina ricina
(tales como ricina A o toxina desglucosilada de la cadena A de ricina), toxina del cdlera, una toxina de tipo Shiga
(SLT-I, SLT-Il, SLT-IIV), toxina LT, toxina C3, toxina Shiga, toxina pertussis, toxina tetanica, inhibidor de la proteasa
Bowman-Birk de soja, exotoxina de Pseudomonas, alorina, saporina, modecina, gelanina, cadena A de abrina,
cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolacca
americana (PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria
officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina , toxinas de enomicina y toxinas mixtas.

Las moléculas conjugadas adecuadas adicionales incluyen ribonucleasa (ARNasa), ADNasa |, un acido nucleico
antisentido, una molécula de ARN inhibidora tal como una molécula de ARNSsi, un acido nucleico inmunoestimulador,
aptameros, ribozimas, moléculas formadoras de friplex, y secuencias de guia externas. Los aptameros son
pequefios acidos nucleicos que varian de 15 a 50 bases de longitud que se pliegan en estructuras secundarias y
terciarias definidas, tales como estructuras en horquilla o cuartetos G, y pueden unir moléculas pequefas, tales
como ATP (documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.631.146) y teofilina (documento de Patente de Estados
Unidos n.° 5.580.737), asi como moléculas grandes, tales como transcriptasa inversa (documento de Patente de
Estados Unidos n.° 5.786.462) y trombina (documento de Patente de Estados Unidos n.° 5.543.293). Las ribozimas
son moléculas de acido nucleico que son capaces de catalizar una reaccidon quimica, ya sea intramolecular o
intermolecularmente. Las ribozimas escinden por lo general sustratos de acido nucleico a través del reconocimiento
y la unién al sustrato diana con posterior escision. Las moléculas de acido nucleico con funcién formadora de triplex
pueden interactuar con acido nucleico bicatenario o monocatenario formando un triplex, en el que tres cadenas de
ADN forman un complejo dependiente del emparejamiento de bases tanto de Watson-Crick como de Hoogsteen. Las
moléculas de triplex pueden unirse a regiones diana con alta afinidad y especificidad.

Las moléculas funcionales de acido nucleico pueden actuar como efectores, inhibidores, moduladores y
estimuladores de una actividad especifica poseida por una molécula diana, o las moléculas funcionales de acido
nucleico pueden poseer una actividad nueva independiente de cualquier otra molécula. Los agentes terapéuticos se
pueden unir al anticuerpo directa o indirectamente, utilizando cualquiera de un gran nimero de métodos disponibles.
Por ejemplo, se puede unir un agente a la region de bisagra del componente de anticuerpo reducido mediante la
formacién de enlaces disulfuro, usando reticuladores tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinilo (SPDP), o
mediante un resto de carbohidrato en la regién Fc del anticuerpo (Yu et al. 1994 Int. J. Cancer 56: 244; Upeslacis et
al., "Modification of Antibodies by Chemical Methods," en Monoclonal antibodies: principles and applications, Birch et
al. (eds.), paginas 187-230 (Wiley-Liss, Inc. 1995); Price, "Production and Characterization of Synthetic Peptide-
Derived Antibodies," en Monoclonal antibodies: Production, engineering and clinical application, Ritter et al. (eds.),
paginas 60-84 (Cambridge University Press 1995)).

Las técnicas para conjugar agentes terapéuticos a anticuerpos se conocen bien (Anion et al., "Monoclonal Antibodies
For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al.
(eds.), pag. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", en Controlled Drug
Delivery (22 Ed.), Robinson et al. (eds.), pag. 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological And Clinical Applications,
Pinchera et al. (eds.), pag. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et
al. (eds.), pag. 303-16 (Academic Press 1985), y Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Properties Of
Antibody-Toxin Conjugates" 1982 Immunol. Rev. 62:119-58).

Los anticuerpos de la divulgacion o las regiones de unién a antigeno de los mismos se pueden unir a otra molécula
funcional tal como otro anticuerpo o ligando para un receptor para generar una molécula diespecifica o
multiespecifica que se une a al menos dos o mas sitios de unién o moléculas diana diferentes. La union del
anticuerpo a una o mas de otras moléculas de union, tales como otro anticuerpo, fragmento de anticuerpo, péptido o
mimético de union, se puede realizar, por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusidon genética, o asociacién no
covalente. Las moléculas multiespecificas pueden incluir ademas una tercera especificidad de union, ademas del
primer y el segundo epitopos diana. Las moléculas diespecificas y multiespecificas se pueden preparar usando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede generar por separado cada unidad de unién de la molécula
diespecifica y a continuacién conjugarse entre si. Cuando las moléculas de unién son proteinas o péptidos, se puede
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usar una diversidad de agentes de acoplamiento o reticulaciéon para conjugacién covalente. Algunos ejemplos de
agentes de reticulacion incluyen proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), 5,5'-
ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB), o-fenilendimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato
(SPDP), y 4-(N-maleimidometil)ciclohaxano-I-carboxilato de sulfosuccinimidilo (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 union de sulfhidrilo de las regiones de bisagra C-terminal de las dos
cadenas pesadas.

Los anticuerpos o los fragmentos de los mismos de la presente divulgacion se pueden unir a un resto que es téxico
para una célula al que se une el anticuerpo para formar anticuerpos de "agotamiento". Estos anticuerpos son
particularmente utiles en aplicaciones en las que se desea agotar una célula NK.

Los anticuerpos de la divulgacion también se pueden unir a soportes solidos, que son particularmente utiles para
inmunoensayos o purificacion del antigeno diana. Tales soportes sélidos incluyen, pero no se limitan a, vidrio,
celulosa, poliacrilamida, nailon, poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

Los anticuerpos también se pueden unir a numerosos vehiculos diferentes. De ese modo, la divulgacién también
proporciona composiciones que contienen los anticuerpos y otra sustancia, activa o inerte. Algunos 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 divulgacion. Los expertos en la materia conoceran otros vehiculos adecuados para unir
anticuerpos monoclonales, o podran determinar los mismos usando experimentacién rutinaria.

Aislamiento, cultivo y expansién de APC, incluyendo células dendriticas

La presente divulgacidon también proporciona células hospedadoras aisladas que comprenden uno o mas de los
polipéptidos aislados o los polinucledtidos aislados o los vectores de la presente divulgacion. En un aspecto, la
célula hospedadora aislada es una célula eucariota tal como una célula presentadora de antigeno (APC), por
ejemplo una célula dendritica. En otro aspecto, la célula hospedadora aislada es una célula procariota. En un
aspecto, la divulgacion es una célula hospedadora aislada que se cultiva en condiciones que estimulan la expresién
del polinucledtido. La presente divulgacion también proporciona la célula hospedadora, el sistema de expresion y el
polipéptido producido por el sistema de expresion.

Lo que sigue a continuacion es una descripcion breve de dos enfoques fundamentales para el aislamiento de APC.
Estos enfoques implican (1) aislamiento de células precursoras de médula ésea (CD34*) de la sangre y estimulacion
de las mismas para diferenciarlas en APC; o (2) recogida de las APC precomprometidas de la sangre periférica. En
el primer enfoque, el paciente se debe tratar con citoquinas tales como GM-CSF para reforzar el numero de células
madre CD34* en circulacion en la sangre periférica. El segundo enfoque de aislar las APC es recoger los humeros
relativamente elevados de APC precomprometidas que ya circulan en la sangre. Las técnicas previas para aislar las
APC comprometidas de sangre periférica humana han implicado combinaciones de procedimientos fisicos tales
como gradientes de metrizamida y etapas de adherencia/no adherencia (Freudenthal et al. (1990) PNAS 87:7698-
7702); separaciones en gradiente de Percoll (Mehta-Damani et al. (1994) J. Immunol. 153:996-1003); y técnicas de
clasificacion celular activadas por fluorescencia (Thomas et al. (1993) J. Immunol. 151:6840-52).

Una técnica para separar grandes numeros de células entre si se conoce como elutriacion centrifuga a
contracorriente (CCE). Las células se sitian en un rotor especial de elutriacion. El rotor se hace girar a continuacién
a una velocidad constante, por ejemplo, de 3000 rpm. Una vez el rotor ha alcanzado la velocidad deseada, se usa
aire presurizado para controlar el caudal de células. Las células en el elutriador se someten simultaneamente a
centrifugacion y una corriente de tampoén de lavado que aumenta de caudal de forma constante. Esto da como
resultado la separacion fraccionada de células basada en gran medida, pero no exclusivamente, en las diferencias
en el tamano celular.

En un aspecto de la divulgacion, las APC son células dendriticas precomprometidas o maduras que se han aislado
de la fraccién de leucocitos de un mamifero, tal como un murino, simio o un ser humano (véase, por ejemplo, el
documento de Patente WO 96/23060). La fraccion de leucocitos puede ser de la sangre periférica del mamifero. Este
método incluye las siguientes etapas: (a) proporcionar una fraccion de leucocitos obtenida de una fuente de
mamifero mediante métodos conocidos en la técnica tales como leucoaféresis; (b) separar la fraccion de leucocitos
de la etapa (a) en cuatro o mas subfracciones mediante elutriacion centrifuga a contracorriente, (c) estimular la
conversion de monocitos en una o mas fracciones de la etapa (b) en células dendriticas poniendo en contacto las
células con ionoforo de calcio, GM-CSF y IL-13 o GM-CSF e IL-4, (d) identificar la fraccion enriquecida en células
dendriticas de la etapa (c), y (e) recoger la fraccion enriquecida de la etapa (d), preferentemente a aproximadamente
4 °C. Una forma de identificar la fraccién enriquecida en células dendriticas es mediante clasificacion celular activada
por fluorescencia. La fraccién de leucocitos se puede tratar con ionéforo de calcio en presencia de otras citoquinas,
tales como rhiL-12, rhGM-CSF, o rhiL-4 recombinantes (rh). Las células de la fraccion de leucocitos se pueden lavar
en tampon y suspender en medio exento de Ca**/Mg** antes de la etapa de separacion. La fraccion de leucocitos se
puede obtener mediante leucoaféresis. Las células dendriticas se pueden identificar por la presencia de al menos
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uno de los siguientes marcadores HLA-DR, HLA-DQ, o B7.2, y la ausencia simultanea de los siguientes marcadores:
CD3, CD16, CD56, CD57, y CD19, CD20. Los anticuerpos monoclonales especificos frente a estos marcadores de
la superficie celular estan disponibles en el mercado.

Mas especificamente, el método requiere recoger una recogida enriquecida de leucocitos y plaquetas de
leucoaféresis que a continuacion se fracciona adicionalmente mediante elutriacién centrifuga a contracorriente (CCE)
(Abrahamsen et al. (1991) J. Clin. Apheresis. 6:48-53). En esta técnica, las células se someten simultaneamente a
centrifugacién y una corriente de tampén de lavado que aumenta de caudal de forma constante. El flujo a
contracorriente constantemente creciente de tampdn conduce a la separacion fraccionada de las células que se
basa en gran medida en el tamafio celular.

El control de calidad de APC y mas especificamente la recogida de DC y la confirmacién de su activacién con éxito
en cultivo depende de una técnica de anadlisis simultaneo por FACS con multiples colores que monitoriza tanto los
monocitos como la subpoblacién de las células dendriticas asi como los posibles linfocitos T contaminantes. La
clasificacion celular se basa en la expresion diferencial de marcadores de la superficie celular que incluyen CD3
(linfocitos T), CD16/CD56/CD57 (linfocitos NK/LAK), y CD19/CD20 (linfocitos B). Las DC son distinguibles de los
monocitos basandose en parte en los niveles de CD14, que se expresa a niveles muy altos en monocitos en
comparacion con las DC. Las DC muestran altos niveles de expresion de HLA-DR, HLA-DQ significativo y B7.2 (pero
poco o nada de B7.1) en el momento en que estan circulando en la sangre (ademas, expresan Leu M7 y M9,
marcadores mieloides que también se expresan en monocitos y neutrdfilos).

Cuando se combina con un reactivo de tercer color para andlisis de células muertas, yoduro de propidio (PI), es
posible realizar la identificacion positiva de todas las subpoblaciones celulares.

El objetivo del analisis por FACS en el momento de la recogida es confirmar que las DC estan enriquecidas en las
fracciones esperadas, para monitorizar la contaminacion de neutréfilos, y para estar seguros de que se expresan los
marcadores apropiados. Esta rapida recogida en masa de las DC enriquecidas de la sangre periférica humana,
adecuada para aplicaciones clinicas, es absolutamente dependiente de la técnica analitica de FACS descrita
anteriormente para control de calidad. Si fuera necesario, las DC maduras se pueden separar inmediatamente de los
monocitos en este punto mediante clasificacion fluorescente para las células "negativas al cdoctel". Puede no ser
necesario separar de forma rutinaria las DC de los monocitos debido a que los propios monocitos aun son capaces
de diferenciarse en las DC o en células funcionales de tipo DC en cultivo.

Una vez recogidas, las fracciones de APC ricas en DC/monocitos (habitualmente de 150 a 190) se pueden combinar
y conservar criogénicamente para uso futuro, o poner inmediatamente en cultivo a corto plazo.

Alternativamente, otros han informado un método para regular positivamente (activar) células dendriticas y convertir
monocitos en un fenotipo celular dendritico activado. Este método implica la adicién de iondforo de calcio al medio
celular para convertir los monocitos en células dendriticas activadas. La adicion del iondforo de calcio A23187, por
ejemplo, al principio de un periodo de cultivo de 24-48 horas dio como resultado la activacion uniforme y la
conversion al fenotipo de células dendriticas de las fracciones "monocitos mas DC" combinadas: de forma
caracteristica, la poblacion activada se vuelve uniformemente CD14 (Leu M3) negativa, y regula positivamente HLA-
DR, HLA-DQ, ICAM-1, B7.1, y B7.2. Ademas, esta poblacién en masa activada funciona también a pequefia escala
purificada adicionalmente.

La combinacién o combinaciones especificas de citoquinas se han usado con éxito para amplificar (o sustituir
parcialmente) la activacion/conversion conseguida con ionéforo de calcio: estas citoquinas incluyen, pero no se
limitan a, rhGM-CSF, rhIL-2, y rhlL-4 purificadas o recombinantes ("rh"). Cada citoquina, cuando se administra sola,
no es adecuada para regulacion positiva optima.

Presentacion de antigeno al APC

Con fines de inmunizacién, los polipéptidos (por ejemplo, las SEQ ID NOS: 1 a 33) se pueden suministrar a células
presentadoras de antigeno como proteina/péptido o en forma de ADNc que codifica la proteina/péptido. Las células
presentadoras de antigeno (APC) pueden consistir en células dendriticas (DC), monocitos/macréfagos, linfocitos B u
otro tipo o tipos de células que expresan las moléculas MHC/coestimuladoras necesarias. Los métodos descritos
posteriormente se centran principalmente en las DC que son las APC mas potentes y preferentes.

La pulsacién se consigue in vitro/ex vivo mediante exposicion de las APC a una proteina antigénica o un polipéptido
o polipéptidos de la presente divulgacion. La proteina o el péptido o péptidos se afiaden a las APC a una
concentracién de 1-10 um durante aproximadamente 3 horas. La transfeccién de las APC con los polinucleétidos
que codifican antigenos o polipéptidos antigénicos se consigue exponiendo las APC a acidos nucleicos en presencia
de agentes de transfeccion conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, lipidos catiénicos. Las APC
transfectadas o pulsadas se pueden administrar posteriormente al hospedador mediante una ruta de suministro
intravenosa, subcutanea, intranasal, intramuscular o intraperitoneal.
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El antigeno de proteina/péptido también se puede suministrar in vivo con adyuvante mediante una ruta de suministro
intravenosa, subcutanea, intranasal, intramuscular o intraperitoneal.

Células presentadoras de antigeno de Foster

Las células presentadoras de antigeno de Foster son particularmente utiles como célula diana. Las APC de Foster
se obtienen a partir de la linea celular humana 174X CEM.T2, denominada T2, que contiene una mutacion en su ruta
de procesamiento de antigeno que restringe la asociacion de péptidos endégenos con moléculas de clase | de MHC
de superficie celular (Zweerink et al. (1993) J. Immunol. 150:1763-1771). Esto se debe a una gran delecién
homocigética de la region de clase Il de MHC que incluye los genes TAP 1, TAP2, LMP 1, y LMP2, que se requieren
para la presentacion de antigeno a los CTL CD8* restringidos de clase 1 de MHC. En efecto, solo se presentan
moléculas de clase | de MHC "vacias" en la superficie de estas células. El péptido exdgeno afiadido al medio de
cultivo se une a estas moléculas de MHC siempre que el péptido contenga el motivo de unién especifico de alelo.
Estas células T2 se denominan en el presente documento APC de "Foster". Se pueden usar junto con la presente
divulgacion para presentar un antigeno o antigenos.

La transduccion de células T2 con alelos de MHC recombinantes especificos permite la redireccion del perfil de
restriccion de MHC. Las bibliotecas adaptadas a medida al alelo recombinante se presentaran preferentemente en
los mismos debido a que los restos de anclaje evitaran la union eficaz al alelo endégeno.

La expresion a alto nivel de moléculas de MHC hace la APC mas visible a los CTL. La expresion del alelo de MHC
de interés en las células T2 usando un potente promotor transcripcional (por ejemplo, el promotor de CMV) da como
resultado una APC mas reactiva (debido con la mayor probabilidad a una mayor concentracion de complejos MHC-
péptido reactivos en la superficie celular).

Expansion de células efectoras inmunes

La presente divulgacién hace uso de estas APC para estimular la produccién de una poblaciéon enriquecida de
células efectoras inmunes especificas de antigeno. Las células efectoras inmunes especificas de antigeno se
expanden a expensas de las APC, que mueren en el cultivo. El proceso mediante el que las células efectoras
inmunes sin comprometer se educan por otras células se describe basicamente en Coulie (1997) Molec. Med. Today
3:261-268.

Las APC preparadas como se ha descrito anteriormente se mezclan con células efectoras inmunes sin
comprometer. Preferentemente, las células se pueden cultivar en presencia de una citoquina, por ejemplo IL2.
Debido a que las células dendriticas segregan citoquinas inmunoestimuladoras potentes, tales como IL12, puede no
ser necesario anadir citoquinas complementarias durante la primera y sucesivas rondas de expansiéon. En cualquier
caso, las condiciones de cultivo son tales que las células efectoras inmunes especificas de antigeno se expanden
(es decir, proliferan) a una velocidad mucho mayor que las APC. Se pueden llevar a cabo multiples infusiones de
APC y citoquinas opcionales para expandir aun mas la poblacién de células especificas de antigeno.

En una realizacion, las células efectoras inmunes son linfocitos T. En una realizacion distinta, las células efectoras
inmunes se pueden modificar genéticamente por transduccién con un transgén que codifica, por ejemplo, IL-2, IL-11
o IL-13. Los métodos para introducir transgenes in vivo, ex vivo e in vivo se conocen en la técnica.

Analisis funcional con anticuerpos

Los anticuerpos de la presente divulgacion se pueden usar para purificar los polipéptidos de la presente divulgacion
y para identificar polipéptidos y/o polinucleétidos bioldgicamente equivalentes. También se pueden usar para
identificar agentes que modifican la funcién de los polipéptidos de la presente divulgacion. Estos anticuerpos
incluyen antisueros policlonales, anticuerpos monoclonales, y diversos reactivos obtenidos a partir de estas
preparaciones que son familiares para los expertos en la materia y que se han descrito anteriormente. Los
anticuerpos que neutralizan las actividades de proteinas codificadas por los genes identificados también se pueden
usar in vivo o in vitro para demostrar funcién por adiciéon de tales anticuerpos neutralizadores a sistemas de ensayo
in vivo e in vitro. También son utiles como agentes farmacéuticos para modular la actividad de polipéptidos de la
divulgacion.

También se pueden usar diversas preparaciones de anticuerpo en métodos analiticos tales como ensayos de ELISA
o transferencias de Western para demostrar la expresion de proteinas codificadas por los genes identificados
mediante las células de ensayo in vitro o in vivo. También se pueden identificar fragmentos de tales proteinas
generados mediante degradacién con proteasas durante el metabolismo mediante el uso de antisueros policlonales
apropiados con muestras obtenidas a partir de muestras experimentales.

Los anticuerpos de la divulgacion se pueden usar para vacunacion o para vacunacion de refuerzo, solos o en
combinacién con péptidos o vacunas basadas en proteinas o vacunas basadas en células dendriticas.
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Composiciones

Ademas, se proporcionan composiciones. Las composiciones comprenden un vehiculo y uno o mas de un
polipéptido aislado de la divulgacién, un polinucleétido aislado de la divulgacion, un vector de la divulgacion, una
célula hospedadora aislada de la divulgacion, una molécula pequeiia o un anticuerpo de la divulgacion. Los
vehiculos pueden ser uno o mas de un soporte sdélido o un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones pueden comprender ademas un adyuvante u otros componentes adecuados para administracion
como vacunas. En un aspecto, las composiciones se formulan con uno o mas excipientes, diluyentes, vehiculos y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Ademas, las realizaciones de las composiciones de la presente
divulgacion incluyen uno o mas de un polipéptido aislado de la divulgacion, un polinucleétido aislado de la
divulgacion, un vector de la divulgacion, una molécula pequefia, una célula hospedadora aislada de la divulgacién, o
un anticuerpo de la divulgacion, formulados con una o més sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables.

Para preparaciones orales, se pueden usar uno cualquiera o mas de un polipéptido aislado o recombinante como se
describe en el presente documento, un polinucledtido aislado o recombinante como se describe en el presente
documento, un vector como se describe en el presente documento, una célula hospedadora aislada como se
describe en el presente documento, una molécula pequefia o un anticuerpo como se describe en el presente
documento, solos o en formulaciones farmacéuticas de la invencién que comprenden, o que consisten basicamente
en, el compuesto en combinacién con aditivos apropiados para preparar comprimidos, polvos, granulos o capsulas,
por ejemplo, con aditivos convencionales, tales como lactosa, manitol, almidéon de maiz o almidén de patata; con
aglutinantes, tales como celulosa cristalina, derivados de celulosa, goma arabiga, almidon de maiz o gelatinas; con
disgregantes, tales como almidén de maiz, almidon de patata o carboximetilcelulosa sédica; con lubricantes, tales
como talco o estearato de magnesio; y, si se desea, con diluyentes, agentes de tamponamiento, agentes
hidratantes, conservantes y agentes aromatizantes. Se pueden incluir agentes de union y/o materiales adyuvantes
farmacéuticamente compatibles como parte de la composicién. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos 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 almidén o
lactosa, un agente disgregante tal como acido alginico, Primogel, o almidéon de maiz; un lubricante tal como
estearato de magnesio o Sterotes; un agente de deslizamiento 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
aromatizante de naranja.

Las formulaciones farmacéuticas y las formas de dosificacion unitaria adecuadas para administracion oral son
particularmente Utiles en el tratamiento de afecciones cronicas, infecciones, y terapias en las que el paciente se
autoadministra el farmaco. En un aspecto, la formulacién es especifica para administracién pediatrica.

La divulgacién proporciona formulaciones farmacéuticas en las que los uno o mas de un polipéptido aislado de la
divulgacion, un polinucleétido aislado de la divulgacion, un vector de la divulgacion, una célula hospedadora aislada
de la divulgacion, o un anticuerpo de la divulgacion se pueden formular en preparaciones para inyeccion de acuerdo
con la divulgacion por disolucion, suspension o emulsion de los mismos en un disolvente acuoso o no acuoso, tal
como aceites vegetales u otros aceites similares, glicéridos de acidos alifaticos sintéticos, ésteres de acidos alifaticos
superiores o propilenglicol; y, si se desea, con aditivos convencionales tales como solubilizantes, agentes isoténicos,
agentes de suspension, agentes emulgentes, estabilizantes y conservantes u otros agentes antimicrobianos. Un
ejemplo no limitante de los mismos es un agente antimicrobiano tal como otros componentes de vacuna tales como
antigenos superficiales, por ejemplo OMP P5, rsPilA, OMP 26, OMP P2, o proteina Pilina de Tipo IV (véanse
Jurcisek y Bakaletz (2007) J. of Bacteriology 189(10):3868-3875 y Murphy, TF, Bakaletz, LO y Smeesters, PR (2009)
The Pediatric Infectious Disease Journal, 28:5S121-S126) y agentes antibacterianos. Para administracion intravenosa,
los vehiculos adecuados incluyen solucion salina fisiologica, agua bacteriostatica, Cremophor EL™ (BASF,
Parsippany, N.J.), o soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS). En todos los casos, una composicion para
administracion parenteral debe ser estéril y deberia ser fluida en la medida que pueda exhibir una facil manipulacién
con jeringa.

Las formulaciones de aerosol provistas por la divulgacion se pueden administrar mediante inhalacion y pueden
basarse o no basarse en un propelente. Por ejemplo, las realizaciones de las formulaciones farmacéuticas de la
divulgacion comprenden un compuesto de la divulgacién formulado en propelentes aceptables presurizados tales
como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y similar. Para administracion por inhalacion, los compuestos se
pueden suministrar en forma de una pulverizacion de aerosol desde un recipiente o dispensador presurizado que
contiene un propelente adecuado, por ejemplo, un gas tal como didxido de carbono, o un nebulizador. Un ejemplo no
limitante de una sustancia que no es un propelente es una pulverizacion de bomba que se expulsa desde un
recipiente cerrado por medio de fuerza mecanica (es decir, empujando un pistén con el dedo o por compresion del
recipiente, tal como mediante una fuerza compresiva aplicada a la pared del recipiente o una fuerza elastica ejercida
por la propia pared (por ejemplo, mediante una vejiga elastica)).

Los supositorios de la divulgacion se pueden preparar por mezcla de un compuesto de la divulgacion con cualquiera

de una diversidad de bases tales como bases emulgentes o bases solubles en agua. Las realizaciones de esta
formulacion farmacéutica de un compuesto de la divulgacion se pueden administrar por via rectal mediante un
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supositorio. El supositorio puede incluir vehiculos tales como manteca de cacao, Carbowax, y polietilenglicoles, que
se funden a la temperatura corporal, pero solidifican a la temperatura ambiente.

Se pueden proporcionar formas de dosificacion unitaria para administracion oral o rectal, tales como jarabes, elixires,
y suspensiones, en las que cada unidad de dosificacidon, por ejemplo, cucharadita, cucharada, comprimido o
supositorio, contiene una cantidad predeterminada de la composicion que contiene uno o mas compuestos de la
divulgacion. Del mismo modo, las formas de dosificacion unitaria para inyeccion o administracion intravenosa
pueden comprender un compuesto de la divulgaciéon en una composicién en forma de una solucién en agua estéril,
solucion salina normal u otro vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las realizaciones de las formulaciones farmacéuticas de la divulgacion incluyen aquellas en las que uno o mas de un
polipéptido aislado de la divulgacién, un polinucleétido aislado de la divulgacion, un vector de la divulgacion, una
molécula pequefia para su uso en la divulgacién, una célula hospedadora aislada de la divulgacién, o un anticuerpo
de la divulgacion se formula en una composicion inyectable. Las formulaciones farmacéuticas inyectables de la
divulgacion se preparan en forma de soluciones o suspensiones liquidas; o en formas solidas adecuadas para
disolucion, o suspension, en vehiculos liquidos antes de la inyeccion. La preparacion también se puede emulsionar o
el ingrediente activo encapsular en vehiculos de liposomas de acuerdo con otras realizaciones de las formulaciones
farmacéuticas de la divulgacion.

En una realizaciéon, uno o mas de un polipéptido aislado de la divulgacion, un polinucleétido aislado de la
divulgacion, un vector de la divulgacion, una célula hospedadora aislada de la divulgacion, o un anticuerpo de la
divulgacion se formula para el suministro mediante un sistema de suministro continuo. La expresion "sistema de
suministro continuo" se usa de forma intercambiable en el presente documento con "sistema de suministro
controlado" e incluye sistemas de suministro (por ejemplo, bombas) continuos (por ejemplo, controlados) en
combinacién con catéteres, dispositivos de inyeccion, y similares, una amplia diversidad de los cuales se conocen la
técnica.

También pueden ser adecuadas bombas de infusién mecanicas o electromecanicas para su uso con la presente
divulgacion. Algunos ejemplos de tales dispositivos incluyen los descritos, por ejemplo, en los documentos de
Patente de Estados Unidos con numeros 4.692.147; 4.360.019; 4.487.603; 4.360.019; 4.725.852; 5.820.589;
5.643.207; 6.198.966; y similares. En general, el suministro de un compuesto de la divulgacion se puede conseguir
usando cualquiera de una diversidad de sistemas de bomba rellenables. Las bombas proporcionan liberacion
consistente y controlada a lo largo del tiempo. En algunas realizaciones, un compuesto de la divulgacion esta en una
formulacion liquida en un depdsito impermeable a farmaco, y se suministra de forma continua al individuo

En una realizacién, el sistema de suministro de farmaco esta en un dispositivo al menos parcialmente implantable. El
dispositivo implantable se puede implantar en cualquier sitio de implantacion adecuado usando métodos y
dispositivos bien conocidos en la técnica. Un sitio de implantacién es un sitio en el cuerpo de un sujeto en el que se
introduce y sitda un dispositivo de suministro de farmaco. Los sitios de implantacion incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, un sitio subdérmico, subcutaneo, intramuscular, u otro sitio adecuado en el cuerpo del sujeto. Los
sitios de implantacién subcutaneos se usan en algunas realizaciones debido a la conveniencia de la implantacion y
la retirada del dispositivo de suministro de farmaco.

Los dispositivos de liberacion de farmaco adecuados para su uso en la divulgacion se pueden basar en cualquiera
de una diversidad de modos de operacién. Por ejemplo, el dispositivo de liberaciéon de farmaco se puede basar en un
sistema de difusion, o un sistema convectivo, o un sistema erosionado (por ejemplo, un sistema basado en erosion).
Por ejemplo, el dispositivo de liberacion de farmaco puede ser una bomba electroquimica, bomba osmética, una
bomba electroosmética, una bomba de presion de vapor, o una matriz de estallido osmético, por ejemplo, en el que
el farmaco se incorpora a un polimero y el polimero proporciona la liberaciéon de la formulacion de farmaco de forma
simultanea con la degradacién de un material polimérico impregnado de farmaco (por ejemplo, un material
polimérico impregnado de farmaco, biodegradable). En otras realizaciones, el dispositivo de liberacion de farmaco se
basa en un sistema de electrodifusion, una bomba electrolitica, una bomba efervescente, una bomba piezoeléctrica,
un sistema hidrolitico, etc.

Los dispositivos de liberacién de farmaco basados en una bomba de infusién mecéanica o electromecanica también
pueden ser adecuados para su uso con la presente divulgacion. Algunos ejemplos de tales dispositivos incluyen los
descritos, por ejemplo, en los documentos de Patente de Estados Unidos con numeros 4.692.147; 4.360.019;
4.487.603; 4.360.019; 4.725.852, y similares. En general, un método de tratamiento de un sujeto se puede conseguir
usando cualquiera de una diversidad de sistemas de bomba no intercambiables y rellenables. Las bombas y otros
sistemas convectivos son generalmente preferentes debido a su liberacién controlada generalmente mas consistente
a lo largo del tiempo. Se usan bombas osméticas en algunas realizaciones debido a sus ventajas combinadas de
liberacion controlada mas consistente y tamafo relativamente pequefio (véanse, por ejemplo, el documento de
solicitud publicada PCT N.° WO 97/27840 y los documentos de Patente de Estados Unidos con numeros 5.985.305 y
5.728.396). Algunos dispositivos impulsados osmoéticamente a modo de ejemplo adecuados para su uso en la
presente divulgacion incluyen, pero no se limitan necesariamente a, los descritos en los documentos de Patente de
Estados Unidos con numeros 3.760.984; 3.845.770; 3.916.899; 3.923.426; 3.987.790; 3.995.631; 3.916.899;
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4.016.880; 4.036.228; 4.111.202; 4.111.203; 4.203.440; 4.203.442; 4.210.139; 4.327.725; 4.627.850; 4.865.845;
5.057.318; 5.059.423; 5.112.614; 5.137.727; 5.234.692; 5.234.693; 5.728.396; y similares. Un dispositivo a modo de
ejemplo adicional que se puede adaptar para la presente divulgacion es la bomba de infusion Synchromed
(Medtronic).

En algunas realizaciones, el dispositivo de suministro de farmaco es un dispositivo implantable. El dispositivo de
suministro de farmaco se puede implantar en cualquier sitio de implantacion adecuado usando métodos y
dispositivos bien conocidos en la técnica. Como se indica en el presente documento, un sitio de implantacién es un
sitio en el cuerpo de un sujeto en el que se introduce y sitia un dispositivo de suministro de farmaco. Los sitios de
implantacion incluyen, pero no se limitan necesariamente a, un sitio subdérmico, subcutaneo, intramuscular, u otro
sitio en el cuerpo de un sujeto.

Los vehiculos y excipientes adecuados para una composicioén de la divulgacion son, por ejemplo, agua, solucion
salina, dextrosa, glicerol, etanol, o similares, y las combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, el vehiculo
puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como agentes de humectacion o emulsién o
agentes de tamponamiento de pH. Los métodos de preparacion de tales formas de dosificacion se conocen, o seran
evidentes tras la consideracion de la presente divulgacién, por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania, 172 edicion, 1985. La
composicién o formulaciéon que se administra contendrd, en cualquier caso, una cantidad del compuesto adecuada
para conseguir el estado deseado en el sujeto que se trata.

Las composiciones de la presente divulgacion incluyen las que comprenden una matriz de liberacion sostenida o de
liberacion controlada. Ademas, las realizaciones de la presente divulgacion se pueden usar junto con otros
tratamientos que usan formulaciones de liberacion sostenida. Como se usa en el presente documento, una matriz de
liberacion sostenida es una matriz hecha de materiales, habitualmente polimeros, que son degradables por hidrélisis
enzimatica o basada en acidos o por disolucién. Una vez insertada en el cuerpo, la matriz se acciona mediante
enzimas y fluidos corporales. Una matriz de liberacion sostenida se selecciona de forma deseable entre materiales
biocompatibles tales como liposomas, polilactidas (acido polilactico), poliglicélido (polimero de acido glicélico),
polilactida co-glicélido (copolimeros de acido lactico y acido glicdlico), polianhidridos, poli(orto)ésteres, polipéptidos,
acido hialurénico, colageno, sulfato de condroitina, acidos carboxilicos, acidos grasos, fosfolipidos, polisacaridos,
acidos nucleicos, poliaminoacidos, aminoacidos tales como fenilalanina, tirosina, isoleucina, polinucledtidos, polivinil
propileno, polivinilpirrolidona y silicona. Algunas matrices biodegradables ilustrativas incluyen una matriz de
polilactida, una matriz de poliglicélido, y una matriz de polilactida co-glicélido (copolimeros de acido lactico y acido
glicolico).

En otra realizacion, el agente interferente (asi como las composiciones de combinacién) se suministra en un sistema
de liberacion controlada. Por ejemplo, un compuesto de la divulgacion se puede administrar usando infusién
intravenosa, una bomba osmética implantable, un parche transdérmico, liposomas, u otros modos de administracion.
En una realizacion, se puede usar una bomba (Sefton (1987) CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et al.
(1980) Surgery 88:507; Saudek et al. (1989) N. Engl. J. Med. 321:574). En ofra realizacion, se usan materiales
poliméricos. En otra realizacion mas, se sitia un sistema de liberacion controlada en la proximidad del agente
terapéutico, es decir, el higado, requiriendo de ese modo solo una fraccion de la dosis sistémica. En otra realizacion
mas, se situa un sistema de liberacion controlada en la proximidad de la diana terapéutica, requiriendo de ese modo
solo una fraccion de la dosis sistémica. Se discuten otros sistemas de liberacion controlada en la revision de Langer
(1990) Science 249:1527-1533.

En otra realizacion, las composiciones de la presente divulgacion (asi como las composiciones de combinacion
separada o conjuntamente) incluyen las formadas por impregnacion de un agente inhibidor descrito en el presente
documento en materiales de absorcion, tales como suturas, vendas, y gasas, o revestidos sobre la superficie de
materiales de fase solida, tales como grapas quirlrgicas, cremalleras y catéteres para suministrar las
composiciones. Otros sistemas de suministro de este tipo seran muy evidentes para los expertos en la materia en
vista de la presente divulgacion.

La presente divulgacion proporciona métodos y composiciones para la administracion de uno o mas de un agente
interferente a un hospedador (por ejemplo, un ser humano) para el tratamiento de una infeccion microbiana. En
diversas realizaciones, estos métodos de la divulgacion abarcan casi cualquier método disponible y ruta adecuada
para suministro de farmaco, incluyendo métodos in vivo y ex vivo, asi como rutas de administracion sistémicas y
localizadas.

Ensayos de analisis sistematico

La presente divulgacion proporciona métodos para analizar sistematicamente agentes equivalentes, tales como
anticuerpos monoclonales equivalentes a un anticuerpo policlonal como se describe en el presente documento y
diversos agentes que modulan la actividad de los agentes activos y las composiciones farmacéuticas de la
divulgacion o la funcidon de un producto de polipéptido o péptido codificado por el polinucleétido de la presente
divulgacion. Para los fines de la presente divulgacion, se pretende que un "agente" incluya, pero no se limite a, un
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compuesto bioldgico o quimico tal como una molécula simple o compleja, organica o inorganica, un péptido, una
proteina (por ejemplo, anticuerpo), un polinucleétido (por ejemplo, antisentido) o una ribozima. Se puede sintetizar
un amplio conjunto de compuestos, por ejemplo polimeros, tales como polipéptidos y polinucleétidos, y compuestos
organicos sintéticos basandose en diversas estructuras centrales, y esos también se incluyen en el término "agente".
Ademas, diversas fuentes naturales pueden proporcionar compuestos para analisis sistematico, tales como extractos
de plantas o animales, y similares. Se ha de entender que, aunque no siempre se indique explicitamente, el agente
se usa solo o en combinacion con otro agente, que tenga la misma o diferente actividad bioldgica que los agentes
identificados por el analisis sistematico de la invencion.

Una realizacion es un método para analizar sistematicamente agentes capaces de interactuar con, unirse a, o inhibir
la interaccion ADN-DNABII (por ejemplo, IHF). La presente divulgacién proporciona en la Figura 6B la estructura
tridimensional del ADN microbiano e IHF. Por lo tanto, la divulgacién permite el uso de técnicas de disefo virtual,
también conocidas como ayudadas por computadora, en el disefio o modelado por computadora, para disefiar,
seleccionar, y sintetizar agentes capaces de interactuar con, unirse a, o inhibir la interaccion ADN-DNABII (por
ejemplo, IHF). A su vez, los agentes candidatos pueden ser eficaces en el tratamiento de biopeliculas y
enfermedades o afecciones asociadas (médicas, industriales o veterinarias) como se describe en el presente
documento. De ese modo, la presente divulgacion también proporciona agentes identificados o disefiados mediante
los métodos por computadora.

La estructura tridimensional de un complejo IHF-ADN se ilustra en la Figura 6B y se proporciona una estructura
representativa, con coordenadas X, Y y Z, en el banco de datos Protein Data Bank, Numero de Acceso: 1IHF, con
los detalles pertinentes proporcionados en Rice et al. Cell 87:1295-1306 (1996). La estructura tridimensional de la
proteina IHF en el complejo IHF-ADN se puede usar para el método de analisis sistematico. Un agente adecuado es
el que se puede situar con respecto a la estructura de la proteina IHF en el complejo IHF-ADN con interacciones de
al menos uno, o alternativamente dos, o tres, o cuatro, o cinco, o seis, o siete, o0 ocho, o nueve, o al menos diez de
los restos de aminoacido que se identifican que estan implicados en la interaccién con ADN.

La Figura 6A ilustra los restos de aminoacido implicados en la interaccion IHF-ADN, usando la secuencia de IHF de
E. coli (SEQ ID NO: 42) como ejemplo. Tales restos de aminoécido, indicados por el nivel inferior de las flechas en la
Figura 6A, se describen adicionalmente a continuacion, indicados con letras en negrita y subrayadas. En concreto,
con el IHF de E. coli, los aminoacidos implicados en la union a ADN son T4, K5, A6, E28, Q43, K45, S47, G48, N51,
R55, K57, R60, R63, N64, P65, K66, R76, T80, R82 o0 Q85.

MALTKAEMSE YLFDKLGLSK RDAKELVELF FEEIRRALEN GEQVKLSGFG NFDLRDKNOR
PGRNPKTGED IPITARRVVT FRPGQKLKSR VENASPKDE (SEQ ID NO: 42)

De ese modo, una realizacién de la presente divulgacion proporciona un método implementado por computadora
para identificar un agente que inhibe, compite o valora la unién de un polipéptido o una proteina DNABII a un ADN
microbiano, que inhibe, previene o descompone una biopelicula microbiana, que inhibe, previene o descompone una
pelicula en un sujeto, o que inhibe, previene o trata una infeccion microbiana que produce una biopelicula en un
sujeto, que comprende situar una estructura tridimensional de un agente candidato frente a una estructura
tridimensional de una proteina de factor de integracion del hospedador (IHF), en el que la estructura tridimensional
de la proteina de IHF se basa en coordenadas de estructura atémica X, Y y Z determinadas a partir de una forma
cristalina de un complejo de IHF y ADN, en el que la interaccién del agente con el IHF en dos 0 mas aminoacidos de
IHF seleccionados entre T4, K5, A6, E28, Q43, K45, S47, G48, N51, R55, K57, R60, R63, N64, P65, K66, R76, T80,
R82 o Q85 como se representa en la SEQ ID NO: 42, o el equivalente de cada uno, identifica que el agente inhibe,
compite o valora la uniéon de un polipéptido o una proteina DNABII a un ADN microbiano, inhibe, previene o
descompone una biopelicula microbiana, inhibe, previene o descompone una biopelicula, o inhibe, previene o trata
una infeccion microbiana que produce una biopelicula.

En un aspecto, un agente candidato interactia con la proteina de IHF en al menos uno, o dos, o tres de los
aminoacidos 63, 64, 65, o 66. En un aspecto, un agente candidato interactia con la proteina de IHF en al menos
uno, o dos, o tres de R63, N64, P65, K66. En otro aspecto, un agente candidato interactua con la proteina de IHF en
al menos uno de 63 o 66. En otro aspecto, un agente candidato interactua con la proteina de IHF en al menos uno
de R63 o K66.

Se ha de entender en la técnica que las ubicaciones exactas y los restos de aminoacido varian dependiendo de la
secuencia de IHF. Sin embargo, el experto en la materia puede identificar con facilidad tales ubicaciones y restos de
aminoacido basandose en las secuencias. Por ejemplo, una secuencia de IHF se puede alinear con la secuencia de
IHF de E. coli (SEQ ID NO: 42), como se ilustra en la Tabla 9, para revelar los que corresponden a los aminoacidos
en IHF de E. coli que interactdan con ADN. Del mismo modo, la estructura tridimensional de tal secuencia de IHF en
un complejo IHF-ADN se puede usar para el andlisis sistematico.

Ademas de los métodos implementados por computadora que se proporcionan en el presente documento, la
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presente divulgacién también proporciona un sistema de computadora a medida que incluye, por ejemplo,
procesador, memoria y/o programa, para llevar a cabo los métodos, asi como un medio legible por computadora, tal
como un medio legible por computadora no transitorio que almacena un programa o cédigo de computadora
adecuado para llevar a cabo los métodos.

Por consiguiente, otra realizacion proporciona un aparato de computacion a medida que comprende:

al menos un procesador;

una memoria acoplada a al menos un procesador;

un medio de almacenamiento en comunicaciéon con la memoria y el al menos un procesador, conteniendo el
medio de almacenamiento un conjunto de instrucciones ejecutables por el procesador que, cuando se ejecutan por
parte del procesador configuran el aparato de computacién a medida para identificar un agente que inhibe, compite o
valora la unién de un polipéptido o una proteina DNABII a un ADN microbiano, que inhibe, previene o descompone
una biopelicula microbiana, que inhibe, previene o descompone una biopelicula en un sujeto, o que inhibe, previene
o trata una infeccion microbiana que produce una biopelicula en un sujeto, en el que la configuracién comprende:

situar una estructura tridimensional de un agente candidato frente a una estructura tridimensional de una proteina
de factor de integracion del hospedador (IHF), en el que la estructura tridimensional de la proteina de IHF se basa en
coordenadas de estructura atémica X, Y y Z determinadas a partir de una forma cristalina de un complejo de IHF y
ADN, en el que la interaccion del agente con el IHF en dos o mas aminoacidos de IHF seleccionados entre T4, K5,
A6, E28, Q43, K45, S47, G48, N51, R55, K57, R60, R63, N64, P65, K66, R76, T80, R82 o Q85 como se representa
en la SEQ ID NO: 42, o el equivalente de cada uno, identifica que el agente inhibe, compite o valora la unién de un
polipéptido o una proteina DNABII a un ADN microbiano, inhibe, previene o descompone una biopelicula microbiana,
inhibe, previene o descompone una biopelicula, o inhibe, previene o trata una infeccién microbiana que produce una
biopelicula.

Otra realizacion mas proporciona un medio de computadora no transitorio que comprende un conjunto de
instrucciones ejecutables por procesador que, cuando se ejecutan por parte de un procesador, identifican un agente
que inhibe, compite o valora la unién de un polipéptido o una proteina DNABII a un ADN microbiano, que inhibe,
previene o descompone una pelicula microbiana, que inhibe, previene o descompone una biopelicula en un sujeto, o
que inhibe, previene o trata una infeccién microbiana que produce una biopelicula en un sujeto, que comprende
situar una estructura tridimensional de un agente candidato frente a una estructura tridimensional de una proteina de
factor de integracion del hospedador (IHF), en el que la estructura tridimensional de la proteina de IHF se basa en
coordenadas de estructura atomica X, Y y Z determinadas a partir de una forma cristalina de un complejo de IHF y
ADN, en el que la interaccion del agente con el IHF en dos o mas aminoacidos de IHF seleccionados entre T4, K5,
AB, E28, Q43, K45, S47, G48, N51, R55, K57, R60, R63, N64, P65, K66, R76, T80, R82 o Q85 como se representa
en la SEQ ID NO: 42, o el equivalente de cada uno, identifica que el agente inhibe, compite o valora la unién de un
polipéptido o una proteina DNABII a un ADN microbiano, inhibe, previene o descompone una biopelicula microbiana,
inhibe, previene o descompone una biopelicula, o inhibe, previene o trata una infeccién microbiana que produce una
biopelicula.

Los métodos de disefio de moléculas o farmacos por computadora se conocen bien en la técnica, véase, en
términos generales, Kapetanovic (2008) Chem Biol. Interact., 171(2):165-76. En resumen, las coordenadas atémicas
de la estructura tridimensional se introducen en una computadora de un modo tal que se muestren imagenes de la
estructura y diversos parametros en el medio de visualizacion. El disefio implica por lo general situar una estructura
tridimensional en la estructura tridimensional de la molécula diana. La situacion se puede controlar por parte del
usuario con ayuda de una interfaz grafica de la computadora, y se puede guiar ademas mediante un algoritmo de
computadora buscando buenas coincidencias potenciales. La situacion también implica mover cualquiera de las dos
0 ambas estructuras tridimensionales alrededor de cualquier dimension.

De ese modo, los datos resultantes se introducen en un compuesto virtual y/o biblioteca de agentes. Dado que esta
contenida una biblioteca virtual en un software de analisis sistematico virtual tal como DOCK-4 (Kuntz, UCSF), los
datos descritos anteriormente se pueden introducir en tal software. Los agentes candidatos se pueden buscar
usando una base de datos de estructuras tridimensionales de compuestos candidatos a farmaco virtuales o no
virtuales, tales como MDDR (Prous Science, Espafia).

Se descubre que un agente candidato es capaz de unirse a ADN y/o proteina DNABII si se descubre una interaccion
deseada entre el agente candidato y cualquiera de los dos o ambos. La interaccion puede ser cuantitativa, por
ejemplo, fuerza de interaccion y/o numero de sitios de interaccion, o cualitativa, por ejemplo, interaccion o falta de
interaccion. Por consiguiente, el resultado del método puede ser cuantitativo o cualitativo. Por lo tanto, en un
aspecto, la presente divulgacion también proporciona un método para identificar un agente que no inhibe la
interaccion o, alternativamente, fortalece la interaccion entre el ADN y la proteina.

El efecto inhibidor o de unién potencial (es decir, la interaccidon o asociacion) de un agente tal como un compuesto
de molécula pequeia se puede analizar antes de su sintesis real y someter a ensayo mediante el uso de técnicas de
modelado por computadora. Si la estructura teérica de un compuesto dado sugiere una interaccion o asociacion
insuficiente entre el mismo y el ADN microbiano en la biopelicula y/o la proteina DNABII, se pueden obviar la sintesis
y el ensayo del agente. Sin embargo, si el modelado por computadora indica una interaccion fuerte, el agente se

50



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2754240 T3

puede sintetizar a continuacion y someter a ensayo para su capacidad de union o inhibicién de la interaccion usando
diversos métodos tales como experimentos in vitro o in vivo. En el presente documento se desvelan métodos para
someter a ensayo la capacidad de un agente para inhibir o valorar una biopelicula, solos o junto con otro agente. De
esta forma, se puede obviar la sintesis de agentes y compuestos no operativos.

El experto en la materia puede usar cualquiera de varios métodos para analizar sistematicamente entidades
quimicas o biolégicas o fragmentos para su capacidad para asociarse con DNABII o ADN microbiano y mas
particularmente con los sitios de unién especificos. A continuacion, los fragmentos o entidades quimicas
seleccionados se pueden situar en una diversidad de orientaciones, o acoplar, en un sitio de unién individual de ADN
o polipéptido DNABII. El acoplamiento se puede conseguir usando software tal como QUANTA, SYBYL, seguido de
minimizaciéon de energia y dinamica molecular con fuerzas de campo de mecanica molecular estandar, tales como
CHARMM y AMBER.

También estan disponibles programas de computadora comerciales para el disefio por computadora. Algunos
ejemplos incluyen, sin limitacion, GRID (Oxford University, Oxford, UK), MCSS (Molecular Simulations, Burlington,
Mass.), AUTODOCK (Scripps Research Institute, La Jolla, Calif.), DOCK (University of California, San Francisco,
Calif.), GLIDE (Schrodinger Inc.), FlexX (Tripos Inc.) y GOLD (Cambridge Crystallographic Data Centre).

Una vez se ha disefiado o seleccionado un agente o compuesto mediante los métodos anteriores, se puede someter
a ensayo y optimizar la eficacia con la que ese agente o compuesto se puede unir a cualquier otro mediante
evaluacion computacional. Por ejemplo, un fragmento de DNABII eficaz o puede demostrar preferentemente una
diferencia relativamente pequefia en energia entre sus estados unido y libre (es decir, una baja energia de
deformacion de union).

Un compuesto disefiado o seleccionado se puede optimizar adicionalmente de forma computacional de un modo tal
que en su estado unido careceria preferentemente de interacciones electrostaticas o repulsivas con la proteina
diana. Tales interacciones no complementarias (por ejemplo, electrostaticas) incluyen interacciones repulsivas
carga-carga, dipolo-dipolo, y carga-dipolo. Especificamente, la suma de todas las interacciones electrostaticas entre
el agente y DNABII y/o ADN microbiano en la biopelicula cuando el agente o compuesto esta unido a cualquier otro
agente, hacen preferentemente una contribucidon neutra o favorable a la entalpia de unién.

También estan disponibles en la técnica articulos de software de computadora para evaluar la energia de
deformacion y la interaccion electrostatica de los compuestos. Algunos ejemplos incluyen, sin limitacion, Gaussian
92 [Gaussian, Inc., Pittsburgh, Pa.]; AMBER [University de California at San Francisco]; QUANTA/CHARMM
[Molecular Simulations, Inc., Burlington, Mass.]; e Insight lI/Discover [Biosysm Technologies Inc., San Diego, Calif.].

Una vez se ha seleccionado o disefiado 6ptimamente un agente de unién, como se ha descrito anteriormente, se
pueden realizar a continuacion sustituciones en algunos de sus atomos o grupos laterales con el fin de mejorar o
modificar sus propiedades de unién. Por lo general, las sustituciones iniciales son conservativas, es decir, el grupo
de reemplazo tendra aproximadamente el mismo tamafio, forma, hidrofobicidad y carga que el grupo original. Por
supuesto, se ha de entender que se deberian evitar componentes conocidos en la técnica que alteren la
conformacion. Tales compuestos quimicos sustituidos se pueden analizar a continuacién para eficacia de ajuste a la
proteina DNABII y/o ADN microbiano en la biopelicula mediante los mismos métodos por computadora que se han
descrito con detalle anteriormente.

Una realizacion preferente es un método para analizar sistematicamente moléculas pequefas capaces de
interactuar con la proteina o el polinucleétido de la divulgacion. Para los fines de la presente divulgacién, "moléculas
pequefas" son moléculas que tienen pesos moleculares (MW) bajos que son, en una realizacion, capaces de unirse
a una proteina de interés alterando de ese modo la funcién de la proteina. Preferentemente, el MW de una molécula
pequefia es no mas de 1000. Los métodos para analizar sistematicamente moléculas pequefias capaces de alterar
la funcion de una proteina se conocen en la técnica. Por ejemplo, un ensayo de matriz miniaturizado para detectar
interacciones molécula pequefia-proteina en células se discute en You et al. (1997) Chem. Biol. 4:961-968.

Para poner en practica el método de analisis sistematico in vitro, se proporciona en primer lugar un cultivo celular o
tejido adecuado infectado con el microbio que se trata. Las células se cultivan en condiciones (temperatura,
crecimiento o medio de cultivo y gas (COz2)) y durante una cantidad apropiada de tiempo para obtener la proliferacion
exponencial sin restricciones dependientes de la densidad. También es deseable mantener un cultivo celular distinto
adicional que no esté infectado como control. Como resulta evidente para el experto en la materia, las células
adecuadas se pueden cultivar en placas de microvaloracion y se pueden someter a ensayo varios agentes al mismo
tiempo anotando cambios en el genotipo, cambios en el fenotipo o una reduccion en el titulo microbiano.

Cuando el agente es una composicion distinta de un ADN o ARN, tal como una molécula pequefia como se ha
descrito anteriormente, el agente se puede afiadir directamente al cultivo celular o se puede afadir al medio de
cultivo para su adicion. Como resulta evidente para el experto en la materia, se debe afiadir una cantidad "eficaz"
que se puede determinar empiricamente.
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Cuando el agente es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, el agente se puede poner en contacto o
incubar con el antigeno diana y anticuerpo policlonal como se describe en el presente documento en condiciones
para llevar a cabo un ELISA competitivo. Tales métodos se conocen por los expertos en la materia. Los ensayos
también se pueden llevar a cabo en un sujeto. Cuando el sujeto es un animal tal como una rata, chinchilla, ratén o
similar, el método proporciona un sistema de modelo animal conveniente que se puede usar antes de someter a
ensayo clinico un agente en un paciente humano. En este sistema, un agente candidato es un farmaco potencial si
los sintomas de la enfermedad o la infeccion microbiana que reducen o eliminan, cada uno en comparacién con un
animal sin tratar que tiene la misma infeccién. También puede ser util tener un grupo de control negativo distinto de
células o animales que estén sanos y no se hayan tratado, lo que proporciona una base para comparacion.

Los agentes y las composiciones se pueden usar en la fabricacion de medicamentos y para el tratamiento de seres
humanos y otros animales por administracién de acuerdo con procedimientos convencionales, tales como un
ingrediente activo en composiciones farmacéuticas.

Terapia de combinacion

Las composiciones y los métodos relacionados de la presente divulgacion se pueden usar en combinacion con la
administracion de otras terapias. Estas incluyen, pero no se limitan a, la administracion de enzimas de ADNasa,
antibioticos, antimicrobianos, u otros anticuerpos.

En algunas realizaciones, los métodos y las composiciones incluyen una enzima desoxirribonucleasa (ADNasa) que
actua de forma sinérgica con el anticuerpo anti-DNABIl. Una ADNasa es una enzima que cataliza la escisién de
uniones fosfodiéster en la cadena principal de ADN. Tres ejemplos no limitantes de enzimas de ADNasa que se
conocen por fijar como diana no solo estructuras cruciformes, sino también una diversidad de estructuras
secundarias del ADN incluyen ADNasa |, T4 Endo VIl y T7 Endo I. En ciertas realizaciones, la cantidad eficaz de
anticuerpo anti-DNABII necesaria para desestabilizar la biopelicula se reduce cuando se combina con una ADNasa.
Cuando se administra in vitro, la ADNasa se puede afadir directamente al ensayo o en un tampén adecuado
conocido por estabilizar la enzima. La dosis unitaria eficaz de ADNasa y las condiciones de ensayo pueden variar, y
se pueden optimizar de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica.

En otras realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden combinar con antibiéticos y/o antimicrobianos.
Los antimicrobianos son sustancias que eliminan o inhiben el crecimiento de microorganismos tales como bacterias,
hongos, o protozoos. Aunque las biopeliculas son por lo general resistentes a las acciones de los antibidticos, se
pueden usar composiciones y métodos descritos en el presente documento para sensibilizar la infeccion que implica
una biopelicula en métodos terapéuticos tradicionales para tratar infecciones. En otras realizaciones, el uso de
antibidticos o antimicrobianos en combinaciéon con métodos y composiciones descritos en el presente documento
permiten la reduccién de la cantidad eficaz del antimicrobiano y/o el agente reductor de la biopelicula. Algunos
ejemplos no limitantes de antimicrobianos y antibidticos utiles en combinacién con métodos de la presente
divulgacion incluyen amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, cefdinir, azitromicina, y sulfametoxazol-trimetoprim. La
dosis terapéuticamente eficaz del antimicrobiano y/o antibiético en combinacion con el agente reductor de la
biopelicula se puede determinar con facilidad mediante métodos tradicionales. En algunas realizaciones, la dosis del
agente antimicrobiano en combinacién con el agente reductor de la biopelicula es la dosis eficaz media que se ha
mostrado que es eficaz en otras infecciones bacterianas, por ejemplo, infecciones bacterianas en las que la etiologia
de la infeccion 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, 13, 14,15,1,6,1,7,1,8,1,9,2,0, 25,3005
veces la dosis eficaz media. El antibiético o antimicrobiano se pueden afadir antes de, simultaneamente con, o
después de la adicion de un anticuerpo anti-DNABII.

En otras realizaciones, los métodos y las composiciones se pueden combinar con anticuerpos que tratan la infeccion
bacteriana. Un ejemplo de un anticuerpo util en combinacién con los métodos y las composiciones que se describen
en el presente documento es un anticuerpo dirigido frente a una proteina de membrana exterior no relacionada (es
decir, OMP P5). El tratamiento con este anticuerpo solo no apelmaza una biopelicula in vitro. La terapia combinada
con este anticuerpo y un agente reductor de la biopelicula da como resultado un efecto mayor que el que se podria
conseguir mediante el uso de cualquiera de los dos reactivos solos en la misma concentracion. Otros anticuerpos
que puede producir un efecto sinérgico cuando se combinan con un agente reductor de la biopelicula o métodos
para reducir una biopelicula incluyen preparaciones de anti-rsPilA, anti-OMP26, anti-OMP P2, y anti-OMP completo.

Las composiciones y los métodos que se describen en el presente documento se pueden usar para sensibilizar la
infeccion bacteriana que implica una biopelicula en modalidades terapéuticas comunes eficaces en el tratamiento de
infecciones bacterianas sin una biopelicula pero que de otro modo son ineficaces en el tratamiento de infecciones
bacterianas que implican una biopelicula. En otras realizaciones, las composiciones y los métodos que se describen
en el presente documento se pueden usar en combinacidon con modalidades terapéuticas que son eficaces en el
tratamiento de infecciones bacterianas que implican una biopelicula, pero la combinacion de tal terapia adicional y el
agente o método reductor de la biopelicula produce un efecto sinérgico de un modo tal que se puede reducir la dosis
eficaz del agente reductor de la biopelicula o el agente terapéutico adicional. En otros casos, la combinacion de tal
terapia adicional y el agente o método reductor de la biopelicula produce un efecto sinérgico de un modo tal que se
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potencia el tratamiento. Una potenciacion del tratamiento se puede evidenciar mediante una menor cantidad de
tiempo requerida para tratar la infeccién. El tratamiento terapéutico adicional se puede afadir antes de, concurrente
con, o posterior a los métodos o composiciones que se usan para reducir la biopelicula, y puede estar contenida en
la misma formulacién o en forma de una formulacion distinta.

Kits

También se reivindican kits que contienen los agentes e instrucciones necesarias para llevar a cabo los métodos in
vitro e in vivo que se describen en el presente documento. Por consiguiente, la divulgaciéon proporciona kits para
llevar a cabo estos métodos que pueden incluir un interferente de la presente divulgaciéon asi como instrucciones
para llevar a cabo los métodos de la presente divulgacién tal como la recogida de tejido y/o la realizacion del analisis
sistemético, y/o el andlisis de los resultados, y/o la administracién de una cantidad eficaz de un agente interferente
como se define en el presente documento. Estos se pueden usar solos 0 en combinacion con otros agentes
antimicrobianos adecuados.

Por ejemplo, un kit puede comprender, o alternativamente consistir basicamente en, o aun mas consistir en uno
cualquiera o0 mas agentes del grupo de un polipéptido de factor de integracion del hospedador (IHF) aislado o
recombinante o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos; un polipéptido de proteina aislado o
recombinante identificado en la Tabla 8, la Tabla 9, la Tabla 10, un péptido de unién a ADN identificado en la Figura
6, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos; un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID
NOS: 1 a 33, o un fragmento o un equivalente de cada uno de los mismos; un polipéptido C-terminal aislado o
recombinante de las SEQ ID NOS: 5 a 11, 28, 29 o los identificados en la Tabla 8, la Tabla 10 o un fragmento o un
equivalente de cada uno de los mismos; un polipéptido que compite con un factor de integracion del hospedador en
la unién a un ADN microbiano; un polinucleétido de cruce de cuatro vias que recuerda una unién de Holliday, un
polinucledtido de cruce de 3 vias que recuerda una horquilla de replicacion, un polinucleétido que tiene flexibilidad
inherente o un polinucledtido doblado; un polinucledtido aislado o recombinante que codifica uno cualquiera de los
polipéptidos indicados anteriormente; un anticuerpo que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de los
polipéptidos indicados 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, e instrucciones para su uso. El kit puede
comprender ademas uno o mas de un adyuvante, un péptido antigénico o un antimicrobiano. Algunos ejemplos de
vehiculos incluyen un vehiculo liquido, un vehiculo farmacéuticamente aceptable, un vehiculo de fase solida, un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, un polimero farmacéuticamente aceptable, un liposoma, una micela, un
implante, una endoproétesis vascular, una pasta, un gel, un implante dental, o un implante médico.

Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren, y no limiten, las invenciones desveladas en el presente documento.
Experimental

Experimento N.° 1

Los anticuerpos IHF, proteinas y polipéptidos fueron un presente generoso de Nash. Los métodos para producirlos
son bien conocidos por el experto en la materia, por ejemplo, como se describe en Granston y Nash, (1993) J. Mol.
Biol., 234: 45-59; Nash et al., (1987) Journal of Bacteriology, 169 (9): 4124-4127; y Rice et al., (1996) Cell, 87: 1295-
1306. En resumen, para producir IHF-a en exceso, el gen himA se inserté cadena abajo del promotor PL en el
plasmido bacteriano pAD284. Los transformantes de la cepa K5607, un liségeno lambda de la cepa C600himA42
que habia recibido el plasmido deseado, se identificaron mediante identificacion sistematica de transformantes
resistentes a ampicilina para la capacidad para cultivar el bacteri6fago Mu (13). El ADN se prepar6 a partir de
transformantes himA* de acuerdo con técnicas de aislamiento de ADN convencionales, y la orientacion del gen himA
se determind mediante la escision de la enzima de restriccion. El plasmido pPLhimA-1, que tiene el gen himA en la
orientacion adecuada para expresion por el promotor Pt se transformo en la cepa N5271, que contiene un profago
lambda criptico que expresa el represor termoinducible cl857, para producir la cepa K5770.

Para producir IHF-f en exceso, se uso el plasmido pKT23-hip323, que contiene una fusiéon de la secuencia de
codificacion de IHF con el promotor bacteriéfago lambda PL. Se introdujo pKT23-hip323 en N5271 para dar la cepa
E443. Para facilitar la selecciéon de pKT23-hip323 en presencia de otro plasmido, se cambié su marcador
seleccionable de resistencia a ampicilina (bla*) a resistencia a cloranfenicol (cat*). Se aislé un fragmento que
contenia cat del plasmido pBR325 como lo describen Flamm y Weisberg y se insertd en el sitio Scal unico en bla. El
ADN ligado se introdujo en la cepa E403, que porta una mutacién hip y que sintetiza el represor X sensible a la
temperatura, y los transformantes resistentes a cloranfenicol se seleccionaron a baja temperatura. Uno de esos
transformantes (E735) era sensible a hip* y a ampicilina; por lo tanto parece que porta un derivado de bla cat* de
pKT23-hip323 (pE735).

Para generar una cepa que produce ambas subunidades de IHF en exceso, E735 se transformé con el plasmido
pPLhimA-1, seleccionando un transformante (E738) que se habia vuelto resistente a la ampicilina y habia retenido la
resistencia al cloranfenicol. La generacion de una segunda cepa que produce ambas subunidades de IHF en exceso
dependia de la construccién del plasmido pPLnip himA-5 que preparé ligando un sitio romo (sitio de la enzima de
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restriccion Sstll) que contenia los genes pheT y himA en el plasmido pKT23-hip323. Esto se describe con mas
detalle en (Nash et al., (1987) J. of Bacteriology, 169 (9): 4124-4127. Los transformantes himA* de la cepa K5607 se
identificaron mediante deteccion de HimA*, y el ADN plasmidico se analizd por digestion de restriccion. En todos los
casos en los que la estructura del plasmido era evidente, dos copias de himA se habian ligado como una repeticién
directa en tandem en el vector. No se sabe si la seleccién exige la presencia de dos copias del gen himA en este
plasmido, pero se deberia recordar que una sola copia del gen himA en el plasmido pPLhimA-1 es suficiente para
complementar un mutante de himA. El plasmido pPLhiphimA-5 se usé para transformar la cepa N5271 para producir
la cepa K5746.

Las células se cultivaron en un bafio de agua con agitacién a 31 °C en medio TBY (10 g de triptona, 5 g de extracto
de levadura, y 5 g de cloruro sédico por litro). A la mitad de la fase logaritmica (densidad optica a 650 nm,
aproximadamente 0,6), las células se cambiaron a un bafio de agua a 42 °C y se continu6 agitando. Por lo general,
se centrifugaron 300 ml de cultivo y se suspendieron en 0,6 a 0,9 ml de TEG (clorhidrato de Tris 20 mM (pH 7,4),
EDTA sddico 1 mM, glicerol al 10 %) que contenia NaCl 20 mM. Las células se interrumpieron con seis rafagas de
sonicacion de 20 s, con 40 s entre cada rafaga. Una parte del extracto sénico se centrifugé en un rotor Sorvall SS34
durante 20 minutos a 15.000 rpm.

Las muestras del extracto sénico se analizaron mediante electroforesis en gel de dodecil sulfato sédico (SDS) de
acuerdo con técnicas convencionales de biologia molecular.

La purificacion de IHF se llevé a cabo de acuerdo con lo siguiente: un lote de células de 3,6 litros se indujo durante
3 h. Todas las etapas posteriores se llevaron a cabo de 0 a 4 °C. El sedimento celular de 3,3 litros se suspendid en
10 ml de TEG que contenia NaCl 20 mM para dar un volumen total de 29 ml; esta suspension se interrumpié en dos
lotes, cada uno recibiendo seis rafagas de sonicacion de 3 minutos separadas por intervalos de 90 s. El extracto
sonico se centrifugd durante 20 minutos a 15.000 rpm, proporcionando 16,9 ml de extracto clarificado. Una solucién
(1,1 ml) al 10 % (vol/vol) de polimina P (BDH Chemicals Ltd.) se afiadio lentamente al extracto clarificado; después
de agitarse durante 20 minutos, la mezcla se centrifugé durante 30 minutos a 10.000 rpm. El sedimento resultante se
suspendié en 10 ml de TEG que contenia NaCl 500 mM; después de agitarse durante 15 minutos, la mezcla se
centrifugdé durante 20 minutos a 12.000 rpm. El sobrenadante (10,3 ml) se ajustd al 50 % de saturacién mediante la
adicion de 3,2 g de sulfato de amonio, se agité durante 20 minutos, y se centrifugd durante 15 minutos a 15.000 rpm.
El sobrenadante resultante se ajusté al 70 % de saturacion mediante la adicion de 1,64 g de sulfato de amonio, se
agitdé durante 20 minutos, y se centrifugd durante 15 minutos a 15.000 rpom. Los sedimentos resultantes se
suspendieron en 1 ml de TG (clorhidrato de Tris 50 mM (pH 7,4) que contenia glicerol al 10 %) y se dializaron frente
a dos cambios de TG. El material dializado (2,0 ml) se cargd en una columna de 1 ml (0,5 por 5,8 cm) de
fosfocelulosa (P11; Whatman, Inc.) que se habia equilibrado con TG. La columna se lavé con 3 ml de TG y se
desarrollé con 20 ml de un gradiente lineal (0 a 1,2 M) de KCI en TG. Las fracciones de 0,5 ml se recogieron, se
almacenaron a -20 °C, y se analizaron para actividad de IHF.

El anti-IHF policlonal se preparé como sigue a continuacion. A los conejos se les inyectaron 250 ug de IHF purificado
con adyuvante completo de Freund. Las inmunizaciones de refuerzo de 250 p de IHF con adyuvante incompleto de
Freund se administraron 1, 7, y 12 semanas mas tarde. Tal como se determina mediante inmunotransferencia de
IHF, los sueros recogidos 13 semanas después de la inyeccion inicial tenian un titulo elevado de material reactivo a
IHF. Los animales se mantuvieron durante varios afios y, cuando fue necesario, se les administr6 una mayor
inmunizacién de refuerzo para mantener un alto titulo de anti-IHF en sus sueros. El anticuerpo no se purificé mas.
Los sueros sin procesar se almacenaron a -70 °C.

Los anticuerpos especificos para cada subunidad se generaron usando polipéptidos sintéticos que corresponden a la
mayor parte de los 20 restos de aminoacido C-terminales de cada subunidad (SEQ ID NOS: 34 y 35), para inmunizar
conejos de acuerdo con Ditto et al., (1994) J. of Bacteriology, 176 (12): 3738-3748.

Experimento 2

Este experimento describe un modelo in vitro para la reversién de una biopelicula establecida en un portaobjetos de
camara de 8 pocillos. Los materiales usados en este experimento fueron: Agar Chocolate; sBHI (BHI con 2 mg de
hemo/ml y 2 mg de b-NAD/ml); portaobjetos de camara de 8 pocillos (n.° de catdlogo 12-565-18 de Nunc* Lab-Tek*
Fisher); solucion salina estéril al 0,9 %; Kit de viabilidad bacteriana LIVE/DEAD BacLight (n.° de catalogo
NC9439023 de Fisher) y Formalina.

El dia 1, NTHI se us6 para aislamiento en agar chocolate. A continuacién se incubé durante 20 h a 37 °C y CO2 al
5 %. Al dia siguiente, las bacterias se suspendieron en 5 ml de sBHI equilibra. (37 °C, CO2 al 5 %) y la densidad
optica se ajusté a DOa4go = 0,65 en sBHI. Las bacterias se diluyeron a 1:6 en sBHI equilibrado (1 ml de suspension
bacteriana + 5 ml de sBHI). A continuacion las bacterias se incubaron durante 3 horas 37 °C en CO2 al 5 %, estatico
((la DO490 deberia ser aprox. 0,65). A continuacién, las bacterias se diluyeron nuevamente a 1:2500 en sBHI
equilibrado y se afiadieron 200 ml de la suspension bacteriana a cada pocillo del portaobjetos de la camara. Para la
dilucion, se afadieron 10 pl de bacterias a 990 ul de sBHI en un tubo eppendorf y 8 pl de dilucién se anadieron a
192 pl de sBHI en cada camara y se incubaron a 37 °C, CO:z al 5 %, estatico.
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Al tercer dia (después de 16 horas de incubacion el medio se aspird de la camara aspirando medio de la esquina del
pocillo para no alterar la biopelicula. A continuacion se afiadieron 200 ml de sBHI equilibrado a cada camara y se
incubd a 37 °C, CO2 al 5 %, estéatico durante 8 horas. Después de 8 horas, el medio se aspird y se afiadieron 200 ml
de sBHI equilibrado a cada camara no tratada; y se afiadieron 200 ml de agente interferente tal como anti-rsPi1A de
conejo; se diluyd a 1:50 en sBHI y se afadieron 200 ml de suero de conejo no comprometido (u otro control de suero
apropiado) diluido a 1:50 en sBHI. A continuacién se incubd a 37 °C y CO2 al 5 %, estatico.

El dia 4, después de aproximadamente 16 horas de incubacién, se aspir6é el sBHI aspirado y la biopelicula se lavo
dos veces con 200 ml de solucion salina estéril. La solucion salina se aspiré y se afiadieron 200 ml de tincién
Live/Dead. A continuacioén, se afiadieron 3 ml de componente A mas 3 ml de componente B en 1 ml de solucion
salina tamponada con fosfato 10 mM estéril. A continuacion se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente,
estatico, protegido de la luz. La mancha se aspird y la biopelicula se lavd dos veces con 200 ml de solucion salina
estéril. La solucion salina se aspiré y se afiadieron 200 ml de formalina para fijar la biopelicula. A continuacién se
incub6 15 minutos a temperatura ambiente, estatico, protegido de la luz. La formalina se aspir6 y la biopelicula se
lavé dos veces con 200 ml de solucion salina estéril. La junta se retird y el cubreobjetos se coloco en el portaobjetos;
el cubreobjetos se sellé con esmalte de ufias y se secod antes de verlo por microscopia confocal.

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Haemophilus
influenzae que prevalece en sinusitis, bronquitis, otitis media y exacerbaciones de enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC). La masa de biopelicula no tratada tenia una medida de 4,24 um3um? con un grosor medio de
11,68 um. Después del tratamiento, la masa de la biopelicula se redujo a 0,53 um3um? con un grosor medio de
1,31 ym. Por lo tanto, esto muestra una reduccién de un 88,8 % del grosor medio y una reduccién de un 87,5 % de
la biomasa.

El antisuero policlonal dirigido frente al IHF de E. coli se prepard en conejos de acuerdo con técnicas convencionales
usando el Factor de Integracion del Hospedador (IHF) purificado. El experimento 1 describe la expresion y la
purificacion de IHF de E. coli.

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Streptococcus
mutans que prevalece en el inicio y la progresion de la caries dental. La masa de biopelicula no tratada tenia una
medida de 1,17 um3/um? con un grosor medio de 5,43 um. Después del tratamiento, la masa de la biopelicula se
redujo a 0,1 um3/um? con un grosor medio de 0,47 ym. Por lo tanto, esto muestra una reduccion de un 91,3 % del
grosor medio y una reduccion de un 91,6 % de la biomasa. Los ensayos de biopelicula in vitro se repitieron 3 veces,
en dias separados. El porcentaje de reduccién de la altura maxima, grosor promedio, y biomasa se representan en la
Tabla 1 que sigue a continuacion.

Tabla 1
| | Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Altura max. (um) 56 24 41
S. mutans | Grosor promedio (um) 65 65 67
biomasa (um3/um3) 37 58 66

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Staphylococcus
aureus que prevalece en infecciones cutaneas localizadas y difusas, rinosinusitis cronica e infecciones
nosocomiales. La masa de biopelicula no tratada tenia una medida de 0,3 um3/um? con un grosor medio de 2,2 um y
una altura de la biopelicula de 17,5 uym. Después del tratamiento, la masa de la biopelicula se redujo a 0,3 um3/um?
con un grosor medio de 1.1 um y una altura de la biopelicula de 8 um. Por lo tanto, esto muestra una reduccién de
un 48,8 % del grosor medio y una reduccién de un 2,7 % de la biomasa (Figura 7).

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Moraxella
catarrhalis que prevalece en exacerbacion de EPOC y otitis media.

La masa de biopelicula no tratada tenia una medida de 0,72 uym3/um? con un grosor medio de 1,48 um. Después del
tratamiento, la masa de la biopelicula se redujo a 0,13 um3/um? con un grosor medio de 0,65 um. Por lo tanto, esto
muestra una reduccion de un 55,8 % del grosor medio y una reduccion de un 82,1 % de la biomasa. Los ensayos de
biopelicula in vitro se repitieron 3 veces, en dias separados. El porcentaje de reduccion de la altura maxima, grosor
promedio, y biomasa se representan en la Tabla 2 que sigue a continuacion.
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Tabla 2

| | Ensayo 1 | Ensayo2 | Ensayo 3

Altura max. (um) 61 33 36
M. catarrhailis Grosor promedio (um) 92 34 84
biomasa (um3/uym?2) 92 35 92

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Streptococcus
neumoniae que prevalece en sinusitis, neumonia y otitis media. La masa de biopelicula no tratada tenia una medida
de 0,64 pm3pum?2 con un grosor medio de 3,99 um. Después del tratamiento, la masa de la biopelicula se redujo a
0,14 um®um? con un grosor medio de 0,82 um. Por lo tanto, esto muestra una reduccion de un 79,5 % del grosor
medio y una reduccién de un 78,6 % de la biomasa. Los ensayos de biopelicula in vitro se repitieron 3 veces, en dias
separados. El porcentaje de reduccion de la altura maxima, grosor promedio, y biomasa se representan en la Tabla
3 que sigue a continuacion.

Tabla 3

| | Ensayo 1 | Ensayo2 | Ensayo 3

Altura max. (um) 49 51 44
S. neumoniae Grosor promedio (um) 25 64 79
biomasa (um3/um?2) 51 61 79

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Pseudomonas
aeruginosa que prevalece en fibrosis quistica, neumonia, piel e infecciones de tejido blando y en dispositivos
médicos. La masa de biopelicula no tratada tenia una medida de 7,0 um3/um?2 con un grosor medio de 25,70 ym y
una altura de la biopelicula de 40 um. Después del tratamiento, la masa de la biopelicula se redujo a 3,4 um®3/um?
con un grosor medio de 10,3 ym y una altura de la biopelicula de 27,5 pm. Por lo tanto, esto muestra una reduccién
de un 60,1 % del grosor medio y una reduccién de una reduccién de un 50,8 % de la biomasa (Figura 7).

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Neisseria
gonorrhoeae que se encuentra en la gonorrea. La masa de biopelicula no tratada tenia una medida de 9,5 ym3/um?
con un grosor medio de 22,02 um y una altura de la biopelicula de 40 um. Después del tratamiento, la masa de la
biopelicula se redujo a 0,8 um3/um? con un grosor medio de 3,4 um y una altura de la biopelicula de 27,5 ym. Por lo
tanto, esto muestra una reducciéon de un 84,5 % del grosor medio y una reduccién de un 92,1 % de la biomasa
(Figura 7).

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por E. coli
Uropatdgena que prevalece en infecciones del tracto urinario. La masa de biopelicula no tratada tenia una medida
de 1,75 ym3/um? con un grosor medio de 31,73 um. Después del tratamiento, la masa de la biopelicula se redujo a
0,75 um3/um? con un grosor medio de 1,62 um. Por lo tanto, esto muestra una reduccion de un 94,9 % del grosor
medio y una reduccién de un 56,9 % de la biomasa. Los ensayos de biopelicula in vitro se repitieron 3 veces, en dias
separados. El porcentaje de reduccion de la altura maxima, grosor promedio, y biomasa se representan en la Tabla
4 que sigue a continuacion.

Tabla 4

| | Ensayo 1 | Ensayo2 | Ensayo 3

Altura max. (um) 69 65 76
UPEC Grosor promedio (um) 97 33 95
biomasa (Um3/um?2) 98 96 57

Usando este método y anticuerpo anti-IHF, los solicitantes redujeron una biopelicula producida por Staphylococcus
epidermidis que prevalece en infecciones de la piel. Los ensayos de biopelicula in vitro se repitieron 3 veces, en dias
separados. El porcentaje de reduccion de la altura maxima, grosor promedio, y biomasa se representan en la Tabla
5 que sigue a continuacion.
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Tabla 5

| | Ensayo 1 | Ensayo2 | Ensayo 3

Altura max. (um) 42 38 56
S. epidermidis Grosor promedio (um) 62 71 92
biomasa (um3/uym?2) 62 76 88

Experimento N.° 3

La infeccion del oido medio (otitis media, OM) es una enfermedad altamente prevalente en todo el mundo, que
afecta a 50 - 330 millones de nifios en todo el mundo cada afio. La carga socioecondmica de la OM también es
grande, con costes calculados entre 5-6 mil millones de ddlares solo en Estados Unidos al afio. Se sabe que los tres
patégenos bacterianos predominantes de la OM forman biopeliculas tanto in vitro como in vivo y recientemente, los
médicos han llegado a observar que la cronicidad y recurrencia de la OM se debe, al menos en parte, a la formacion
de biopeliculas bacterianas en el interior de la cavidad del oido medio. En un modelo de OM de chinchilla, a las
chinchillas juveniles primero se les produce un "resfriado" viral, y una semana después se las estimula por via
intranasal con un inéculo de bacterias viables. Al igual que en la afeccion humana en la que "mi hijo tiene un
resfriado y una semana después contrae una infeccion de oido", las chinchillas también desarrollaran una OM
bacteriana aproximadamente una semana después de una estimulacién, y a la vez que experimentan la infeccion
viral de las vias respiratorias superiores. Una vez que las bacterias acceden al oido medio (ya sea a través de la
ascension de la trompa de Eustaquio o después de la estimulacion directa al espacio del oido medio), formaran una
biopelicula resistente. Los solicitantes, por lo tanto, contemplan y de hecho ya han usado modelos de chinchilla
como se informa en el presente documento para demostrar la eficacia protectora de la inmunizacion con IHF que da
como resultado una resolucién rapida de las biopeliculas existentes. Este modelo también es util para enfoques
terapéuticos a través de la administracion pasiva de anticuerpos anti-DNABII o mediante la administracion de una
molécula pequeia u otro agente conocido por su unién a IHF u otros miembros de la familia DNABII.

Dado que el modelo de chinchilla se usa para desarrollo y ensayo preclinica de vacunas humanas, es importante
establecer paralelos inmunolégicos significativos con el hospedador humano, en particular el nifio. Los solicitantes
han demostrado que las efusiones recuperadas de nifios con AOM debido a NTHI, y fluidos del oido medio de
chinchillas con OM experimental inducida por NTHI, reconocieron regiones inmunodominantes de OMP P5 de
manera jerarquica similar (véase Novotny LA, et al., (2000) Infect Immun. 68 (4): 2119-28; Novotny LA, et al., (2007)
ot |International Symposium on Recent Advances in Otitis Media; St. Pete Beach, FL; Novotny LA, et al., (2002)
Vaccine 20 (29-30): 3590-97). Los solicitantes también han demostrado que las chinchillas con OM experimental, los
nifilos con OM natural y los adultos con exacerbaciones de EPOC, todos reconocieron péptidos que representan PilA
de manera muy analoga (véase por ejemplo Adams LD, et al., (2007) 107th General Meeting, American Society for
Microbiology; 2007; Toronto, ON; Adams LD, et al., (2007) 9th International Symposium on Recent Advances in Otitis
Media; St. Pete Beach, FL.). Por lo tanto, las chinchillas con OM experimental y los nifios con enfermedad natural
responden de manera inmunolégicamente similar a al menos dos adhesinas de proteinas NTHI no relacionadas.
Este paralelo se sometié a ensayo recientemente, cuando se usé el modelo de superinfeccion con AV-NTHI de
chinchilla para realizar ensayos de eficacia preclinicos de una nueva vacuna conjugada con polisacarido
neumocdcico con proteina D 11-valente. Los datos obtenidos en la chinchilla predijeron una eficacia de un 34 %
mientras que, cuando se sometié a ensayo en nifios, la eficacia obtenida frente a la OM inducida por H. influenzae
fue de un 35,6 % (véase por ejemplo Novotny LA, et al., (2006) Vaccine 24 (22): 4804-11 y Prymula R, et al., (2006)
Lancet. 367 (9512): 740-8), lo que proporciona un fuerte apoyo a la relevancia de este modelo para el desarrollo y
ensayo de candidatos a vacunas para OM.

Los solicitantes han mostrado una reduccion espectacular de la biopelicula formada previamente que queda dentro
del oido medio de las chinchillas después de recibir 2 inmunizaciones TC a la semana con IHF administrado con un
adyuvante mucoso/sistémico.

Se adquirieron 48 adultos en el Rauscher' s Chinchilla Ranch (LaRue, Ohio) y se aclimataron al vivero durante 7-10
dias antes del comienzo del estudio. Antes del ensayo de TB [estimulacién transbullar o directa en la cavidad del
oido medio], se llevaron a cabo otoscopia de medida inicial y timpanometria, asi como un volumen limitado de
extraccion de sangre previa para recoger el suero.

Las chinchillas se anestesiaron y 300yl de NTHI (cepa n.° 86-028NP) de suspensién que contenia
aproximadamente 1000 cfu se introdujeron en el espacio del oido medio a través de una estimulacion transbullar. Se
permitid que los animales se recuperaran, a continuacion se monitorizar un diariamente para detectar reacciones
adversas de acuerdo con protocolos para el uso de animales aceptado por IACUC. La otoscopia y la timpanometria
de rutina se llevaron a cabo cada 2-3 dias a lo largo del estudio.

Cuatro dias después de la estimulacion (dia +4), las chinchillas se anestesiaron y se llevé a cabo un barrido de CT
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para visualizar las biopeliculas presentes en el oido medio y obtener imagenes de inmunizacion previa. La superficie
de las auriculas se limpié y se hidraté limpidndola con una gasa estéril humedecida con solucidn salina estéril libre
de pirégenos. Después de ~ 2 minutos (para permitir que las auriculas se secaran), se afiadiran 50 ul de cualquiera
de dmLT, IHF (IHF de E. coli purificado de acuerdo con el Experimento 1) + dmLT, o solucién de IHF + rsPilA +
dmLT se afadira a las auriculas y se masaje hara suavemente. Se sacrificaron tres chinchillas por cohorte y se
recogieron tejidos/muestras (los dias +4, y +11) para comenzar a determinar el mecanismo de accion.

Once dias después de la estimulaciéon (dia +11), la inmunizaciéon secundaria se produjo como se ha descrito
anteriormente, en la que las auriculas se limpiaron/hidrataron y los inmundgenos se administraron por via tépica. Se
sacrificaron tres chinchillas por cohorte y se recogieron tejidos/muestras para comenzar a determinar el mecanismo
de accién.

Dieciocho dias después de la estimulacion (dia +18), las chinchillas se anestesiaron y se llevo a cabo un barrido de
CT para identificar cualquier biopelicula presente, asi como para compararla con los barridos de CT previos a la
inmunizacioén. A los animales se les extrajo sangre para recoger el suelo y se sacrificaron. Las bullas se diseccionan
y los fluidos presentes se recogen de forma aséptica, las bullas a continuacion se abren para visualizar la bulla
inferior y cualquier biopelicula presente. Las imagenes se recogieron y las bullas se lavaron con 1 ml de solucion
salina estéril y se volvié a formar una imagen. La mucosa, junto con cualquier biopelicula presente, se recogio de la
bulla derecha y se colocaron en un tubo pesado previamente. Estos tejidos se homogeneizaron, se diluyeron en
serie, se colocaron en placas para determinar el tejido de peso himedo de cfu de NTHI/mg. Las bullas izquierdas se
llenaron con compuesto OCT y se congelaron rapidamente para el analisis histoldgico.

Las imagenes de las cavidades del oido medio izquierdo y derecho, con biopeliculas residentes, se codificaron y se
recogieron dos imagenes por animal en un solo archivo para su clasificacion por evaluadores con ocultaciéon. Los
revisores con ocultacion clasificaron la cantidad relativa de biomasa restante dentro del oido medio de cada animal
en una escala de 0 a 4+ usando la escala que se muestra en la Tabla 6 que sigue a continuacion. Los titulos de los
ELISA, matrices de citoquina, y Biacore se desarrollaron en el suero y en las efusiones del oido medio recogidas.
Los oidos medios embebidos en OCT se seccionaron y se tifieron para la morfologia basica y la arquitectura (H y E)
o para la presencia de IHF usando inmunohistoquimica y/o inmunofluorescencia.

Tabla 6

Puntuacién | Criterios

0 Sin evidencia de biomasa.

1+ La biomasa rellena < 25 % de espacio del oido medio. La unién del tabique 6seo a la bulla inferior es
visible.

2+ La biomasa rellena > 25 % a < 50 % de espacio del oido medio. Imposible visualizar donde se

encuentra el tabique 6seo con la bulla inferior.

3+ La biomasa rellena > 50 % a < 75 % de espacio del oido medio. La biomasa cubre > 50 % de la
longitud del tabique 6seo.

4+ La biomasa rellena > 75 % a < 100 % de espacio del oido medio. El tabique dseo no es visible;
oscurecido por la biomasa.

La formacion de imagenes de inmunofluorescencia de secciones congeladas de biopeliculas formadas in vivo se
llevd a cabo de acuerdo con lo siguiente. Después de la diseccion, el oido medio de cada chinchilla se llen6 con
compuesto de inclusiéon de OCT (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) y se congeld rapidamente con nitrégeno liquido.
Se extrajo el hueso que forma la bulla inferior para dejar intacta la mucosa del oido medio y la biopelicula existente.
El bloque resultante se disecciond para revelar una seccién transversal de la biopelicula y se volvié a embeber en
OCT. Se cortaron secciones en serie de diez micrémetros usando un criotomo giratorio Microm, adherido a
portaobjetos de vidrio (Mercedes Medical, Sarasota, FL) y se almacenaron a -80 °C. A continuacion las secciones se
tiferon para determinar la incorporacién relativa de IHF dentro de las biopeliculas que se habian formado in vivo. En
resumen, los portaobjetos se secaron al aire, se fijaron en acetona fria, a continuacién se equilibraron en tampdn
(Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,15 M y Tween 20 al 0,05 %, pH 7,4).

Las secciones se bloquearon con el potenciador de sefiales image-iT FX (Molecular Probes, Eugene, OR) y con
Background Sniper (BioCare Medical, Concord, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las secciones
se incubaron a continuacion con una dilucién a 1:200 de anti-IHF conejo policlonal durante la noche a 4 °C, en una
camara humidificada. Ademas los portaobjetos se enjuagaron y se incubaron con IgG de cabra anti-conejo
conjugada con AlexaFluor 594 (Invitrogen) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Como contratincién, las
secciones se incubaron con DAPI y el portaobjetos se cubrié con un reactivo antivaho Pro Long Gold (Molecular
Probes, Eugene, OR). El suero de conejo no comprometido sirvi6 como control negativo. Las secciones se
visualizaron con un sistema confocal LSM 510 Meta de Zeiss conectado a un microscopio invertido Axiovert 200 de
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Zeiss (Carl Zeiss Inc., Thornwood, NY).

Las diferencias significativas en la media de CFU/mg de tejido y la media de CFU NTHI/ml de sobrenadante se
determinaron mediante el ensayo t emparejado. Un valor de p < 0,05 se considero significativo. La importancia de la
biomasa relativa entre las cohortes se evalué mediante el ensayo t sin emparejamiento. Un valor de p < 0,05 se
considero significativo.

Como se muestra en la Figura 9, Panel A, la puntuacién media para la biomasa restante en los oidos medios de
chinchillas inmunizadas con adyuvante solo fue 2,8, lo que indicaba una enfermedad restante significativa y una falta
de resolucion de la biomasa formada previamente en la mayoria de los animales en el dia 18 después de la
estimulacion bacteriana del oido medio. Por el contrario, la puntuacién media para un animal inmunizado con IHF de
E. coli + adyuvante fue de 1,5. Las imagenes representativas de una biomasa residual que recibié una puntuacion
media de +2,8 y una que recibié una puntuacion media de +1,5 se muestran en la Fig. 9, Panel B. Ademas, como se
muestra en la Figura 10, la resolucién de la enfermedad se midié adicionalmente tanto por la evidencia histolégica de
arquitectura de biomasa alterada en el oido medio (véase el Panel A), asi como una reduccion estadisticamente
significativa de la carga bacteriana presente en la biomasa restante, medida por la homogeneizacion de la biomasa y
el cultivo en agar chocolate (véase el Panel B). Ademas, todos los animales inmunizados con IHF de E. coli aislado
presentaron una fuerte respuesta inmunoldégica local y sistémica y ningun animal presenté secuelas secundarias
evidentes como resultado de la inmunizacién como se observé después de la necropsia (los datos no se muestran).

La eficacia notable observada cuando el anti-IHF se us6 in vitro para eliminar las biopeliculas y también de IHF de E.
coli purificado, cuando se usé como un inmundgeno in vivo para inducir la formacidn de anticuerpos policlonales que
podrian resolver una enfermedad por la biopelicula en curso, creé un enigma en cuanto a por qué los hospedadores
mamiferos no remontan naturalmente una respuesta inmunoldgica eficaz a las proteinas DNABII que estan
asociadas con el ADNc dentro de las biopeliculas bacterianas de patologias recurrentes y/o crénicas. En la revisidon
de la estructura resuelta de IHF cuando esta unido al ADN (Rice et al., (1996) Cell 87 (7): 1295-1306), es evidente
que una parte significativa de la estructura de la proteina esta ocluida por el ADN unido, lo que sugiere la posibilidad
de oclusién de epitopos protectores o dominios de IHF y/o HU cuando se unen a ADNe dentro de una biopelicula
bacteriana. Se planteé la hipotesis de que el uso de IHF nativo, al que no se unia el ADN, como inmunégeno podria
proporcionar un mecanismo para superar dicha oclusién y, por lo tanto, fomentar la produccién de anticuerpos
protectores.

Para determinar si el ADNe realmente podria prevenir el desarrollo de anticuerpos protectores dirigidos frente a un
miembro de la familia DNABII después de la inmunizacién, mientras que el uso de proteina nativa fuera eficaz, se
llevo a cabo un segundo estudio de cohorte mas grande en el que esencialmente se repitié el estudio en chinchilla
como se ha detallado anteriormente.

Para el segundo estudio de inmunizacién animal, veinte chinchillas adultas (masa corporal entre 500 - 700 g), que no
mostraron evidencia de enfermedad del oido medio por timpanometria y video otoscopia, se inscribieron y se
dividieron en cuatro cohortes de 5 animales cada una. Todos los animales se estimularon de nuevo por via
transbullar con aproximadamente 1000 CFU de cepa NTHI 86-028NP por bulla. Cuatro dias mas tarde, después de
que se formara una biopelicula en las cavidades del oido medio de estos animales, se inmunizaron por via
transcutanea (TCI) como se al escrito anteriormente. Las formulaciones consistieron en cualquiera de: 100 ug de
IHF mezclado con 10 pg de dmLT, 10 pg de IHF que se habian unido previamente a ADN + dmLT, ADN + dmLT, o
10 pyg de dmLT solo.

Para determinar si el TCI con IHF unido previamente al ADN daba como resultado una respuesta inmunolégica
similar a la inducida cuando el mismo complejo de nucleoproteina se administraba por via subcutanea (SQ), y en
comparacion con el inducido por IHF solo, se inmunizaron dos chinchillas adultas para generar antisueros. Cada
animal recibié una dosis de cebado seguida de dos aumentos idénticos administrados a intervalos de 30 dias. Los
inmundgenos se mezclaron con el adyuvante monofosforil lipido A (MPL) (10 pg/dosis) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) debido a sus fuertes propiedades adyuvantes demostradas en el hospedador de la chinchilla (véase, por
ejemplo, Bakaletz et al., (1999) Infect Immun. 67 (6): 2746-2762 y Kennedy et al., (2000) Infect. Immun. 68 (5): 2756-
2765. Una chinchilla se inmuniz6 con 10 pg de IHF + MPL y la otra recibié 10 pg de IHF unido a ADN + MPL. Todas
las dosis se administraron SQ en un volumen total de 200 ul. Quince dias después de recibir la estimulacion final, a
los animales se les extrajo sangre para obtener suero y los sueros se analizaron mediante transferencia de Western
y ELISA para determinar tanto el titulo reciproco como la especificidad de reactividad del anticuerpo frente a IHF.

Los oidos medios se puntuaron posteriormente de 0 a 4+ para la gravedad de la enfermedad al finalizar el estudio.
Para asegurar mejor que el IHF y el ADN permanecian en el complejo para la inmunizacién, se usaron
oligonucledtidos sintéticos idénticos a los usados en el estudio de cocristalizacion publicado (véase por ejemplo Rice
et al., (1996) Cell 87 (7): 1295-1306) de un sitio de unién a IHF de alta afinidad del sitio attP de recombinacion
lambda del bacteriéfago en una proporcién molar de 2:1 [ADN (10 uM) a IHF (5 pM)]. Esta cantidad fue de al menos
3 ordenes de magnitud con respecto a la Kq de IHF unido a esta diana de ADN. Como se muestra en la Figura 11, el
IHF se unié al ADNbc como lo demuestra su movilidad reducida en un ensayo de cambio de movilidad
electroforética.
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Como se muestra en la Figura 12, los animales inmunizados con IHF de E. coli aislado mostraron una reduccién
espectacular en el estado de la enfermedad con una puntuacién de biomasa residual media del oido medio de 0,9 en
comparacién con los controles que habian sido inmunizados con adyuvante solo (puntuacion de biomasa media =
2,2) o con aquellos que habian sido inmunizados con ADN que se habia mezclado con adyuvante (puntuacion de
biomasa media = 2,8). De manera interesante, aquellos animales que habian sido inmunizados con el complejo IHF-
ADN también presentaron oidos medios con biomasa bacteriana restante significativa, produciendo una puntuacion
de biomasa media de 2,5 que no fue estadisticamente diferente de las cohortes que recibieron el adyuvante solo o el
ADN que habia sido mezclado con adyuvante. Este resultado sugiri6 fuertemente que si hubiera suficientes
fragmentos de ADNe presentes, como se podria hacer la hipétesis si fuera el caso durante una enfermedad natural,
esta situacién podria dar como resultado la oclusion de epitopos criticos de IHF necesarios para la generacion de
anticuerpos neutralizantes.

Para asegurarse de que el resultado de la oclusion del ADN observado no era especifico para el uso de una ruta de
inmunizacién transcutanea, se repitieron estas inmunizaciones usando una ruta de inmunizaciéon subcutanea (SQ)
para asegurar la administracion de los antigenos a las células presentadoras de antigeno dentro del hospedador de
la chinchilla. Como se muestra en la Figura 13, mientras que la inmunizacion SQ con IHF de E. coli aislado produjo
la generacion de una respuesta inmunoldgica fuerte a IHF aislado, la inmunizacién con IHF de E. coli que se habia
unido previamente a un exceso de ADN no pudo inducir anticuerpos detectables que reconocieran IHF cuando se
sometia a ensayo mediante transferencia Western. Cuando se analiz6 mediante ELISA, el titulo reciproco con
respecto al IHF aislado fue de 1000 para el animal inmunizado con IHF que se habia unido previamente a
oligonucledtidos, mientras que para el animal inmunizado con IHF nativo fue de 8000 (los titulos reciprocos
preinmunes de ambos animales frente a IHF fueron 100). De forma colectiva, estos resultados son coherentes con la
hipotesis de los investigadores de que la union de IHF a ADNe, como se podria producir durante una patologia
natural, tiene el potencial de bloquear epitopos o dominios de IHF necesarios para generar una respuesta
inmunolégica adquirida protectora. Ademas, parecia que la inmunizaciéon con IHF nativo (al que no se une el ADN)
permitia la direccion eficaz de la respuesta inmunolégica hacia la generacion de anticuerpos protectores o
neutralizantes, como se demostréd en los dos estudios preclinicos de chinchilla que se describen aqui.

Experimento N.° 4

Una serie de bacterias orales (por ejemplo, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis) se
han implicado en la patogénesis de enfermedades inflamatorias tales como periodontitis y periimplantitis, que
destruyen el hueso alveolar y la encia. Las investigaciones sobre la patogénesis de estas bacterias se ven
obstaculizadas por la falta de modelos animales eficaces. Uno de los desafios de la investigaciéon de la
patogenicidad de bacterias especificas es la dificultad de establecer una biopelicula cuando se introducen bacterias
exdgenas en la cavidad oral de los animales. Aunque se han desarrollado modelos animales de periodontitis, las
bacterias cultivables rara vez se recuperan de la cavidad oral de los animales inoculados. El desarrollo de un modelo
animal eficaz que pueda evaluar la patogenicidad de bacterias especificas ayudara enormemente a dilucidar sus
mecanismos patogénicos.

La superficie de los implantes dentales de titanio mecanizados (1,2 x 4,5 mm) se modificé mediante granallado con
grabado con AlOs3 (100 pm) y HCI (pH 7,8 durante 20 min a 80 °C). Los implantes mecanizados y nanotexturizados
se incubaron en medio TSB inoculado con la cepa clinica D7S de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) de 1
a 3 dias a 37 °C. La biopelicula bacteriana en los implantes se analizé por SEM, asi como por microscopia de
barrido laser confocal después de tincién con LIVE/DEAD® BacLight™. Los implantes con y sin biopelicula de Aa
establecida se colocaron por via transmucosa en el hueso alveolar de las ratas hembras entre la regién premolar e
incisiva de los maxilares. Para detectar la presencia de biopelicula de Aa en los implantes colocados in vivo, se
recogieron muestras bacterianas de saliva y las superficies orales de los implantes después de 2 dias. Aa se detecto
por cultivo, asi como por analisis de PCR. El analisis Micro-CT e histolégico de tejido periimplantario de hueso y
mucosa se llevo a cabo seis semanas después de la implantacion.

Después de un dia de cultivo, se encontraron aglomerados de células Aa en forma de cocoide dispersas por todo el
implante. Después de dos dias, el nimero y tamafio de los aglomerados disminuy6 y se observaron mas células de
diferentes longitudes que variaban entre bacterias con morfologia cocoide. Después de tres dias de incubacion, los
aglomerados casi habian desaparecido, mientras que grandes areas de la superficie del implante estaban cubiertas
de bacterias con morfologia en forma de bastén, formando una biopelicula densamente compactada. La tincion con
LIVE/DEAD® de la biopelicula de Aa de tres dias de ese tipo en los implantes mostré una sefial verde para un 75-
80 % de todas las bacterias de biopelicula, lo que indica células vivas con integridad de membrana sin comprometer.
La deteccidon microbiolégica y de PCR de la biopelicula de Aa en implantes colocados in vivo fue positiva para las
muestras de las superficies del implante y negativa para las muestras de saliva, asi como los implantes de control. El
examen clinico demostré una inflamacioén significativa de la mucosa periimplantaria alrededor de los implantes con
biopelicula de Aa, en comparacion con los implantes de control no tratados. El analisis Micro-CT e histologico de
hueso periimplantario y tejidos mucosos estan pendientes. Las superficies de los implantes nanotexturizados
favorecen el establecimiento de la biopelicula de Aa y aumentan el riesgo de periimplantitis.
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Experimento N.° 5

Este experimento proporciona un modelo de ratdén para ensayos preclinicos de agentes interferentes para tratar la
enfermedad de Lyme. Véase Dresser et al. Pathogens 5(12)el000680, Epub de 4 de diciembre de 2009. La
enfermedad de Lyme es la enfermedad transmitida por garrapatas mas comun en Estados Unidos. Los casos
informados no han hecho mas que duplicarse entre 1992 y 2006, con aproximadamente 29.000 nuevos casos
confirmados en 2008. Se calcula que el nimero real de casos de enfermedad de Lyme puede superar el informado
en un factor de 6 - 12 en areas endémicas. Por definicion, estas areas endémicas se estan expandiendo a medida
que las poblaciones continian moviéndose de las ciudades a las areas suburbanas y rurales y el venado cola blanca
(que exportador de la especie de garrapatas Ixodes) deambula cada vez mas por estas areas. La enfermedad de
Lyme esté causada por el microorganismo Borrelia burgdorferi, una espiroqueta. B. burgdorferi se transmite a través
de la picadura de la garrapata Ixodes y a continuacion se disemina, a través del torrente sanguineo, a otros tejidos y
érganos.

En este modelo animal, a los ratones C3H/HeN se les inyectan espiroquetas a través de inyeccion dorsal
subcutanea e intraperitoneal, o por inyeccion intravenosa. Las muestras de sangre y biopsia se recuperan
aproximadamente 7 dias después de la infeccidon para la evaluacion de la carga microbiana y la evaluacién de la
patologia en los tejidos y dérganos. Se contempla que los métodos y composiciones de la presente divulgacion
desarrollan tanto estrategias terapéuticas como preventivas para reduccion y/o eliminacion de las biopeliculas de B.
burgdorferi resultantes que se forman después de la estimulacion y se cree que contribuyen tanto a la patogénesis
como a la naturaleza croénica de la enfermedad.

Experimento N.° 6

La fibrosis quistica es una enfermedad autosémica recesiva debido a mutaciones en un gen que codifica el canal
anionico regulador de la conductancia transmembrana de CF (llamado CFTR). En este modelo, los cerdos que han
sido criados especificamente para portar un defecto en los genes llamados "CFTR" y llamados cerdos CF
desarrollan espontaneamente caracteristicas distintivas de la enfermedad pulmonar por CF que incluye la infeccién
de las vias respiratorias inferiores por multiples especies bacterianas. Los cerdos se pueden inmunizar con los
agentes interfieren para 1) inmunizar a estos cerdos CF con un polipéptido u otro agente inmunogénico, induciendo
de ese modo la formacién de anticuerpos que erradicaran las biopeliculas bacterianas en los pulmones (de forma
similar a cémo los anticuerpos frente a las biopeliculas erradicadas por IHF residentes dentro de los oidos medios de
chinchillas después de inmunizacién activa como se muestra en el Experimento N.° 1, para suministrar anti-IHF (u
otro agente interferente) a los pulmones de estos animales por nebulizacién para evaluar la mejoria de los signos de
enfermedad y las patologias asociadas.

Experimento N.° 7

Los solicitantes también proporcionan un modelo preclinico para la tuberculosis (TB). Véase Ordway et al. (2010)
Anti. Agents and Chemotherapy 54: 1820. EI microorganismo Mycobacterium tuberculosis es responsable de una
epidemia mundial creciente. Las cifras actuales sugieren que hay aproximadamente 8 millones de casos nuevos de
TB y aproximadamente 2,7 millones de muertes debidas a TB al afio. Ademas del papel de este microbio como
coinfeccion de individuos con VIH (de los ~45 millones de infectados con VIH, se calcula que ~1/3 también estan
coinfectados con M. tuberculosis), es particularmente problematico ya que los aislados se han vuelto altamente
resistentes a multiples farmacos y no se ha introducido ningun farmaco nuevo para la tuberculosis en mas de un
cuarto de siglo. En este modelo animal, los cobayas SPF se mantienen en una colonia de barrera y se infectan
mediante pulverizacién en aerosol para administrar ~ 20 cfu de bacilos de la cepa Erdman K01 de M. tuberculosis en
sus pulmones. Los animales se sacrifican con determinacidon de carga bacteriana y recuperacion de tejidos para
evaluacion histopatolégica los dias 25, 50, 75, 100, 125 y 150 dias después de la estimulacion. A diferencia de los
ratones que no desarrollan signos clasicos de TB, los cobayas estimulados de esta manera desarrollan granulomas
bien organizados con necrosis central, una caracteristica distintiva de la enfermedad humana. Ademas, al igual que
los seres humanos, los cobayas desarrollan linfadenitis piogranulomatosa y necrotizante grave de los ganglios
linfaticos drenantes como parte del complejo de la lesién primaria. El uso de este modelo proporcionara un examen
preclinico para confirmar e identificar estrategias terapéuticas y preventivas para la reduccién y/o eliminacion de las
biopeliculas resultantes de M. tuberculosis que se ha observado que se forman en los pulmones de estos animales
después de la estimulacion y se cree que contribuyen tanto a la patogénesis como a la cronicidad de la enfermedad.

Experimento N.° 8

Se conocen multiples modelos animales de infecciones con biopelicula con catéter/dispositivo permanente. Véase
Otto (2009) Nature Reviews Microbiology, 7: 555. Aunque generalmente se considera una flora de la piel normal, el
microbio Staphylococcus epidermidis se ha convertido en lo que muchos consideran un patégeno oportunista
fundamental, ocupando el primer lugar entre los agentes causales de infecciones nosocomiales. Principalmente, esta
bacteria es responsable de la mayoria de las infecciones que se desarrollan en dispositivos médicos permanentes
que se contaminan con este colonizador de piel comun durante la insercion del dispositivo. Aunque normalmente no
suele ser mortal, la dificultad asociada con el tratamiento de estas infecciones por biopeliculas, junto con su

61



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2754240 T3

frecuencia, los convierte en una carga grave para la salud publica. Los costes actuales asociados con el tratamiento
de infecciones del torrente sanguineo asociadas al catéter vascular solo que se deben a S. epidermidis ascienden a
2 mil millones de ddlares al afio en Estados Unidos. Ademas de S. epidermidis, E. faecalis y S. aureus también son
contaminaciones encontradas en dispositivos médicos permanentes. Existen varios modelos animales de
infecciones por S. epidermidis asociadas a catéteres, incluyendo conejos, ratones, cobayas y ratas, todos los cuales
se usan para estudiar los mecanismos moleculares de patogénesis y que se prestan a estudios de prevencion y/o
terapéutica. Los catéteres de vena yugular de rata se han usado para evaluar terapias que interfieren con la
formacion de biopeliculas de E. Faecalis, S. aureus y S. epidermidis. La reduccion de la biopelicula a menudo se
mide de tres maneras: (i) someter a ultrasonidos el catéter y calcular las CFU, (ii) cortar trozos de catéter o
simplemente colocarlo en una placa y hacer la puntuacion, o (iii) la biopelicula se puede tefir con violeta cristal u otro
tinte, eluir, y medir la DO como un proxy para las CFU.

Experimento N.° 9

Los métodos que se describen en el presente documento se pueden usar para provocar respuestas inmunitarias en
humanos y animales. Las composiciones inmunogénicas se pueden administrar a sujetos humanos y animales en
presencia de adyuvantes tales como, pero no limitados a, sales de aluminio y liposomas. Los expertos en la materia
entenderan que también se puede usar cualquier numero de adyuvantes farmacéuticamente aceptables. Las
composiciones inmunogénicas se pueden administrar a un sujeto humano o animal por via intramuscular, por via
subdérmica, por via intranasal, o por cualquier otra via adecuada. Las composiciones inmunogénicas se pueden
preparar de una manera coherente con el modo de administracion seleccionado. Las composiciones inmunogénicas
pueden tomar la forma de polipéptidos, acidos nucleicos, o una combinacién de los mismos, y pueden comprender
antigenos parciales o de longitud completa. Ademas o alternativamente, las composiciones inmunogénicas pueden
tomar la forma de APC pulsadas con un antigeno particular, o APC transfectadas con uno o mas polinucleétidos que
codifican un antigeno particular. La administracion puede comprender una dosis Unica de una composicidn
inmunogénica, o una administracion inicial, seguida de una o mas dosis de refuerzo. Las dosis de refuerzo se
pueden administrar un dia, dos dias, tres dias, una semana, dos semanas, tres semanas, uno, dos, tres, seis o doce
meses, 0 en cualquier otro momento después de una dosis inicial. Una dosis de refuerzo se puede administrar
después de una evaluacion del titulo de anticuerpos del sujeto.

Experimento N.° 10

Los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para conferir inmunidad pasiva a un sujeto no
inmune. La inmunidad pasiva frente a un antigeno dado se puede conferir a través de la transferencia de anticuerpos
o fragmentos de unién a antigeno que reconocen especificamente o se unen a un antigeno particular. Los donantes
y receptores de anticuerpos pueden ser sujetos humanos o no humanos. Ademas o alternativamente, la composicion
de anticuerpo puede comprender un polinucleétido recombinante o aislado que codifica un anticuerpo o fragmento
de union a antigeno que reconoce especificamente o se une a un antigeno particular.

Se puede conferir inmunidad pasiva en los casos en los que la administracion de composiciones inmunogénicas
presenta un riesgo para el sujeto receptor, el sujeto receptor esta inmunocomprometido o el sujeto receptor requiere
inmunidad inmediata. Las composiciones inmunogénicas se pueden preparar de una manera coherente con el modo
de administracién seleccionado. Las composiciones pueden comprender anticuerpos completos, fragmentos de
unién a antigeno, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos generados in vivo, anticuerpos
generados in vitro, anticuerpos purificados o parcialmente purificados, o suero completo. La administracion puede
comprender una dosis Unica de una composicion de anticuerpos, o una administracion inicial seguida de una o mas
dosis de refuerzo. Las dosis de refuerzo se pueden administrar un dia, dos dias, tres dias, una semana, dos
semanas, tres semanas, uno, dos, tres, seis o doce meses, o en cualquier otro momento después de una dosis
inicial. Una dosis de refuerzo se puede administrar después de una evaluacion del titulo de anticuerpos del sujeto.

Experimento 11

Los miembros de la familia DNABII son altamente pleioptropicos para multiples sistemas de nucleoproteina,
incluyendo la transcripcion génica, y ademas, a menudo son esenciales. Por el contrario, los mutantes tanto HU
como IHF se han generado en cepas de laboratorio de E. coli estudiadas ampliamente. Para determinar qué papel
tienen IHF y HU en la formacién de ADNe, las biopeliculas formadas por la cepa MG1655 de E. coli o sus derivados
deficientes de HU e IHF se incubaron con anti-IHF (preparado como se describe en Granston y Nash (1993) J. Mol.
Biol., 234: 45-59. Como se muestra en la Figura 8, aunque el aislado parental, la cepa MG1655 produjo una
biopelicula robusta in vitro (Panel A), ambas cepas mutantes HU y IHF fueron menos robustas (Paneles C y E,
respectivamente). Un mutante con deficiencia de HU produjo una biopelicula que tenia aproximadamente %; la altura
de la biopelicula de tipo silvestre, mientras que las cepas con deficiencia de IHF produjeron una biopelicula que tenia
aproximadamente 2/3 de la altura del aislamiento parental. Este resultado sugeria que ambas proteinas estaban
involucradas en cualquiera de las la produccion y/o la integridad de EPS de biopelicula de E. coli. Después del
tratamiento con anti-IHF, la biopelicula formada por el aislado de tipo silvestre no mostré reduccién de volumen
notable y un porcentaje de reduccién medio de un 58,1 % de altura, una reducciéon de un 73,1 % del porcentaje de
biomasa y una reduccion del grosor medio de un 87 % (Panel B), mientras que la formada por el mutante HU no
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mostré reduccion de la altura y solo una reduccién de un 30,9 % de la biomasa y una reduccion de un 37,2 % del
grosor medio (Panel D). Por el contrario, no se observé ningun efecto sobre la biopelicula formada por el mutante
IHF en términos de pérdida de altura (reduccion de -3,4 %), biomasa (reducciéon de -20,5 %) o grosor medio
(reduccion de -19,8 %) (Panel F). En conjunto, estos datos indican que para esta cepa de E. coli, el IHF fue
probablemente el unico elemento estructural que podria ser el objetivo del uso del anticuerpo anti-IHF. Dado que
hasta la fecha solo se ha observado el ADNe entretejido altamente estructurado en biopeliculas que se han formado
in vivo, la confirmacion de la expresion del miembro de la familia DNABII restante por cada mutante respectivo y
cualquier cambio en la estructura de ADN resultante espera un analisis de inmunofluorescencia in vivo.

Experimento 12

Aunque en la presente solicitud se demostré in vitro e in vivo que tanto el anti-IHF como el uso de IHF como
inmundgeno muestran utilidad en la reducciéon de biopeliculas y/o la resoluciéon de la enfermedad por biopeliculas
respectivamente, no se sabia si la reduccion de biopeliculas de NTHI con anti-IHF también podia permitir sinergia
cuando se usa en conjunto con otras modalidades terapéuticas. Con este fin, se evalu6 la capacidad de inducir una
desestabilizaciéon estructural aumentada de biopeliculas de NTHI formadas previamente cuando se usd una
concentracion subdptima de anti-IHF junto con uno de cada uno de los tres reactivos unicos. Estos tres reactivos
incluyen 1) una enzima que degrada el ADN (ADNasa) que se sabe que es capaz de degradar una biopelicula de
NTHI in vitro (pero aqui se usa a una concentracion subodptima), 2) antisueros para una proteina de membrana
externa de NTHI que no desestabilizd un biopelicula de NTHI formada previamente cuando se usa solo (anti-OMP
P5) (los datos no se muestran), y 3) un antibiético que generalmente se usa como una opcion de primera linea en
nifos con OM crénica y/o recurrente (amoxicilina) pero que tiene una eficacia limitada frente a las bacterias
residentes dentro de una comunidad de biopeliculas.

La Figura 14A muestra que el tratamiento de una biopelicula de NTHI con una concentracién de ADNasa que se
muestra suboptima tiene un efecto marginal (véase 14A Il). Del mismo modo, una dilucién a 1:200 de anti-IHF tuvo
poco efecto sobre la biopelicula de NTHI formada previamente (véase 14A lll). Sin embargo, por el contrario, cuando
estos dos reactivos se usaron en concierto, la biopelicula disminuyé notablemente (véase 14A 1V). Después de
repetir este experimento tres veces, los investigadores encontraron que el efecto sinérgico mas notable de la
reduccion de la biopelicula se midié como una disminucion de la altura. La Tabla 7 que sigue a continuacién muestra
estos resultados.

Tabla 7
. ADNasa +
ADNasa Anti-IHF anti-IHF
Altura max. (um) 3,9 37,3 51,0 Ensayo 1
Altura max. (um) -11,5 16,4 37,7 Ensayo 2
Altura max. (um) -1,6 19,4 38,7 Ensayo 3

Una explicacion simple para este resultado fue que a medida que la proteina DNABII se estaba titulando lejos de la
periferia de la biopelicula, el ADNe se hacia mas accesible a la accion de la ADNasa.

La Figura 14B muestra los resultados del tratamiento con anti-OMP P5 en biopeliculas de NTHI formadas
previamente. Aunque este antisuero es fuertemente reactivo con OMP P5 de NTHI aislado (los datos no se
muestran) y ademas, la inmunizacion activa con OMP P5 aislado es picar para mediar una proteccion significativa
frente a la OM experimental en modelos de chinchilla (véase por ejemplo 25.Bakaletz et al., (1997) Vaccine 15 (9):
955-961; Bakaletz et al., (1999) Infect Immun 67 (6): 2746-2762; Kennedy et al., (2000) Infect Immun 68 (5): 2756-
2765; Kyd JM, et al., (2003) Infect Immun 71 (8): 4691-4699; Novotny LA, et al., (2000) Infect Immun 68 (4): 2119-
2128; Novotny LA, et al., (2002) Vaccine 20 (29-30): 3590-3597 y Novotny LA, et al., (2003) J Immunol 171 (4):
1978-1983) este antisuero no induce un cambio en la estructura integridad de una biopelicula de NTHI que se habia
formado in vitro cuando se usé a una dilucién de 1:50 (véase 14B Il). Del mismo modo, se observd un efecto
marginal cuando estas biopeliculas se incubaron con una dilucién suboptima de anti-IHF (aqui usada a una dilucion
a 1:100) (véase 14B I). Sin embargo, cuando se combinan, el uso de anti-P5 mas anti-IHF dio como resultado una
reduccion de la altura de la biopelicula que superaba la suma de los dos antisueros cuando se usaban solos (véase
14B Ill), indicando de ese modo un resultado sinérgico. Por lo tanto, se llevo a la conclusion de que el uso de anti-
IHF para desestabilizar la matriz NTHI EPS daba como resultado la exposicion de la proteina de la superficie de la
célula bacteriana dirigida (por ejemplo, OMP P5) que de otro modo podria quedar oscurecida por el ADNe si como
quizas otros componentes de EPS, permitiendo de ese modo la eliminacién bacteriana mediada por el sistema
inmunolégico por mecanismos aun desconocidos.

Por ultimo, la Figura 14C muestra los resultados del tratamiento de biopeliculas de NTHI formadas previamente con
amoxicilina. Cuando se usa a una concentracién de 64 pg/ ml, la amoxicilina no tuvo un efecto mensurable en la
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arquitectura de las biopeliculas de NTHI formadas previamente (véase 14C Il) a pesar de la evidencia de muerte
celular bacteriana limitada. El tratamiento con antisueros IHF a una diluciéon 1:50 redujo sustancialmente la altura de
la biopelicula como se ha mostrado anteriormente (véase 14C lll). De forma interesante, sin embargo, cuando los
dos reactivos se usaron simultaneamente, no solo hubo una reduccion espectacular de la altura de la biopelicula
(véase 14C 1V), sino que el uso de un tinte vital indic6 que la mayoria de las bacterias que quedaban en la
biopelicula ahora estaban muertas. Como lo sefiala la fluorescencia predominante en el canal rojo dentro de la
biopelicula de la que se forma la imagen. Este resultado mostré que la reduccion de volumen de la biopelicula con
anti-IHF probablemente expuso las bacterias lo suficiente como para crear condiciones mas parecidas a la
susceptibilidad a las concentraciones de amoxicilina que se sabe que son eficaces cuando se analizan frente a NTHI
plancténico. Este resultado puede haber sido mediado por una mayor exposicién fisica de las bacterias dentro de la
matriz de biopelicula restante a la accion de la amoxicilina y/o mediante una mayor liberacién de bacterias en la fase
planctonica, como mostraron anteriormente los investigadores, y puede producir durante la reducciéon de la
biopelicula por exposicién a anticuerpos anti-IHF (véase la Fig. 4).

Experimento 13

Los solicitantes han mostrado que la induccion de anticuerpos anti-IHF por inmunizacién transcutanea es eficaz para
resolver biopeliculas inducidas por NTHI dentro del oido medio de la chinchilla. También se demostré que el uso de
IHF nativo es esencial para la induccion de una respuesta inmunoldgica protectora, ya que cuando esta unido al
ADNe, parece que los epitopos protectores se han enmascarado como se muestra después de la inmunizacion con
TCl y SQ. Sin embargo, el disefio racional de los candidatos a vacuna que probablemente tendra una amplia eficacia
protectora requiere una comprension detallada de los epitopos inmunodominantes y/o protectores de esa proteina,
que de hecho puede no ser evidente ni necesariamente continua. Las estrategias actuales de disefio de candidatos
a vacunas son mas reduccionistas en su enfoque, y a menudo apuntan a identificar y usar solo esa parte de la
proteina diana que es absolutamente necesaria para la induccién de alta avidez y anticuerpos protectores. Para esta
finalidad, la formacién de mapas de epitopos se lleva a cabo para determinar el inmundgeno mas eficaz.

La formacion de mapas de epitopos se puede llevar a cabo como se describe en Novotny, et al., (2009) Vaccine
28 :(1): 279-289 y de acuerdo con el siguiente procedimiento. Para generar suero inmune, las Chinchillas se pueden
inmunizar por via parenteral mediante inyeccion subcutanea (SQ) de 10 pg de la proteina IHF nativa, un polipéptido
de los 20 aminoacidos C-terminales de IHFa, un polipéptido de los 20 aminoacidos C-terminales de IHF(, un
polipéptido de los aminoacidos 60-76 de TBP-DNABII administrados de forma conjunta con el adyuvante
monofosforil lipido A (MPL; Corixa) o con MPL solo (cohorte de control solo adyuvante). Se pueden administrar dos
refuerzos idénticos a 21 intervalos de dias. La sangre se puede recoger para suero 10 dias después de recibir la
dosis de inmunizacion final. El ensayo de inmunoabsorcién relacionado con enzimas (ELISA) y antisueros de
transferencia de Western de chinchilla se pueden llevar a cabo. Para ELISA, los sueros se pueden analizar en un
formato de placa de 96 pocillos frente al inmundgeno administrado (0,2 ug de proteina/pocillo). El titulo se puede
definir como el reciproco de la dilucién del suero que produjo un valor de DO450 de 0,1 mayor que los pocillos de
control que contienen todos los componentes excepto el suero. Los ensayos ELISA se pueden llevar a cabo un
minimo de tres veces y los resultados se informan como la media geométrica. La transferencia de Western se puede
llevar a cabo frente a 1 ug del inmundégeno respectivo usando suero inmune diluido a 1:100 y detectado con HRP-
proteina A (Zymed, South San Francisco, CA). El color se desarrollé con sustrato CN/DAB (Pierce, Rockford,
ILLINOIS).

Una serie de péptidos sintéticos de 20 meros se pueden sintetizar con una superposicién de 5 restos con el fin de
formar mapas de epitopos de la proteina IHF de NTHI. La sintesis, la purificacién y la confirmacién de la secuencia
de todos los péptidos sintéticos se pueden llevar a cabo de acuerdo con técnicas convencionales (véase por ejemplo
Bakaletz LO. et al., (1997) Infect. Immun. 71 (8):4691-9 y Bakaletz LO., et al., (2001) Vaccine 68 (4): 2119-28). El
analisis de aminoacidos y el andlisis espectral de masas se pueden usar para confirmar la pureza, la composicion y
la secuencia de aminoacidos de cada péptido.

El analisis de la interaccién entre péptidos sintéticos y anticuerpos presentes en los sueros, se puede examinar
usando un instrumento Biacore 3000 como se ha descrito y todos los reactivos se pueden adquirir en Biacore
(Uppsala, Suecia). En resumen, los péptidos se pueden suspender en tampon de acetato sddico, antes de la
inmovilizacién en la superficie de un chip sensor CM5 de calidad reactiva activado usando quimica de acoplamiento
de amina. Para el analisis de interaccién, 15 ul de suero (diluido a 1:2 en tampén HBS-EP mas 1 mg de
carboximetildextrano/ml) se pueden inyectar a través de la superficie del chip del sensor a un caudal de 5 pl/ min. La
cantidad relativa de anticuerpo especifico de antigeno o de inmundgeno en cada muestra se puede calcular como la
diferencia en unidades de resonancia (RU) obtenidas 5 segundos antes y 45 segundos después de poder inyectar
cada muestra. La superficie del chip sensor se puede regenerar entre muestras con NaOH 25 mM. Los péptidos
sintéticos con la interaccion mas fuerte con los anticuerpos presentes en los sueros pueden ser los candidatos mas
prometedores de epitopos protectores capaces de inducir anticuerpos protectores de alta avidez in vivo.

El antisuero policlonal de conejo se puede generar frente a los péptidos mas inmunogénicos de la formaciéon de

mapas de epitopos. Este antisuero se puede usar para purificar por afinidad los anticuerpos neutralizantes de los
anticuerpos no neutralizantes mediante cromatografia en columna. Para ello, se puede usar tanto el antisuero
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policlonal de conejo como el de chinchilla (se ha mostrado que este Ultimo es protector). Los sueros se pueden
analizar tanto antes como después de desarrollar cada uno sobre una columna a la que se unié el IHF nativo o al
que se ha unido el IHF mezclado previamente con ADN. Solo los anticuerpos que no se unen al complejo ADN-IHF
deben ser neutralizantes. Todos los antisueros eluidos a través del flujo se analizaran frente a los grupos de
antisuero originales a través del ensayo de biopelicula in vitro de los investigadores para determinar la capacidad
relativa de eliminar la biopelicula de NTHI, asi como a través de ensayos de ELISA, transferencia de Western y de
biosensor para determinar la especificidad y el titulo. Como ensayo adicional, los candidatos a vacunas dirigidas al
epitopo se pueden unir a la columna para determinar si pueden eliminar los anticuerpos que ahora se ha demostrado
que son neutralizantes.

Se debe entender que aunque la invencidon se ha descrito en conjunto con las realizaciones mencionadas
anteriormente, los ejemplos y la descripcién mencionados anteriormente pretenden ilustrar y no limitar el ambito de
la invencién. Otros aspectos, ventajas y modificaciones dentro del ambito de la invencion seran evidentes para los
expertos en la materia a la que pertenece la invencion.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento

tienen el mismo significado que el entendido comunmente por un experto en la materia a la que pertenece la

presente invencion. Todas las secuencias de nucleétidos proporcionadas en el presente documento se presentan en

la direccién 5' a 3'. Las invenciones descritas de forma ilustrativa en el presente documento se pueden poner en

practica adecuadamente en ausencia de cualquier elemento o elementos, limitaciéon o limitaciones, no desvelados
" n

especificamente en el presente documento. Por lo tanto, por ejemplo, los términos "que comprende”, "que incluye",
"que contiene", etc., se leerdn de manera expansiva y sin limitacion.

Ademas, cuando las caracteristicas o aspectos de la invencién se describen en términos de grupos de Markush, los

expertos en la materia reconoceran que la invenciéon también se describe de ese modo en términos de cualquier
miembro individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.
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9A

9A
{cont.)

Ec_HimA
Salm HimA
Ve _HimA

Pa HimA

Hi HimA

Aa IHFalpha
Mc HimA

Ng IHFalpha

Nm HimA

Bc IHFA

Bp IHFA [r27aarSAGDTPTLTRARLAELLFDS

Bpert IhfA MGTTMLAEPRTLTRAELABELLFER

Pm HimA
Pi HimA
Tp Dbp II

Pm Hup

Spyog HU
Sgall HIpA

ES 2754240 T3

SEQ ID NOS: 42-72, respectivamente, en orden de aparicién

+30aaASTE-TPTLTRABLAELLFDS

e o MNNKEF TAALAAR

________ MNNKEFITALANR

~ -~ ~MKRVRE

BABMSEY LFIK

TRSFVWWDALCD

ATQLITSALAK

ALQLIADAVAE]

Tabla 9A1

RLAEALFEQ
R TAERLYRE

LG-L8——-——= KRDARELVELFFEEIRRAL
LG-L8-—--—- KRDARELVELFFEEIRRAIL
LG—MB———-—— ERDARDTVEVEFFEEIRKALY
LG-EN-—--—- KREAXELVELFFEELIRQAL
YH-LE----- KQDTENVVENFLEEIRLSL
FH-LS§——-—- KREAXDLVESFFEEIRVAL
LR-LT-—-—- R RELVDGFFEEISOST
VSNVT-—--- RNDAKEIVELFFEEIRSTL
VSNVI——-—- K EIVELFFEEIRS TIJ

VE-LN-—---- HREARDMVEAFFEVIRDAL

VE-LN---—- KREAXDMVEAFFEVIRDAL

VE-LN---—- KREAXDIVDTFFEEIRDAL

TEYT-———-—- QDESQEMVKTVVIMMGK ST
VERS————-—- Q|ETQKLVKTALQAMGDNF
EVDLS-—---- VARVVDSFVSVVTAAL
OHNLS----AD FVDAFFDIISSELK

EAERFVSAIT DVVNEGL

69
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LEDENQRP-GR

LRDKNQRP-GRNPLA]
LR DKNERP-GRRPL
LRDKRQRP-GRNDIAT
LRDKSSRP-GRE
LRDKASRP-GRN

LRDKPQRP-GR

LRDKPORP-GRNPIAIGEAT PIAARRVVITFPHASOKLKALY]

LROKPQRP-GR

VRDKPPRP-GR|

VKKRLERV-MVNP|STIGLRML VPP KLVLNFEPAR

VKKRLERI-MTNPANGLRML VPP KLVLNFRATASVKEKL
SRVRKASV-GKS INTGEV VSIPSHCVVVFRPSKRLKSAVR
YOAVKPR-ESVNVNIIGER VLIEGHDK [SFTPDTVMK ELVK
¥QAVKPR-ESVNVNIGER VLIE GHEKV|SFTPDATMK EL VN
VRERAARK-GRNPQTUKEI DIPASKVPAFKAGKALKDA

VNHRAERT-GR DAV
VRERAARK-GR DA

NPQTGKELIKIAAANY SGEALE
NPQTGKEIDIPASEY GRALKI

VRERAARK—GEE%QEGAEIKIA&SKV FRAGRRLEDA
URERAARK-G QTGAEIEIAASKVPAFKAGKALKDA
VRERAMARK-GRNPOTGHERIETAASKVPAFKAGEALRDA
VRERAARK-GRNPOQTGAEIETAASKEVEAFKAGKALEDAY
VEERAERK—GR&FQTGKEMTIA&SK?PREKAGni;mlh-
VRERAARK-GRNPQTGKEIKIAASKVPAFKAGRALEDA
VRERAARK-GRNPQTGEEIKIKASEVPAFEAGKALRDA'
VRERAARK—GRE?QTGQEIQIARSKVP&FKPG1i TDA
VNEREART—GREPQTGAEIQIABSKVPEFVSG1* (DAL
VNHRSART—GREPQTGEEIKIAAAN??@FVAGWr.WiAI
VEKERAART-GRNPQTUKPIKIAAAR IPCFEAGKALKDA
Dominio de Cadena de
unién Giro  retorno B-3 a-3

---------- BRAZO----=-=-=-==--~

Tabla 9A1 (continuacion)
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NPISIGEDI PITARRVVIIF RPGOKLK SRV

ATGEDI PITARRVVITF RPGOKLKSRY
ATGEDI PITARRVVITF RPGOKLKAR
AT{GERI PITARRVVITPRPGOKLKARVEZ
LSTGE OV VP VSARRVVITFEPGOKLRAR
ATYEES VP VSARRVVVFRPGOKLRANRV:

1. KDKKPRP-GRNPETGES VPIQAR RVVITFRAGOKLRGWIDSQNEG
NPISTIGEE VPI TARRVV|TFHAS QK LK GMV]
LRDKPQRP-GRNPIITIGEE VPITARRVVITFHASOKLKS

NPNTGEATPIAARRVVITFHASQOKLEAL

EPEEGETIPIAERR?vI?HAS!IhKS '
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9A2 . .
9A2 (cont.) SEQ ID NOS: 73-76, respectivamente, en orden de aparicion
Aa HU ———————-MNR TOLL DA TASSARTN-—-——-—— KEQAKAATLEATLIAITG
Ve HupB ~  -==m———- MK TOL VEQ I DIS------ SAGRAIDAFIEAVSEG
Ec hupp @~ -—-———=———- MBRSOLIDK TAAGADIS-—————— GRAIDATITASVTE
Mc HupB ————————MNKSELVDS TAQSAGLT - ————— KEQAAKAVNAFTESVOG

a-1 Giro a-2

Tabla 9A2
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GTF ARKART-GRNPC GAEIKIMSK’U’P@&WSG EDA
|

GTFSVRTRAART-GRNPLIGEEIKIAEARVESFRAGKALKDAC

GTFAVKERAART-GRNPQTGKEITIAMAKVRSFRAGKALKDA

GTFSVKERAARM-GR TGEATQIAASKVPSFKAGKVLEES
Dominio de Cadena de |

B-2 union Giro retorno B-3 a-3

Tabla 9A2 (continuacion)
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9A3

A3 (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
Ve HipB
Pa_HimD
Hi HimD
Aa IHFB
Ng_IHFP

Nm HimD
Bc IHFB

Bp IHFB

Bpert IhfB

Bb_Hbb

ES 2754240 T3

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

&

-------- MR TELIDH TASKADIS-—-———- GRSLDALIGAVKTTLKE
-———MQAVINESNLIANLASVCEEL--———- EE DEAVRLM IAMMVNEI{VY]
________ TRELIEK TAANARVS—————= LDATTEATKEATAN
________ ME TELIEK TAAGAGT,S-—--——- SKEARLDAMTAATKEALVA
———————— IKOKRSKIDITOSVYRNNPQYQLEQINATANLFLDELSVLLQQG
________ NETDFIAAVAERANLT--———— AQRAVNAFAEV VTEQMNA
________ EFIDLVKEAGKYNS-----KREAEEATSAFTLAVETALSK
———————— TINETATSTGIA---——--KKDVSAVVESFMETIKDSLILE
———————— RADTINE TASSTGIS----—-KKDVSAVV ESFMDAIKDSLLE
———————— VNATAKSTGID----—--KETTLEVVESFMDTIKDSLISH
________ K ARLIDVLTORLGSD--———-REQATAAVENVVDTIVRAVHE
e MNKAELIDVLTTEMGTD----—- RAQATAAVENVVIDTIVRAVHK
-------- KSELIERLAT(QS-----HIPAKTVEDAVKEMLEHMAS THA(
________ KSELIBERLATQQS-—---HIPARAVEDAVKEMLEHMAS THA(
———————— KSELIERLCAEQT-----HLSAKEIEDAVKN ILEHMAS TLEA
________ KSELIERIVIHOG-----QLEARDVELA TK TMLEQMSQATAT
________ K SELMEKLSA -----TLPAKEIENMVKG ILEFISQSLEN
________ KSELIELLVQ -———=-NIPVKHVEEAVKAITLEQMSYVIER
__________ - - —-MVRLAEVIFARKNGTHLLAKDVEY SYKVLVDTMTRSLAR
-------- MTESELMVRLAEVIFAAKNGTHLLAEDVEY SVEV LV TMTR SLAR
________ HMTKSELVAQLAS —-————QLVLEDADFAVKTMLDAMSDALAK
———————— MTESELVAQLAS -————-QLVLKBADFAVKTMLDAMSDALISH
—~MTESELIAATAARYP————— QLAARDTDYAVKTMLDAMTQATIAS
MSFSRRPKVIESDIVDQISLNIKNNNL-KLEEKY IRLVIDAFFEELKSNLCS
a-1 Giro a-2 T

Tabla 9A3
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1
?&?GTFA?SARAART—G SEI GETIKIKKARKVPKFRPGRALEDAV
RffGS?CEHHRSRRI—AﬁgﬁPUGESVSVK&EATr FEPERALRESVINLVND

; ! i NTTITIPAHDFRSFRPARTFIED

RtVGSFIbKER&EKT-‘fF OTTIIIPKRN IPAFRPSEIFMSOMKQD———-—--
RIGET VK VKPTSVPAFRFGAQFRAVVISGAQRLPAEGHH 1 14aa

RINE) GITVKVKPTSULHFRFG%QFKAVIvGAQKLPADGP+l08aa

K PHFEPERELRERVIILS
TRGFESFOINHRPART -GRNE]

EFGSFGINRRPARV-GE@EESGEKVQVPEKFVPHFKPGKEBRER GFRAGEPLKADDPDDDR

IFGSFGLNRRPARV-GRNFLISGEK VQVPE KHVPHFRPGRELRERY
VIDLVGNDQGDDSf+ 182l

RSFETFEVRKRKCRLNARNPQTGEY VK VLDHHEVAYFRPERDLE ERY
Dominio de Cadena de

DERAGEPLEKNDEPEDAQ

IRGFGSFSILSQRSPRI -GRNFISGEQ VL VEGKQVPHFRPGKELR

IWGEIKG———-

T B-2 union Giro retorno B-3 a-3

Tabla 9A3 (continuacion)

74



ES 2754 240 T3

SEQ ID NOS: 101-128, respectivamente, en orden de aparicién

Comparacion con el motivo peptidico de 16 aa de Liuet al.

Strep inter HU EVRERAARK-GRNFQTC

Ec HimA DLRDKMORP- G@G
Salm HimA DLBDKNQRE-GE 4T

Fa HimA RD;H- RE --G
Hi HimA BELRDKSERY -G
THF: ELRDKASRE~GRp
ILKDEXERP -G
DLRIORPORY -G

Bp IHFA OLRDKPCRE~GRHNPNYG
Bpert IhfA QVRDEP PRE-GRINFRIG
Prm HinA EVKZRLERY~1VNEsfle
Pi Hima BVIKRLER L -MiNEjafHe
Tp Dbp 11X ESRVRXASV-GK S INTe

Pm Hup svoavirr-ES ViR fre

Pi hypo KVOorvKER-ESVINY e
5&_HU EVRERAARK ~GHNFQT
EC hupa KVNARAERT- G
Sa_Hup EYRERAARK-CH
Ss Hu EVRERAARK -G
Spyog_HU EVRERAARK-GH
Syall Hlpa EVRERAARK-GE
GBS_Hup EVRERAARK -G
Spnau_HU EVRERAERE~G
Sg_HlpA EVRERAARK-GE
S Hi EVRERRARK-G

Tabla 9B
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SEQ ID NOS: 129-139, respectivamente, en orden de aparicidén

Ef Hup EVRERAARK -GRNPQT
Hi Huph KVNERBART-GRNFQTG

Vo Huph EVNHRSART-GRNFEQTG
Bpert HupH AVEARBMART-GRN =
Pa Hup: AVEKERAART -GRINPQTIS

Aa H[ SVRIRAART-GE
Pm Hup: ATTERPAHE~GIND
Ei Hup SVTERFAHE~GINERT
Td HU FAVLHGR-KNAR] -
Pg Hup=-1 SVSERAARK -G INPITK
Hp Hup ETARQKGKE~GKVPLS

Tabla 9B (continuacion)
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SEQ ID NOS: 140-159, respectivamente, en orden de aparicion
Comparacién con el motivo peptidico de 16 aa delLiuet al.

Py Hup-Z [SEQ
Mt HU ok
Ms Hup 4]
2 At
Ec HimD K
Salm HimD SLEHYRAPRT- GRNELE]
Vo HipB SLHYRE PRV - GRNPEL]
Ec hupB AVKERAART -G :
Mc HupB SVHKERBARM-GRNFLETG
Pa HimD SLHYRAPRV-G
Hi HimD SLHHRPRL - GRNPLATG
Am IHFB SLHCRQPRI-GRIFLSTG
Ny IHFB DLNHRPARI - GRNPELTG
Nit HimD DINHRPARL - GRNERLIG
Be I1HFB GLMPREARY-GHNPgSG

Bp IHFB CENRRPARY-CRNER e
Bpert LhfE SLSORSPRI~GRNEHESE
Mo HimD crenrsarI-ArNEHe
Bb_Hbb EVRXKRKGRLNARNPQTS

Tabla 9B (continuacion)
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TIUASYNIALSHTAODAEAL
ATOOHATATAASTIVAANTA
ONA0IMTIAHON TLYY AHIN
IOV AV AT ANYAYAL
HIDEEY LY A YA YA LY A UY
ATAWDSHA TN SddYd INEA
AAHAETALAYdHASdAAHYd
AMHAETALAYAHASdAAHYEd
HAOFIAUON TINOAAANAA TN
ATATLISDAdHAIAATAYAIST
NASHATANOYHASANMSYYI
TNAYAYTAVIIAANTIANATY
ANAYAY TEAYOVHANYAMNYY
NAYAATYAOd I Ad AT
NIOYANTYAOYHISdAAVEYI
NAYAATEYAOVHISIANTEET
NAYANTYAOVHIOd ITAVYYI
AATAATEHOSAAYANANTYYY L
HIVAATYHOYAAYdANYY YL
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65

LISTADO DE SECUENCIAS

ES 2754240 T3

<110> UNIVERSIDAD DE SOUTHERN CALIFORNIA
HOSPITAL NATIONWIDE CHILDREN'S, INC.

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA RETIRADA DE BIOPELICULAS

<130> 064189-3860

<140>
<141>

<150> 61/454.972
<151>21-03-2011

<150> 61/397.891
<151> 16-06-2010

<150> 61/347.362
<151> 05-21-2010

<150> 61/318.743
<151> 29-03-2010

<160> 340

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)

<223> [reemplazar = "lle"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)

<223> /reemplazar = "GIn" o "Glu" o "Ala" o "Val" o "Tyr"

<220>
<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)

<223> [reemplazar = "Leu" o "lle" o "Val" o "Phe"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar = "lle" o "Arg" o "Val"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar = "Ser"

<220>
<221> rasgo_misc
<222> (1)..(5)

<223> /nota = "Los restos dados en la secuencia no tienen ninguna preferencia con respecto a aquellos en las
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ES 2754240 T3

anotaciones para dichas posiciones"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> /reemplazar = "Ser" o "Thr" o "Lys"

<220>
<221> rasgo_misc
<222> (8)..(8)

<223> /nota = "El resto dado en la secuencia no tiene ninguna preferencia con respecto a aquellos en las

anotaciones para dicha posicion"

<400> 1
Val Lys Lys Ser Gly Phe Gly Asn Phe
1 5

<210>2

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 2
Val Lys Lys Ser Gly Phe Gly Asn Phe
1 5

<210>3

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)

<223> /reemplazar ="Lys"o " "
<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)

<223> [reemplazar ="lle" o "Lys"o" "
<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /reemplazar = "Val"

<220>

<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)

<223> /reemplazar = "lle"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar = "GIn" o "Ser" o "Gly"

<220>
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<221> VARIANTE
<222> (6)..(6)
<223> /reemplazar = "Lys" o "Ser"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> [reemplazar = "Lys" 0 "Gin" o "Asp"

<220>
<221> rasgo_misc
<222> (1)..(7)

<223> /nota = "Los restos dados en la secuencia no tienen ninguna preferencia con respecto a aquellos en las

anotaciones para dichas posiciones"

<400> 3
Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5

<210>4

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> fuente

ES 2754240 T3

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> /reemplazar = "GIn"

<220>
<221> rasgo_misc
<222> (8)..(8)

<223> /nota = "El resto dado en la secuencia no tiene ninguna preferencia con respecto a aquel en la anotacién para

dicha posicion"

<400> 4
Asn Pr¢o Lys Thr Gly
1 5

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> /reemplazar = "GIn"

<220>
<221> rasgo_misc
<222> (8)..(8)

<223> /nota = "El resto dado en la secuencia no tiene ninguna preferencia con respecto a aquel en la anotacién para

dicha posicion"

<400> 5
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15

Gly Arg Asn Pro Lys Thr

1 5
<210>6

<211> 96

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae
<400> 6

Met Ala Thr Ile Thr Lys
1 5

Tyr His Leu Ser Lys Gln
20

Glu Glu Ile Arg Leu Ser
35

Gly Phe Gly Asn Phe Glu
50

Asgsn Pro Lys Thr Gly Asp
65 70

Thr Phe Lys Pro Gly Gln

85
<210>7
<211> 136
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae
<400>7
Met Arg Phe Val Thr Ile
1 5

ES 2754240 T3

Gly

Leu Asp

Azp Thr

Leu Glu

40

Leu Arg
55

Val val

Lys Leu

Phe Ile

Ile Ile
10

Lys Asn

25

Ser Gly

Asp Lys

Pro Val

Arg Ala
20

Asn His Ala Phe Asn Ser Ser

10

83

Glu

Val

Gln

Ser

Ser

15

Arg

Tyr

Val

Asp

Ser

60

Ala

Val

Leu

Glu

Val

45

Arg

Arg

Glu

Ser

Azn

30

Lys

Pro

Arg

Lys

Asp
15

Phe

Gly

Val

Thr
95

15

Lys

Leu

Ser

Arg

Val

80

Lys

Gln
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Val

Phe

Lys

Lys

65

Ser

Lys

Ala

Lys

Arg

Lys

Thr

50

Gln

Leu

Val

Glu

Ala
130

<210>8
<211> 96
<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 8
Met Ala Thr Ile Thr

1

Tyr

Glu

Gly

Asn

65

Thr

His

Glu

Phe

50

Pro

Phe

<210>9

Leu

Glu

35

Asp

Ala

Lys

Asn

Ile

115

Leu

Ser

20

Ser

Len

Lys

Glu

Glu

100

Gln

Lys

Phe

Asn

Ile

Ala

Gly

85

Arg

Ile

Asp

5

Len Ser Lys

20

Ile Arg Len

35

Gly Asn Phe

Lys

Lys

Thr

Pro

Gly

Gly

Ala

Phe

Asp

Ala

70

Glu

Ala

Ala

Ala

Lys

Gln

Ser

Glu

Asp

70

Gln

Gln

Leu

Ala

55

Leu

Pro

Ala

Ala

Ile
135

Leu

Asp

Len

Leu

55

Val

Lys

ES 2754240 T3

Phe

Phe

40

Ile

Glu

Val

Arg

Ser

120

Lys

Asp

Thr

Glu

40

Arg

Val

Len

Leu

25

Asn

Ala

Ala

Gln

Thr

105

Lys

Ile

Lys

25

Ser

Asp

Pro

Arg

Arg

Arg

Asn

Thr

Leu

90

Gly

Val

Ile

10

Asn

Gly

Lys

Val

Ala
80

84

Gln Ile

Arg Tyr

Ala Ala

60

Leu Asp

75

Ile Gly

Arg Asn

Pr¢o Ala

Glu Tyr

Val val

Gln Asp

Ser Ser
60

Ser Ala
75

Arg Val

Arg

Lys

45

Glu

Ala

Phe

Pro

Phe
125

Leu

Glu

Val

45

Arg

Arg

Glu

Lys

30

Phe

Len

Ile

Gly

Gln

110

Val

Ser

Asn

30

Lys

Pro

Arg

Lys

Asp

Met

Asn

Thr

Thr

95

Thr

Ser

Asp

15

Phe

Len

Gly

Val

Thr
95

Thr

Asn

Lys

Ala

80

Phe

Gly

Gly

Lys

Len

Ser

Arg

Val

80

Lys
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<211> 96
<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 9

Met Ala Thr Ile Thr Lys

1

Tyr His

Glu Glu

Gly Phe
50

Asn Pro
65

Thr Phe

<210>10
<211>99
<212> PRT

20

Ile Arg

35

Gly Asn

Lys Thr

Lys Pro

<213> Escherichia coli

<400> 10
Met Ala
1

Gly Leu

Glu Ile

Phe Gly
50

Pro Lys
65

Phe Arg

Llys Asp

<210> 11

Leu Thr

Ser Lys

20

Arg Arg

Asn Phe

Thr Gly

Pro Gly

Glu

5

Lys

Leu

Phe

Gly

Gly
85

Lys

Arg

Ala

Asp

Glu

Gln
85

Gln

Ser

Glu

Asp

70

Gln

Ala

Asgp

Leu

Leu

Asp

70

Lys

Leu

Asp

Leu

Leu

Val

Lys

Glu

Ala

Glu

Arg

55

Ile

ES 2754240 T3

Asp

Thr

Glu

40

Arg

Val

Len

Met

Lys

Azn

40

Asp

Pro

Lys

Ile

Lys

25

Ser

Asp

Pro

Arg

Ser

Glu

25

Gly

Lys

Ile

Ser

Ile

10

Azn

Gly

Lys

Val

Ala
80

Glu

10

Leu

Glu

Azn

Thr

Arg
90

85

Glu

Val

Gln

Ser

Ser

75

Arg

Tyr

Val

Gln

Gln

Ala

75

Val

Tyr

Val

Ser
60

Ala

Val

Leu

Glu

Val

Arg

60

Arg

Glu

Leu

Glu

Val

45

Arg

Arg

Glu

Phe

Lys

45

Pro

Arg

Azn

Ser

Azn

30

Lys

Pro

Arg

Lys

Asgp

Phe

30

Leu

Gly

Val

Ala

Asp

15

Phe

Leu

Gly

Val

Thr
95

Lys

15

Phe

Ser

Arg

Val

Ser
95

Lys

Leu

Ser

Arg

Val

80

Lys

Leu

Glu

Gly

Azn

Thr

80

Pro
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<211>100
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 11
Met Gly Ala Leu
1

Leu Gly Leu Asn
20

Glu Glu Ile Arg
35

Gly Phe Gly Asn
50

Asn Pro Lys Thr
65

Thr Phe Arg Pro

Gly Thr Lys Ser
100

<210>12

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 12
Thr Phe Arg Pro
1

<210>13

<211>14

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 13
Lyg Leu Lyg Ser
1

<210> 14

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 14
His Phe Lys Pro
1

<210> 15
<211>10

Thr

5

Lys

Gln

Phe

Gly

Gly

Gly

Lys

Arg

Ala

Asp

Glu

70

Gln

Gln

Ala

Glu

Len

Leu

55

Glu

Lys

ES 2754240 T3

Glu

Ala

Glu

40

Arg

Ile

Len

Ile Ala
10

Lyg Glu

25

His Asn

Asp Lys

Pr¢o Ile

Lys Ala

Glu

Leu

Glu

Arg

Thr

75

Arg

Arg

Val

Gln

Gln

60

Ala

Val

Leu

Glu

Val

45

Arg

Arg

Glu

Tyr

Leu

30

Lys

Pro

Arg

Ala

Arg Val Glu Asn Ala Ser Pro Lys Asp Glu

5

Gly Lys

10

86

Glu

15

Phe

Len

Gly

Val

Tyr
95

Glu

Phe

Ser

Arg

Val

80

Ala
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<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 15

Glu Leu Arg Asp Arg Ala Asn Ile Tyr Gly
1 5 10

<210> 16

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 16
Thr Phe Lys Pro Gly Gln
1 5

<210>17

<211>10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 17
Lys Leu Arg Ala Arg Val Glu Lys Thr Lys
1 5 10

<210>18

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 18
Thr Phe Lys Pro Gly Gln
1 5

<210> 19

<211>10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 19
Lys Leu Arg Ala Arg Val Glu Asn Thr Lys
1 5 10

<210> 20

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 20
Thr Phe Lyg Pro Gly Gln
1 5

<210> 21
<211>10

<212> PRT
<213> Haemophilus influenzae

<400> 21
Lys Leu Arg Ala Arg Val Glu Lys Thr Lys
1 5 10
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<210> 22

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 22

Thr Phe Lys Pro Gly Gln
1 5

<210> 23

<211>10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 23

ES 2754240 T3

Lys Leu Arg Ala Arg Val Glu Lys Thr Lys

1 5

<210> 24

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 24
Thr Phe Arg Pro Gly Gln
1 5

<210> 25

<211>14

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400>25

Lys Leu Lys Ser Arg Val Glu Asn Ala Ser Pro Lyg Asp Glu

1 5

<210> 26

<211>6

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 26
Thr Phe Arg Pro Gly Gln
1 5

<210> 27

<211>14

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 27

Lys Leu Lys Ala Arg Val Glu Ala Tyr Ala Gly Thr Lys Ser

1 5

<210> 28

<211>90

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 28

10

10

10

88
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15

Met Asn lLys Thr

Ser Lys Thr Gln
20

Thr Glu Ser Leu
35

Thr Phe Lys Val
50

Thr Gly Lyg Glu
65

Ser Gly lys Ala

<210> 29

<211>90

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 29
Met Aszn Lys Ser
1

Ser Lys Ala Ala
20

Thr Glu Ser Leu
35

Thr Phe Ala Val
50

Thr Gly Lys Glu
65

Ala Gly Lys Ala

<210> 30

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 30

Ala Phe Val Ser
1

<210> 31

Gln

Ala

Lys

Asn

Ile

Len
85

Gln

Ala

Lys

Lys

Ile

Leu
85

Gly

Len

Lys

Glu

His

Lys

70

Lys

Leu

Gly

Glu

Glu

Thr

70

Lys

Lys

ES 2754240 T3

Ile Asp

Ala Ala

Gly Asp

40

Arg Ala
55

Ile Ala

Asp Ala

Ile Asgp

Arg Ala

Gly Asp

40

Arg Ala

Ile Ala

Asp Ala

Val

Leu

25

Ala

Glu

Ala

Val

Lys

Leu

25

Asgp

Ala

Ala

Val

Ile Ala Glu Lys

10

Glu Ser Thr Leu

Val Gln Leun Val

45

Ala

Ala
30

Gly

Arg Thr Gly Arg Asn
60

Ala Asn Val Pro

75

Lys
90

Ile Ala
10

Asp Ala

Val Ala

Arg Thr

Ala Lys

75

Asn
90

89

Ala

Ile

Gly

Val

Gly

Ile

Val

45

Arg

Pro

Ala

Ala

Ala

30

Gly

Azn

Ser

Glu

15

Ala

Phe

Pro

Phe

Asgp

15

Ser

Phe

Pro

Phe

Len

Ile

Gly

Gln

Val
80

Ile

Val

Gly

Gln

Arg
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35

40

45

50

<211>7
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 31
Ala Leun lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 32

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 32
Ser Phe Arg Ala Gly Lys
1 5

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 33
Ala Leu Lys Asp Ala Val Asn
1 5

<210> 34

<211>20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 34

1

Pro Lys Asp Glu
20

<210> 35

<211>20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 35

Lys Tyr Val Pro His Phe Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Asp Arg Ala

Asn Ile Tyr Gly
20

<210> 36

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Secuencia de consenso sintética"

ES 2754240 T3

Thr Phe Arg Pro Gly Gln Lys Leu Lys Ser Arg Val Glu Asn Ala Ser
5

10

10

90
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30

35

40

45

50

55

60

ES 2754240 T3

<220>

<221> base_modificada

<222> (7)..(10)

<223> a, ¢, t, g, desconocida u otra

<400> 36
watcaannnn ttr 13

<210> 37

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 37
Gly Pro Ser Leu Lys Leu
1 5

<210> 38

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 38
Gly Pro Ser Leu
1

<210> 39

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 39
Pro Ser Leu Lys
1

<210>40

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 40
Gly Pro Ser Leu Lys
1 5

<210> 41
<211>4
<212> PRT

91
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15

20

25

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

ES 2754240 T3

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400> 41

Ser Leu Lys Leu

1

<210> 42
<211>99
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 42
Met Ala
1

Gly Leu

Glu Ile

Phe Gly
50

Pro Lys
65

Phe Arg

Lys Asp

<210>43
<211>99
<212> PRT

Leu Thr

Ser Lys

20

Arg Arg

Asn Phe

Thr Gly

Pro Gly

Glu

Lys

Arg

Ala

Asp

Glu

Gln
85

<213> Salmonella enterica

<400> 43

Ala

Asp

Leu

Leu

Asgp

70

Lys

Glu

Ala

Glu

Arg

55

Ile

Leu

Lys

Azn

40

Asp

Pro

Lys

Ser

Glu

25

Gly

Lys

Ile

Ser

Glu Tyr Leu Phe
10

Leu Val Glu Leu

Glu Gln Val Lys
45

Asn Gln Arg Pro
&0

Thr Ala Arg Arg
15

Arg Val Glu Asn
20

92

Asp Lys
15

Phe Phe

30

Leu Ser

Gly Arxrg

Val val

Ala Ser
95

Leu

Glu

Gly

Asn

Thr

80

Pro



10

Met Ala

Gly Leu

Glu Ile

Phe Gly

Pro Lys

65

Phe Arg

Lys Glu

<210> 44
<211>98
<212> PRT

Leu

Ser

Arg

35

Azn

Thr

Pro

Glu

Thr

Lys

20

Arg

Phe

Gly

Gly

<213> Vibrio cholerae

<400> 44

Met Ala Leu Thr

1

Gly Met

Glu Ile

Phe Gly

50

Pro Lys
65

Phe Arg

Glu Lys

<210>45

Ser

Arg

Asn

Thr

Pro

Lys
20

Lys

Phe

Gly

Gly

Lys

Arg

Ala

Asgp

Glu

Gln
85

Lys

Arg

Ala

Asp

Glu

Gln
85

Ala

Asp

Leu

Leu

Asp

70

Lys

Ala

Asp

Leu

Len

Asgp
70

Lys

Glu

Ala

Glu

Arg

55

Ile

Leu

Glu

Ala

Glu

Arg

55

Ile

Leu

ES 2754240 T3

Met

Lys

Asn

40

Asp

Pro

Lys

Leu

Lys

Ser

40

Asp

Pro

Lys

Ser

Glu

25

Gly

Lys

Ile

Ser

Ala

Asp

Gly

Lys

Ile

Ala

Glu Tyr

Leu Val

Glu Gln

Asn Gln

Thr Ala

15

Arg Val
20

Glu Ala
10

Thr Val

Glu Gln

Asn Glu

Thr Ala
75

Arg Val
90

93

Leu

Glu

Val

Arg

60

Arg

Glu

Leu

Glu

Val

Arg

60

Arg

Glu

Phe

Leu

Lys

45

Pro

Arg

Asn

Phe

Val

Lys

45

Pro

Arg

Azn

Asp

Phe

30

Leu

Gly

Val

Ala

Glu

Phe

30

Len

Gly

Val

Ile

Lys

15

Phe

Ser

Arg

Val

Ser
95

Gln

15

Phe

Ser

Arg

Val

Lys
95

Leu

Glu

Gly

Asn

Thr

80

Pro

Leu

Glu

Gly

Asn

Thr
80

Val
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15

<211>100
<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 45

Met Gly Ala Leu Thr Lys

1

Leu Gly

Glu Glu

Gly Phe
50

Asn Pro
65

Thr Phe

Gly Thr

<210> 46
<211> 96
<212> PRT

5

Leu Asn Lys Arg
20

Ile Arg Gln Ala
35

Gly Asn Phe Asp

Lys Thr Gly Glu

Arg Pro Gly Gln
85

Lys Ser
100

<213> Haemophilus influenzae

<400> 46
Met Ala
1

Tyr His Leu Ser Lys Gln

Glu Glu

Gly Phe
50

Asn Pro
65

Thr Phe

<210> 47

Thr Ile Thr Lys
5

20

Ile Arg Leu Ser
35

Gly Asn Phe Glu

Lys Thr Gly Asp
70

Lys Pro Gly Gln
85

ES 2754240 T3

Ala Glu

Glu Ala

Leu Glu
40

Leu Arg
55

Glu Ile

Lys Leu

Leu Asp

Asp Thr

Leu Glu
40

Len Arg
55

val val

Llys Leu

Ile

Lys

25

His

Asp

Pro

Lys

Ile

Lys
25

Ser

Asp

Pro

Arg

Ala

10

Glu

Azn

Lys

Ile

Ala
920

Ile
10

Asn

Gly

Lys

Val

Ala
90

94

Glu

Leu

Glu

Thr
75

Arg

Glu

Val

Gln

Ser

Ser

75

Arg

Arg

Val

Gln

Gln

60

Ala

Val

Tyr

Val

Asp

Ser
60

Ala

Val

Leu

Glu

Val

45

Arg

Arg

Glu

Leu

Glu

Val

45

Arg

Arg

Glu

Tyr

Leu

30

Lys

Pro

Arg

Ala

Ser

Asn
30

Lys

Pro

Arg

Lys

Glu Glu
15

Phe Phe

Leu Ser

Gly Arxrg

Val val
80

Tyr Ala
95

Asgp Lys
15

Phe Leu

Leu Ser

Gly Arg

Val val
80

Thr Lys
95
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15

<211> 98
<212> PRT
<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 47
Met Thr Leu Thr Lys Val Glu

1

His

Glu

Phe

Pro

65

Phe

Lys

Ile

Gly

Lys

Lys

Ala

<210> 48
<211>98
<212> PRT
<213> Moraxella catarrhalis

<400> 48
Met Gly Ala Leu Thr Lys Ala Asp Met Val Asp Glu Leu Thr Ile Arg

1

Ser

Arg

Asn

Thr

Pro

Lys

20

Val

Phe

Gly

Gly

5

Arg

Ala

Glu

Glu

Gln
85

5

Glu

Leu

Leu

Ser

70

Lys

Ala

Glu

Arg

Val

Leu

ES 2754240 T3

Leu

Lys

Thr

40

Asp

Pro

Arg

Ala

Asp

25

Gly

Lys

Val

Azn

Glu

10

Azn

Ala

Ser

Arg

10

Azn

Val

Asgp

Ser

Ala

75

Val

Leu

Glu

Val

Arg

Arg

Glu

Ile

Ser

Lys

45

Pro

Arg

Lys

Glu

Phe

30

Leu

Gly

Val

Val

Lys

15

Phe

Ser

Arg

Val

Lys
95

15

Phe

Glu

Gly

Azn

Val

80

Pro

Leu Arg Leu Thr Arg Gln Gln Ala Arg Lys Leu Val Asp Gly Phe Phe

20

25

95

30
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15

Glu

Gly

Azn

65

Thr

Glu

Glu

Phe

50

Pro

Phe

Gly

<210> 49
<211>100
<212> PRT
<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 49
Met Thr Leu Thr

1

Ser

Glu

Gly

Azn

65

Thr

Asp

Azn

Glu

Phe

50

Pro

Phe

Lys

<210> 50
<211>100
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 50
Met Thr Leu Thr Lys Ala Glu Leu Ala Asp Ile Leu Val Asp Lys Val

1

Ile Ser
35

Gly Asn

Lys Thr

Lys Ala

Val Thr
20

Ile Arg

35

Gly Asn

Lys Thr

His Ala

Gln Arxg
100

Gln

Phe

Gly

Gly

Lys

5

Lys

Ser

Phe

Gly

Ser

5

Ser

Glu

Glu

70

Gln

Ala

Azn

Thr

Gln

Glu

70

Gln

Leu

Leu

55

Ser

Lys

Glu

Asgp

Leu
55

Glu

Lys

ES 2754240 T3

Ala

40

Lys

val

Leu

Leu

Ala

Ala

40

Arg

val

Leu

Gln

Asgp

Pro

Arg

Ala

Lys

25

Ser

Asgp

Pro

Lys

Gly

Lys

Ile

Gly

Asp

10

Glu

Gly

Lys

Ile

Gly

10

96

His

Lys

Gln
75

Trp

Ile

Ile

Glu

Pro

Thr

75

Met

Glu Val
45

Pro Arg
60

Ala Arg

Ile Asgp

Leu Val

Val Glu

Glu Ile
45

Gln Arg
60

Ala Arg

Val Glu

Lys

Pro

Arg

Ser

Asp

Leu

30

Lys

Pro

Arg

His

Gly

Val

Gln
95

Lys

15

Phe

Ile

Gly

Val

Tyr
95

15

Ser

Arg

Val

80

Azn

Val

Phe

Ser

Arg

Val

80

Tyr
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Ser

Glu

Gly

Azn

65

Thr

Asp

Azn

Glu

Phe

50

Pro

Phe

Lys

<210> 51
<211>101
<212> PRT
<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 51

Ala

1

Glu

Val

Arg

65

Glu

Ser

Phe

Ala

Lys

50

Pro

Arg

Azn

<210> 52
<211> 107
<212> PRT

Val

Ile

35

Gly

Lys

His

Gln

Thr

20

Arg

Asn

Thr

Ala

Arg
100

Lys

Ser

Phe

Gly

Ser
85

Azn

Thr

Gln

Glu

70

Gln

Thr Glu Thr Pro

Asp

Phe

35

Leu

Gly

Val

Gly

Ser

20

Phe

Ser

Arg

Val

Ala
100

5

Val

Glu

Gly

Asn

Thr

85

Glu

Gly

Val

Phe

Pro

70

Phe

<213> Burkholderia pseudomallei

Asgp

Leu

Leu

55

Glu

Lys

Thr

Ile

Gly

Lys

His

ES 2754240 T3

Ala

Ala

40

Arg

Val

Asn

Arg

40

Azn

Thr

Ala

Lys

25

Ser

Asp

Pro

Lys

Thr

Lys

25

Asp

Phe

Gly

Ser

Glu

Gly

Lys

Ile

Ser
90

Lys

10

Arg

Ala

Gln

Glu

Gln
90

97

Ile

Glu

Pro

Thr

15

Met

Ala

Glu

Leu

Leu

Ala

75

Lys

Val

Glu

Gln

60

Ala

Val

Glu

Ala

Glu

Arg

Ile

Leu

Glu

Ile

45

Arg

Arg

Glu

Leu

Lys

Asn

45

Asgp

Pro

Lys

Leu

30

Lys

Pro

Arg

His

Ala

Asp

30

Gly

Lys

Ile

Ala

Phe

Ile

Gly

Val

Tyr
95

Glu

15

Met

Glu

Pro

Ala

Leu
95

Phe

Ser

Arg

Val

80

Tyr

Val

Ser

Gln

Ala

80

Val
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<400> 52

Thr

1

Leu

Val

Ser

Gln

65

Ala

Val

Ser Ala

Leu Phe

Glu Ala

35

Val Lys

50

Arg Pro

Arg Arg

Glu Asn

<210> 53
<211>113
<212> PRT
<213> Bordetella pertussis

<400> 53
Met Gly Thr Thr

1

Leu

Lys

Asp

Pro

Lys

Ala Glu

Asp Ile

Gly Asp

50

Lys Pro

Ile Ala

Ser Val

Gly

Aszp

20

Phe

Leu

Gly

Val

Gly
100

Leu

20

Val

Ser

Pro

Ala

Val
100

Asp

Ser

Phe

Ser

Arg

Val

85

Ala

Met

5

Leu

Asgp

Val

Arg

Arg

g5

Glu

Thr

Val

Glu

Gly

Azn

70

Thr

Glu

Leu

Phe

Thr

Lys

Pro

70

Arg

Gln

Pro

Gly

Val

Phe

55

Pro

Phe

Pro

Ala

Glu

Phe

Leu

55

Gly

Val

Pro

ES 2754240 T3

Thr

Ile

40

Gly

Azn

His

Asp

Glu

Arg

Phe

40

Ser

Arg

Val

Asn

Azn

25

Arg

Asn

Thr

Ala

Leu
105

Pro

Val

25

Glu

Gly

Asn

Thr

Ser
105

Thr

10

Lys

Aszp

Phe

Gly

Ser

20

Ala

Arg

10

Gly

Glu

Phe

Pro

Phe
90

Pro

98

Lys

Arg

Ala

Gln

Glu

15

Gln

Thr

Leu

Ile

Gly

Lys

15

His

Pro

Ala

Glu

Leu

Leu

60

Ala

Lys

Leu

Asn

Arg

Asn

60

Thr

Ala

Asp

Glu

Ala

Glu

45

Arg

Ile

Leu

Thr

Lys

Asgp

45

Phe

Gly

Ser

Pro

Leu

Lys

30

Aszn

Asp

Pro

Lys

Lys

Arg

Ala

Gln

Glu

Gln

Ala
110

Ala

15

Asgp

Gly

Lys

Ile

Ala
95

Ala

15

Glu

Leu

Val

Thr

Lys

95

Ser

Glu

Met

Glu

Pro

Ala
80

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

80

Leu

Ala
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Glu

<210> 54
<211>97
<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 54
Met Asn Asn Lys Glu
1 5

Thr Gln Asp Glu Ser
20

Gly Lys Ser Phe Glu
35

Thr Phe Glu Val Lys
50

Thr Gly Leu Arg Met

65

Proc Ala Ala Thr Ile
85

Gly

<210> 55

<211>95

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 55

Met Aszsn Asgn Lys Glu

1 5

Ser Gln Asp Glu Thr
20

Gly Asp Asn Phe Glu
35

Ser Phe Glu Val Lys
50

Thr Gly Leu Arg Met

Phe

Gln

Thr

Lys

Leu

70

Lys

Phe

Gln

Ser

Lys

Len

Ile

Lys

Gly

Arg

55

Val

Gly

Ile

Lys

Gly

Arg

55

Val

ES 2754240 T3

Ala

Met

Asp

40

Leu

Pro

His

Thr

Leu

Glu

40

Len

Pro

Ala

Val

25

Pro

Glu

Pro

Val

Ala

Val

25

Pro

Glu

Pro

Len

10

Lys

Val

Arg

Lys

Arg
90

Leu

10

Lys

Val

Arg

Lys

99

Ala

Thr

Pro

Val

Leu

75

Lys

Ala

Thr

Ile

Leu

Ala

Val

Val

Met

60

Val

Gly

Asn

Ala

Val

Met

60

Val

Arg

Val

Ile

45

Val

Leu

Gly

Arg

Leu

Ser

45

Thr

Leu

Thr

Asp

Gly

Asn

Asn

Gln

Val

Gln

30

Gly

Asn

Asn

Gly

15

Met

Phe

Pro

Phe

Asp
95

Gly

15

Ala

Phe

Pro

Phe

Tyr

Met

Gly

Ser

Lys

80

Azn

Arg

Met

Gly

Ala

Arg
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65

70

ES 2754240 T3

75

Ala Thr Ala Ser Val Lys Glu Lys Leu Lyg Lysg Gly Gly Ala Glu

<210> 56
<211>105
<212> PRT
<213> Treponema palladium

<400> 56
Met Lys Arg Val Arg

1

Asgp

Phe

Gly

Val

Tyr

Glu

Val

Arg

50

Lys

Val

Arg

<210> 57
<211> 101
<212> PRT
<213> Prevotella melaninogenica

<400> 57
Met Ala Lys Ser Ala Ile

1

Val

Ser

35

Asgp

Ser

Val

Ser

Asgp

20

Val

Phe

Ile

Phe

Gly
100

85

5

Val

Gly

Azn

Arg

85

Glu

5

Arg

Ser

Thr

Val

Thr

70

Pro

Val

His Asn Leu Ser Ala Asp

20

Asp Ile Ile Ser Ser Glu

35

Gly Leu Gly Thr Phe Lys

50

Thr

Arg

Ala

Phe

55

Gly

Ser

Gly

Gln

Asp

Leu

Val
55

Arg

Arg

Ala

40

Glu

Glu

Lys

Ala

Len

Ala

Lys

40

Gln

Ser

His

25

Leu

Ser

Val

Arg

Asp
105

Ile

Ala

25

Asn

Ala

90

Phe

10

Val

Glu

Arg

Val

Leu
90

Thr

10

Ala

Gly

Val

100

Val

Ala

Arg

Val

Ser

15

Lys

Ser

Phe

Asn

Lys

Val

Arg

Gly

Arg

60

Ile

Ser

Ala

Val

Gln

Pro
60

Asp

Val

Glu

45

Lys

Pro

Ala

Len

Asp

Val
45

Arg

Ala

Val

30

Thr

Ala

Ser

Val

Ala

Ala

30

Lys

Glu

95

Len

15

Asp

Val

Ser

His

Arg
95

Lys

15

Phe

Ile

Ser

80

Cys

Ser

Glu

Val

Cys

80

Gly

Gln

Phe

Lys

Val
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Asn Val Asn Thr Gly
65

Ser Phe Thr Pro Asp
85

Ser Gln Phe Glu Thr
100

<210> 58

<211>101

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 58
Met Ala Lys Thr Ala
1 5

Ile Thr

20

His Lys Val

Val val

35

Aszp Aszn Glu

Gly Leu Thr Phe

50

Gly

Asn
65

Val Asn Thr Gly

Ser Phe Thr Pro Asp

Ala Gln Phe Glu

100

Thr

<210> 59

<211> 90

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 59
Met Asn Lys Thr Asp
1 5

Thr Lys Lys Glu Ala
20

Gln Asn Ser Leun Ala Lys Gly Glu Lys

35

ES 2754240 T3

Glu Arg Val Len Ile Glu Gly His Asp Lys Ile

70

75

80

Thr vVal Met Lys Glu Leu Val Asn Lys Pro Phe

Leu

Lys

Gly

Lys

Glu

70

Ala

Leu Ile Asn Ala

Gly Ser Ala Val

Gln

Glu

Leu

Val

55

Arg

Thr

Leu Ile

Ala Glu

Lys Thr

40

Gln Ala

Vval Leu

Met Lys

40

25

25

90

Ala
10

Azp Ala Val Ala

Phe Val Ser Ala

30

Lys

Asp Lys Leu Val Lys

45

Val Lys Pro Arg Glu

60

Ile Glu

15

Gly His Glu

Glu
90

Val Asn Lys

Val Ala Glu Gln Ala
10

Asp Ala Val Phe Glu
30

Val Gln Leu Ile Gly
45

101

95

Lys
15

Lys
Ile Phe
Val Lys
Val

Ser

Val
80

Lys

Prc Phe

95

Aszsp Leu
15

Ser Ile

Phe Gly
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Asn Phe Glu Val

50

Thr Gly Lys Glu

65

Ala Gly Lys Ala

<210>60
<211>90
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 60

Met
1

Ser

Thr

Thr

Thr

65

Ser

Asn

Lys

Glu

Phe

50

Gly

Gly

<210> 61
<211>90
<212> PRT
<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 61
Met Asn Lyg Thr Asp Leu

1

Lys

Thr

Ser

35

Lys

Lys

Lys

Thr

Gln

20

Leu

Val

Glu

Ala

Arg

Ile

Leu
85

Gln

Ala

Lys

Asn

Ile

Leu
85

5

Glu

Asp

70

Lys

Len

Lys

Glu

His

Lys

70

Lys

Thr Lys Lys Glu Ala Gly

20

Gln Asn Ser Leu Ala Lys

35

Asn Phe Glu Val Arg Glu

50

Arg
55

Ile

Asgp

Ile

Ala

Gly

Arg

Ile

Asp

Ile

Ser

Gly

Arg
55

ES 2754240 T3

Ala

Pro

Ala

Asp

Ala

Asp

40

Ala

Ala

Ala

Asn

Ala

Glu

40

Ala

Ala

Ala

Val

Val

Len

25

Ala

Glu

Ala

Val

Ala

Val

25

Lys

Ala

Arg

Ser

Lys
90

Ile

10

Glu

Val

Arg

Ala

Lys
90

Val

10

Asp

Val

Arg

102

Lys Gly Arg Asn Pro Gln

60

Lys Val Pro Ala Phe Lys

15

Ala

Ser

Gln

Thr

Asn
75

Ala

Ala

Gln

Lys

Glu

Thr

Leu

Gly

Val

Glu

Val

Len

Gly
60

Lys

Len

Val

45

Arg

Pro

Gln

Phe

Ile

45

Arg

Ala

Ala

30

Gly

Asn

Ala

Ala

Glu

Gly

Asn

Glu

15

Ala

Phe

Pro

Phe

Asp

15

Ser

Phe

Pro

80

Len

Ile

Gly

Gln

Val
80

Leu

Ile

Gly

Gln
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Thr Gly lys Glu Ile Asp
65 70

Ala Gly Lyg Ala Leu Lys
85

<210> 62

<211>91

<212> PRT

<213> Streptococcus sobrinus

<400> 62
Met Ala Asn Lysg Gln Asp
1 5

Len Thr Lys Lys Asp Ser
20

Ile Glu Gly Phe Leu Ser

Gly Asn Phe Glu Val Arg
50

Gln Thr Gly Ala Glu Ile
65 70

Lyg Ala Gly Lyg Ala Leu
85

<210> 63

<211>91

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogeneses

<400> 63
Met Ala Asn Lysg Gln Asp
1 5

Len Thr Lys Lys Asp Ser
20

Ile Glu Ala Phe Leu Ala
35

Gly Asn Phe Glu Val Arg
50

Gln Thr Gly Ala Glu Ile

Ile

Asp

Leu

Ala

Lys

Glu

55

Lys

Lys

Leu

Ala

Glu

Glu

55

Glu

ES 2754240 T3

Pro Ala Ser Lyg Val Pro Ala Phe Lys

Ala Val Lys

Ile

Ala

Gly

40

Arg

Ile

Asp

Ile

Ala

Gly

Arg

Ile

90

Ala Lys

10

Ala Val

25

Glu Lys

Ala Ala

Ala Ala

Ala Val

Ala

Ala

25

Glu

Ala

Ala

90

Lys

10

Val

Lys

Ala

Ala

103

75

Val

Asp

Val

Arg

Ser

75

Lys

Val

Asp

Val

Arg

Ser

Ala

Thr

Gln

Lys

60

Lys

Ala

Ala

Gln

Lys

60

Lys

Glu

Val

Len

45

Gly

Val

Glu

Val

Len

45

Gly

Val

Ala Thr
15

Phe Ser
30

Ile Gly

Arg Asn

Pr¢o Ala

Ala Thr
15

Phe Ser

30

Ile Gly

Arg Asn

Pro Ala

80

Glu

Ser

Phe

Pro

Phe
80

Glu

Thr

Phe

Pro

Phe
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65 70

Lys Ala Gly Lys Ala Leu
85

<210> 64

<211>91

<212> PRT

<213> Streptococcus gallolyticus

<400> 64
Met Ala Asn Lys Gln Asp
1 5

Leu Thr Lys Lys Asp Ser
20

Ile Glu Ser Phe Leu Ser
35

Gly Asn Phe Glu Val Arg
50

Gln Thr Gly Glu Glu Ile
65 70

Lys Ala Gly Lys Ala Len
85

<210> 65

<211>91

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 65
Met Ala Asn Lys Gln Asp
1 5

Leu Thr Lys Lys Asp Ser
20

Val Ala Asp Tyr Leu Ala
35

Gly Asn Phe Glu Val Arg
50

Gln Thr Gly 2la Glu Ile
65 70

Lys

Leu

Ala

Glu

Glu

55

Glu

Lys

Ala

Glu

Glu

55

Glu

ES 2754240 T3

Asp

Ile

Ala

Gly

40

Arg

Ile

Asp

Ile

Ala

Gly

40

Arg

Ile

Ala Val
90

Ala Lys
10

Ala Val

25

Glu Lys

Ala Ala

Ala Ala

Ala Val
90

Ala Lys
10

Ala Val

25

Glu Lys

Ala Ala

Ala Ala

104

75

Lys

Val

Asp

Val

Arg

Ser

75

Lys

Val

Asp

Val

Arg

Ser
75

Ala

Ala

Gln

Lys

60

Lys

Ala

Ala

Gln

Lys

60

Lys

Glu

Val

Leu

45

Gly

Val

Glu

Val

Leu

45

Gly

Val

Ala

Phe

30

Ile

Arg

Pro

Ala

Phe

30

Ile

Arg

Pro

Thr

15

Ser

Gly

Asn

Ala

Thr

15

Ala

Gly

Asn

Ala

80

Glu

Ala

Phe

Pro

Phe
80

Glu

Ala

Phe

Pro

Phe
80
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Lys Ala Gly Lys Ala Leu

<210> 66
<211>91
<212> PRT

85

<213> Streptococcus pneumoniae

<400> 66

Met Ala Asn Lys Gln Asp

1

Leu Thr

Val Ala

Gly Asn
50

Gln Thr
65

Lys Ala

<210> 67
<211>91
<212> PRT

5

Lys Lys Asp

20

Asp Tyr Leun

35

Phe Glu Val

Gly Lysg Glu

Gly Lys Ala

85

<213> Streptococcus gordonii

<400> 67

Met Ala Asn Lys Gln

1

Leu Thr

Val Thr

Gly Asn
50

Gln Thr
65

Lys Ala

Lys

Glu

35

Phe

Gly

Gly

Lys

20

Tyr

Glu

Lys

Lys

5

Asp

Leu

Val

Glu

Ala
85

Ser

Ala

Arg

Met

70

Len

Asgp

Ser

Ser

Arg

Ile

70

Leu

Lys

Leu

Ala

Ala

Glu

55

Thr

Lys

Leu

Ala

Lys

Glu

55

Lys

Lys

ES 2754240 T3

Asp

Ile

ARla

Gly

40

Arg

Ile

Asp

Ile

Ala

Gly

40

Arg

Ile

Asp

Ala

Ala

Ala

25

Glu

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

25

Glu

Ala

Ala

Ala

Val
90

Lys

10

Val

Lys

Glu

Ala

Val
90

Lys

10

Val

Lys

Ala

Ala

Val
80

105

Lys

Val Ala

Glu Ala

vVal Gln

Arg Lys
60

Ser Lys
75

Lys

Val Ala

Asp Ala

Val Gln

Arg Lys
60

Ser Lys
75

Lys

Glu

Val

Leu

45

Gly

Val

Ala

Val

Leu

45

Gly

Val

Ala

Phe

30

Ile

Arg

Pro

Ala

Phe

30

Ile

Arg

Pro

Thr

15

Ala

Gly

Asn

Ala

Thr

15

Ala

Gly

Asn

Ala

Glu

Ala

Phe

Pro

Phe
g0

Glu

Ala

Phe

Pro

Phe
80
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20

<210> 68

<211>91

<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 68
Met Ala Asn Lys Gln
1 5

Leu Thr Lys Lys Asp
20

Val Ser Ser Tyr Leu
35

Gly Asn Phe Glu Val
50

Gln Thr Gly Glu Glu

65

Lys Ala Gly Lys Ala
85

<210> 69

<211>91

<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

<400> 69

Met Ala Asn Llys Ala

1 5

Len Thr Lys Lys Asp
20

Ile Gln Glu Thr Leu
35

Gly Asn Phe Glu Val
50

Gln Thr Gly Gln Glu

65

Lys Pro Gly Lys Ala
85

<210>70

<211>90

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

Asp

Ser

Ala

Arg

Ile

70

Leu

Glu

Ala

Ala

Arg

Ile

70

Leu

Leu

Ala

Lys

Glu

55

Lys

Lys

Len

Thr

Lys

Glu

55

Gln

Lys

ES 2754240 T3

Ile

Ala

Gly

40

Arg

Ile

Asp

Ile

Ala

Gly

Arg

Ile

Asp

Ala

Ala

25

Glu

Ala

Lys

Ala

Glu

Ala

25

Glu

Ala

Ala

Ala

Lys Val

10

Val Asp

Lys Val

Ala Arg

Ala Ser

75

Val Lys
80

Asn Val

10

Val Asp

Lys Val

Ala Arg

Ala Ser

Val Lys
90

106

Ala

Ala

Gln

Lys

60

Lys

Ala

Ala

Gln

Lys

60

Lys

Glu

Val

Len

45

Gly

Val

Ser

Val

Len

45

Gly

Val

Ala

Phe

30

Ile

Arg

Pro

Ser

Phe

30

Ile

Arg

Pro

Thr

15

Ser

Gly

Asn

Ala

Thr

15

Ser

Gly

Asn

Ala

Glu

Ala

Phe

Pro

Phe
80

Gly

Thr

Phe

Pro

Phe
80
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<400> 70
Met Asn
1

aAsn Lys

Thr Ala

Thr Phe
50

Thr Gly
65

Ser Gly

<210>71
<211>90
<212> PRT

Lys

Lys

Ser

35

Lys

Ala

Lys

Thr

Gln

20

Len

Val

Glu

Ala

<213> Vibrio cholerae

<400> 71
Met Asn
1

Thr Lys

Glu Gly

Thr Phe
50

Thr Gly
65

Ala Gly

<210>72
<211>90
<212> PRT

Lys

Val

Ala

35

Lys

Glu

Lys

Thr

Gln

20

Len

Val

Glu

Ala

Asp

Ala

Lys

Asn

Ile

Len
85

Gln

Ala

Lys

Asn

Ile

Len
85

Len

Lys

Glu

Glu

Gln

70

Lys

Len

Lys

Asp

His

Lys

70

Lys

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 72

Ile

Ala

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Ile

Ala

Gly

Arg

55

Ile

Asp

ES 2754240 T3

Asp

Ala

Glu

40

Ala

Ala

Ala

Asp

Ala

Asp

Ser

Ala

Ala

Ala

Leu

25

Pro

Ala

Ala

Ile

Phe

Leu

25

Gln

Ala

Ala

Ile

Ile

10

Glu

Val

Arg

Ser

Lys
90

Ile

10

Glu

Val

Arg

Ala

Lys
90

107

Ala

Ala

Gln

Thr

Lys
75

Ala

Ala

Gln

Thr

Asn
75

Asn

Thr

Len

Gly

60

Val

Glu

Thr

Len

Gly

60

Val

Ala

Leu

Ile

45

Arg

Pro

Lys

Leu

Ile

45

Arg

Pro

Ala

Asp

30

Gly

Asn

Ala

Ala

Gly

30

Gly

Asn

Ala

Glu

15

Ala

Phe

Pro

Phe

Asp

Ala

Phe

Pro

Phe

Len

Ile

Gly

Gln

Val
80

Len

Val

Gly

Gln

Val
80
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Met

Pro

Thr

Thr

Thr

65

Ala

Azn Lys Ser Glu Leu

Ala val

20

Lys Ala Gly

Ala
35

Gly Leu Lys Ala

Phe
50

Ala val Lys Glu

Gly Lys Pro Ile Lys

70

Gly Ala Leu

85

Lys Lys

<210>73
<211>90
<212> PRT
<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 73

Met
1

Asn

Thr

Thr

Thr

65

Ser

Asn Lys Thr Asp Leu
5

Lys Lys Gln Ala Lys

20

Gly Ser Leu Lys Lys

Phe Lys Val Asn Ala

50

Gly Ala Glu Ile Lys

70

Gly Lys Ala Leu Lys

g5

<210>74

<211>90

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 74

Met
1

Asn Lys Thr Gln Leu
5

Ile

Arg

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Ile

Ala

Gly

Arg

55

Ile

Asgp

Val

ES 2754240 T3

Ala Ile

10

Asp Ala Ala

Ala Leu

25

Asp Ala Val

Asp Ser Val Val Leu

Ala Ala Arg Thr Gly

60

Ala Ala Ala Lys Ile

75

Ala Val Asn

20

Asp Ala Ile

10

Ala Ser

Ala Leu

25

Glu Ala Thr

Glu
40

Ala Val Gln Leu

Lys Ala Arg Thr Gly

60

Ala Ala Ser Lys Val

15

Ala Val Lys

90

Glu Gln

10

108

Ser

Ile

Val

45

Arg

Pro

Ser

Leu

Ile

45

Arg

Pro

Ala

Glu

30

Gly

Azn

Gly

Ala

Asp

30

Gly

Asn

Ala

Asgp

15

Ser

Phe

Pro

Phe

Glu

15

Ala

Phe

Pro

Phe

15

Ile

Val

Gly

Gln

Lys
80

Leu

Ile

Gly

Gln

Val
80

Ile Ala Ala Asn Ala Asp Ile
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Ser Lys

Ser Gly

Thr Phe
50

Thr Gly
65

Ala Gly

<210> 75
<211>90
<212> PRT

Ala

Thr

35

Ser

Glu

Lys

Ser

20

Len

Val

Glu

Ala

<213> Escherichia coli

<400> 75
Met Aszn
1

Ser Lys

Thr Glu

Thr Phe
50

Thr Gly
65

Ala Gly

<210>76
<211>90
<212> PRT

Lys

Ala

Ser

35

Ala

Lys

Lys

Ser

Ala

20

Leu

Val

Glu

Ala

Ala

Gln

Arg

Ile

Len
85

Gln

Ala

Lys

Lys

Ile

Leu
85

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 76

Met Asn lLys Ser Glu

1

5

Thr Lys Glu Gln Ala

Gly

Ser

Thr

Lys

70

Lys

Leu

Gly

Glu

Glu

Thr

70

Lys

Len

Ala

Arg

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Ile

Arg

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Val

Lys

ES 2754240 T3

Ala

Asp

40

Ala

Ala

Ala

Asgp

Ala

Asgp

40

Ala

Ala

Ala

Asp

Ala

Leu

25

Gln

Ala

Glu

Cys

Lys

Leu

25

Asgp

Ala

Ala

Val

Ser

Val

Asp

Val

Arg

Ala

Asn
80

Ile

10

Asp

Val

Arg

Ala

Asn
90

Ile
10

Asn

109

Ala Phe TIle Glu Ala Val
30

Ala Len Val Gly Phe Gly
45

Thr Gly Arg Asn Pro Llys
60

Lyg Val Pro Ser Phe Lysg
75 80

Ala Ala Gly Ala Asgp Ile
15

Ala Ile Ile Ala Ser Val
30

Ala Leu Val Gly Phe Gly
45

Thr Gly Arg Asn Pro Gln
60

Lys Val Prc Ser Phe Arg
75 80

Ala Gln Ser Ala Gly Len
15

Ala Phe Thr Glu Ser Val
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20

Gln Gly Ala Leu Gln

35

Thr Phe Ser Val Lys

50

Thr Gly Glu Ala Ile

65

Ala Gly Lys Val Leu

<210>77
<211>90
<212> PRT
<213> Bordetella pertussis

<400> 77

Met
1

Ser

Lys

Thr

Thr

65

Pro

Asn

Lys

Thr

Phe

50

Gly

Gly

<210>78
<211> 99
<212> PRT
<213> Moraxella catarrhalis

<400> 78
Met Gln Ala Val Ile

1

g5

Lys Thr Glu

Ala

Thr

35

Ala

Glu

Lys

Ala

20

Leu

Val

Thr

Ala

5

Ala

Lys

Ser

Ile

Leu
85

5

Val Cys Glu Glu Leu

20

Arg

Glu

Gln

70

Lys

Len

Gly

Lys

Ala

Lys

70

Lys

Azn

Glu

Gly

Arg

55

Ile

Glu

Ile

Arg

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Lys

Glu

ES 2754240 T3

Asgp

40

Ala

Ala

Ser

Asp

Ser

Gly

40

Ala

Lys

Ala

Ser

Asgp

25

Asgp

Ala

Ala

Val

His

Len

25

Thr

Ala

Lys

Val

Azn

Val
25

30

Val Val Leu Val Gly Phe Gly
45

Arg Met Gly Arg Asn Pro Lys
&0

Ser Lys Val Pro Ser Phe Lys
75 80

Asn
90

Ile Ala Ser Lys Ala Asp Ile
10 15

Asp Ala lLeu Ile Gly Ala Val
30

Val Thr Leu Val Gly Phe Gly
45

Arg Thr Gly Arg Asn Pro Arg
60

Ala Lys Val Pro Lys Phe Arg
75 80

Asn
90

Leu Ile Ala Asn Leu Ala Ser
10 15

Val Asp Glu Ala Val Arg Leu
30

110
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Met Tle Ala Met Met Val

35

Val Arg Gly Phe Gly Ser

50

Ala Arg Asn Pro Arg Thr

65

70

Thr Pro Tyr Phe Lys Pro

Val Asn Asp

<210> 79
<211>91
<212> PRT

85

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 79
Met Asn
1

Ser Lys

Lys Glu

Thr Phe
50

Ser Lys
65

Ala Gly

<210> 80
<211> 91
<212> PRT

Lys

Ala

Ala

35

Ala

Glu

Ala

Thr

Ala

20

Len

Thr

Lys

Glu

Glu Leu
5

Ala Lys

Ala Ala

Thr Glu

Ile Lys

70

Leu Ala
85

<213> Prevotella intermedia

<400> 80

Met Asn lys Thr Glu Len

1

5

Ser Lys Ala Agp Ser Lys

20

Asn

Phe

55

Gly

Gly

Ile

Lys

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Ile

Lys

ES 2754240 T3

Glu

40

Cys

Glu

Lys

Glu

Ala

Asp

40

Pro

Ala

Ala

Glu

Ala

Len

Len

Ser

Ala

Lys

Leu

25

Lys

Ala

Ala

Val

Lys

Leu
25

Val

His

Val

Len
80

Ile

10

Asp

Val

His

Lys

Asn
90

Ile
10

Asp

111

Tyr

His

Ser

75

Arg

Ala

Ala

Gln

Glu

Lys

75

Lys

Ala

Ala

Asp Gly Arg
45

Arg Ser Ala

val Lys Ala

Glu Ser Val

Ala Asn Ala

Thr Thr Glu
30

Leu Val Gly
45

Gly Ile Asn

Val Ala Lys

Ile

Arg

Lys

Asn
85

Glu

15

Ala

Phe

Pro

Phe

Glu

Ile

Ala

80

Len

Val

Ile

Gly

Arg

Lys
80

Ala Gly Ala Gly Leu

15

Met Thr Ala Ala Ile

30



10

15

Lysg Glu Ala Leu Val Ala
35

Thr Tyr Ser Val Thr Glu
50

Thr Lys Gln Lys Ile Gln
65 70

Pro Gly Ala Glu Leu Ala

85
<210> 81
<211> 106
<212> PRT
<213> Treponema denticola
<400> 81
Met Lyg Gln Lys Arg Ser
1 5

Asn Asn Pro Gln Tyr Gln
20

Phe Leu Asp Glu Leu Ser
35

Ile Arg Gly Leu Gly Ser

Asn Ala Arg Asn Pro Llys
65 70

Cys Lys Val Arg Phe Lys
85

Lyg Ile Asp Thr Gln Glu
100

<210> 82

<211> 88

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 82
Met Asn Lys Thr Asgp Phe
1 5

Thr Lys Ala Asp Ala Gln
20

Gly

Arg

55

Ile

Asp

Lys

Len

Val

Phe

55

Thr

Pro

Leu

Ile

Arg

ES 2754240 T3

Asp

40

Pro

Ala

Ala

Ile

Lys

Leu

40

Asp

Gly

Gly

Ile

Ala

Ala

Lys

Ala

Ala

Val

Asp

Gln

25

Leu

Phe

Glu

Lys

Glu
105

Ala

Val
25

Val

Hisg

Lys

Asn
90

Ile
10

Ile

Gln

Ala

Ala

Glu

90

Ser

Val
10

Asn

112

Gln Leu Val Gly Phe Gly

45

Glu Gly Ile Asn Pro Ala

60

Lys Val Ala Lys Phe Lys

75

Ala

Ile Asp Ser

Asn Ala Ile

Gln Gly Ile
45

Val Leu His

Val Leu Thr
75

Leu Lys Glu

Val Tyr
15

Ala Asn

30

Pro Val

Gly Arg

Ala Asp

Ala Leu
95

80

Arg

Len

Glu

Lys

Arg

80

Hisg

Ala Glu Lys Ala Aszn Leu

15

Ala Phe Ala Glu Val Val

30
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Thr Glu Gln

Thr Phe Ser

50

Thr Lys Lys

65

Pro Gly Ser

<210> 83
<211>94
<212> PRT

35

Met Asn Ala

Val Ser Glu

Ser Ile Ser
70

Thr Leu Glu
85

<213> Helicobacter pylori

<400> 83
Met Aszn
1

Agn Ser

Val Glu

Gly Lys
50

Gly Ser
65

Lys Phe

<210> 84
<211>92
<212> PRT

Lys

Lys

Thr

35

Phe

Asp

Gly

Ala Glu Phe
5

Arg Glu Ala
20

Ala Leu Ser

Glu Thr Ala

Lys Thr Tyr
70

Lys Thr Leu
85

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 84

Met Thr Lys Ala Asgp Ile

1

5

Ala Lys Lys Asp Val Ser

20

Lys Asp Ser Leu Leu Glu

Gly

Arg

55

Ile

Leu

Ile

Glu

Lys

Glu

55

Lys

Lys

Ile

Ala

Lys

ES 2754240 T3

Glu

40

Ala

Pro

Lys

Asp

Glu

Gly

Gln

Thr

Gln

Asn

val

Lys

Lyg Ile Ala Leu Ile Gly Phe Gly

Ala Arg Lys Gly

Ala Arg Llys

Leu

Ala

25

Glu

Lys

Glu

Lys

Glu

Val
25

Glu

75

Val Lys
10

Ile Ser

Ser Val

Gly Lys

Asp Lys

75

Val Glu
90

Ile Ala
10

Glu Ser

Asn Val

113

60

Val

Glu

Ala

Glu

Glu

60

Arg

Glu

Thr

Phe

Tyr

45

Ile Asn Pro Lys

Val Arg Phe Llys

Ala

Phe

Leu

45

Gly

Val

Gly

Ser

Met

Leu

Gly

Thr

30

Ile

Lys

Pro

Lys

Thr

Glu
30

Arg

Lys

15

Leu

Gly

Val

Lys

80

Tyr

Ala

Phe

Pro

Phe
80

Gly Ile

Thr Ile

Gly Phe
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35

Gly Ser Phe Ile Val

50

Ser Lys Asn Thr Thr

65

Lys Pro Ala Lys Thr

g5

<210> 85

<211>92

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 85

Met Thr Lysg Ala Asp

1 5

Ser Lys Lys Asp Val

20
Lys Asp Ser Leu Len
35

Gly Ser Phe Ile Val
50

S8er Lys Asn Thr Thr

65

Llys Pro Ala Lys Thr

85

<210> 86

<211>92

<212> PRT

Lys

Ile

70

Phe

Ile

Ser

Glu

Lys

Ile

70

Phe

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 86
Met Thr Lys Ala Asgp Val

1

5

Asp Lys Glu Thr Thr Leu

20

Lys Asp Ser Leu Ser Glu

35

His
55

Thr

Ile

Ile

Ala

Asn

Hisg

55

Thr

Ile

Val

Lys

Gly

ES 2754240 T3

40

Arg

Ile

Glu

Asn

Val

Lys

40

Arg

Ile

Glu

Asn

Val

Asp

Ala

Pro

Asgp

Glu

Val

25

Glu

Ala

Pro

Asp

Ala

Val
25

Asn

Glu

Ala

Met
920

Ile

10

Glu

Asn

Glu

Ala

Met
90

Ile

10

Glu

Val

114

Lys

His

15

Lys

Ala

Ser

Val

Lys

Hisg

75

Lys

Ala

Ser

Tyr

Thr
60

Asp

Lys

Ser

Phe

Tyr

Thr

60

Asp

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala Arg Asn Ile

Phe Pro Ser Phe

Ser

Met

Leu

45

Ala

Phe

Ser

Met

Thr

Asp

30

Arg

Arg

Pro

Thr

Asgp
30

80

Gly Ile
15

Ala Ile

Gly Phe

Asn Ile

Ser Phe
80

Gly Ile
15

Thr Ile

Arg Gly Phe Gly

45
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15

Ser Phe Ile Val Lys Glu
50

Lys Gln Thr Thr Ile Ile
65 70

Pro Ser Lys Ile Phe Met

85
<210> 87
<211>100
<212> PRT
<213> Mycobacterium tuberculosis
<400> 87
Met Asn lys Ala Glu Len
1 5

Asp Arg Arg Gln Ala Thr
20

Val Arg Ala Val Hig Lys
35

Val Phe Glu Gln Arg Arg
50

Thr Gly Glu Thr Val Lys
65 70

Phe Gly Ala Gln Phe Lys
85

Ala Glu Gly Pro
100

<210> 88

<211>100

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 88

Met Asn lLys Ala Glu Leun Ile Asp Val

1 5

Arg

Ile

Ser

Ile

Ala

Gly

Arg

55

Val

Ala

ES 2754240 T3

Ala Glu

Pro Lys

Gln Met

Asp Val

Ala Val

Asp Ser

40

Ala Ala

Lys Pro

val val

25

Lys

Arg

Lys
90

Leu

10

Glu

Val

Arg

Thr

Ser
80

Thr

Asn

75

Gln

Thr

Asn

Thr

Val

Ser

75

Gly

Ala Arg Asn Ile Ser
60

Ile Pro Ala Phe Lys
80

Asp

Gln Lys Leu Gly Ser
15

Val Val Asp Thr TIle
30

Ile Thr Gly Phe Gly
45

Ala Arg Asn Pro Arg
60

Val Pro Ala Phe Arg

Ala Gln Arg Leu Pro
95

Leu Thr Thr Lys Met Gly Thr

10

15

Asp Arg Arg Gln Ala Thr Ala Ala Val Glu Asn Val Val Asp Thr Ile

20

25

30

Val Arg Ala Val His Lys Gly Asp Ser Val Thr Ile Thr Gly Phe Gly

35

40

115

45
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15

Val Phe Glu Gln

50

Thr Gly Glu Thr

65

Phe Gly Ala Gln

Ala Asp Gly Pro
100

<210> 89
<211>94
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 89
Met Thr
1

Ile Pro

Gly Ser
50

Lys Thr
65

Lys Pro

<210> 90
<211> 94
<212> PRT

Lys

Ala

Ser

35

Phe

Gly

Gly

Ser

Lys

20

Thr

Ser

Asgp

Lys

ES 2754240 T3

Arg Arg Arg Ala Ala Arg Val Ala Arg Asn Pro Arg

Val

Phe
&5

Glu

Thr

Leu

Leu

Lys

Glu
85

<213> Salmonella enterica

<400> 90

Met Thr Lysg Ser Glu

1

5

Ile Pro Ala Lys Ala

20

Met Ala Ser Thr Leu

35

Lys
70

Lys

Leu

Val

Ala

His

Val

70

Leu

Leu

Val

Ala

55

Val Lys Pro Thr Ser

Ala val Ile Ser

Ile

Glu

Gln

Tyr

55

Glu

Arg

Ile

Glu

Gln

Glu

Asp

Gly

40

Arg

Leu

Asp

Glu

Asp

Gly
40

Arg

Ala

25

Glu

Ala

Glu

Arg

Arg

Ala
25

Glu

75

20

Leu Ala
10

Val Lys

Arg Ile

Pro Arg

Gly Lys

75

Ala Asn
90

Leu Ala
10

Val Lys

Arg Ile

116

Gly

60

Val Pro Ala Phe Arg

80

Ala Gln Lys Leu Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

60

Tyr

Ile

Thr

Glu

Glu

Gln

Met

Ile

45

Gly

Val

Tyr

Gln

Met

Ile
45

Gln

Leu

30

Arg

Arg

Pro

Gly

Gln

Leu
30

Arg

95

Ser His

15

Glu His

Gly Phe

Azn Pro

His Phe
80

Ser His
15

Glu Hisg

Gly Phe
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Gly Ser Phe Ser Leu Hisg
50

Lys Thr Gly Asp Lys Val
65 70

Llys Pro Gly Lys Glu Len
85

<210> 91

<211>92

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 91
Met Thr Lys Ser Glu Leu
1 5

Leu Ser Ala Lys Glu Ile
20

Met Ala Ser Thr Leu Glu
35

Gly Ser Phe Ser Leu His

Lys Thr Gly Asp Lys Val
65 70

Lys Pro Gly Lys Glu Leu

85
<210> 92
<211> 94
<212> PRT
<213> Pseudomonas aeruginosa
<400> 92
Met Thr lys Ser Glu Len
1 5

Leu Ser Ala Lys Asp Val
20

Met Ser Gln Ala Leu Ala
35

Gly Ser Phe Ser Leu His

Tyr
55

Glu

Arg

Ile

Glu

Ala

Tyr

55

Glu

Arg

Ile

Glu

Thr

Tyr

ES 2754240 T3

Arg Ala

Leu Glu

Asp Arg

Glu Arg

Asp Ala
25

Gly Glu
40

Arg Glu

Leu Glu

Glu Arg

Glu Arg

Leu Ala
25

Gly Asp
40

Arg Ala

Pro

Gly

Ala
90

Leu

10

Val

Arg

Pro

Gly

Val
90

Ile

10

Ile

Arg

Pro

117

Arg

Lys

75

Asn

Cys

Lys

Ile

Arg

Lys

75

Asn

Val

Lys

Ile

Arg

Thr Gly
60

Tyr Val

Ile Tyr

Ala Glu

Asn Ile

Glu Ile

45

Val Gly
60

Tyr Val

Leu

Thr His

Thr Met

Glu Ile

45

Val Gly

Arg

Pro

Gly

Gln

Leu

30

Arg

Pro

Gln

Len

30

Arg

Arg

Asn Pro

Hig Phe
80

Thr His

15

Glu His

Gly Phe

Azn Pro

His Phe
80

Gly Gln

15

Glu Gln

Gly Phe

Azn Pro
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50 55

Lys Thr Gly Glu Ser Val Arg Leu

65 70

Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Asp
85

<210> 93

<211>94

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 93

Met Thr Lys Ser Glu Leu Met Glu

1 5

Len Pro Ala Lys Glu Ile Glu Asn
20

Ile Ser Gln Ser Leu Glu Asn Gly
35 40

Gly Ser Phe Ser Leu Hig Hisg Arg
50 55

Lys Thr Gly Asp Ser Val Asn Len

65 70

Lyg Ala Gly Lysg Glu Leu Lyg Ala
85

<210> 94

<211> 95

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 94

Met Thr Lys Ser Glu Leu Ile Glu

1 5

Ile Pro Val Lys His Val Glu Glu
20

Met Ser Tyr Val Leu Glu His Gly
35 40

Gly Ser Phe Ser Leu Hig Cys Arg
50 55

Asgp

Arg

Lys

Met

25

Asp

Gln

Ser

Arg

Leu

Ala

25

Glu

Gln

Gly

Val
90

Leu

10

Val

Arg

Pro

Ala

Val
90

Leu

10

Val

Arg

Pro

118

Lys
75

Asn

Ser

Lys

Val

Arg

Lys

75

Asp

Val

Lys

Ile

Arg

60

Phe Val Pro

Glu Pro Glu

Ala Lys Gln

Gly Ile Leun
30

Glu Val Arg
45

Leu Gly Arg
60

Ser Val Pro

Val Gln Ala

Gln Lysg Asn

Ala Ile Len
30

Glu Val Arg
45

Ile Gly Arg
60

His

Pro

15

Glu

Gly

Asn

Tyr

Ser

15

Glu

Gly

Asn

Phe
80

Thr

Phe

Phe

Pro

Phe
g0

Asn

Gln

Phe

Pro
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Lys Thr Gly Glu Gln

65

Lys Ala Gly Lys Glu

<210> 95
<211>98
<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 95

Met Val Arg Leu Ala

1

Thr

Ser

Thr

65

Pro

Ala

Ala

Arg

Phe

50

Gly

Gly

Asn

<210> 96

<211>104
<212> PRT
<213> Neisseria meningitidis

<400> 96

Met Thr Lys Ser Glu

1

Lys Asn Gly Thr His

Val Leu Val Asp Thr

Glu Ile Arg Gly Phe

50

Lys Asgp Val

Ser Leu Ala

35

Asp Leu Asn

Glu Arg Val

Lys Glu Leu

35

20

20

g5

5

g5

5

Val Lys
70

Leu Arg

Glu Val

Glu Tyr

Arg Gly

His Arxrg

55

Glu Val
70

Arg Glu

Leu Met

Leu Leu

Met Thr

Gly Ser
55

ES 2754240 T3

Leu

Glu

Phe

Ser

Gln

40

Pro

Pro

Arg

Val

Ala

Arg

40

Phe

Asp

Arg

Ala

Val

25

Arg

Ala

Glu

Val

Arg

Lys

25

Ser

Asp

Ala

Val
90

Ala

10

Lys

Ile

Arg

Lys

Asp
20

Leu

10

Asgp

Leu

Leu

119

Lys
75

Asp

Lys

Val

Glu

Ile

His

75

Leu

Ala

Val

Ala

Asn

Cys

Val

Asn

Leu

Ile

Gly

60

Val

Ala

Glu

Glu

Arg

His
60

Val

Tyr

Gly

Val

Arg

Arg

Pro

Leu

Val

Tyr

Gly

45

Arg

Pro

Ala

Thr

Asp

30

Gly

Azn

His

Lys

Phe

Ser

30

Gln

Pro

Tyr

Ala
95

His

15

Thr

Phe

Pro

Phe

Glu
95

Ala

15

Val

Arg

Ala

Phe
80

Met

Gly

Lys

Lys

80

Asn

Ala

Lys

Ile

Arg
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Ile Gly Arg Asgn Pro Lys Thr Gly Glu Arg Val Glu Val Pro Glu Lys

65 70

75 80

His Val Pro His Phe Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp

85

Leu Ala Leu Lys Glu Asn
100

<210> 97

<211>107

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 97
Met Thr Lys Ser Glu Leu
1 5

Leu Val Leu Lys Asp Ala

20

Met Ser Asgp Ala Leu Ala

35

Gly Ser Phe Asn

50

Gly Leu

Val
70

Lys Ser

65

Gly Glu Lys

Lys Pro Gly Lys Glu Leu

Pro Lys Ala Asp

100

Asp

<210> 98

<211>107

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 98
Met Thr Lys Ser Glu Leu
1 5

Leu Val Leu Lys Asp Ala
20

Met Ser Asp Ala Len Ser
35

Ala Asn

Val Ala

Asp Phe
Gly

Lys

Arg
55

Arg

Gln

Val

Arg Glu

Pro Asp

Val Ala

Phe

Asp

Lys Gly

Gln

Ala

25

His

Pro

Pro

Arg

Asp
105

Gln

Ala
25

Hisg

90

Leu

10

Val

Arg

Ala

Glu

Val

20

Asgp

Leu
10

Val

Arg

95

Ala Phe Pro Gln

15

Ser Arg

Thr Leu Ala

30

Lys Met Asgp

Ile Glu Ile Phe

45

Arg Gly

Val
60

Arg Gly Arg Asn Pro

Phe
80

Lys Phe Val Pro His

75

Ala Gly Glu

95

Asp Gly Arg

Arg

Ala Ser Arg Phe Pro Gln
15

Lys Thr Met Leu Asp Ala
30

Ile Glu Ile Arg Gly Phe

45

120
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Gly Ser Phe Gly Leu Asn Arg Arg Pro Ala Arg Val Gly Arg Asn Pro
50 55 60

Lys Ser Gly Glu Lys Val Gln Val Prc Glu Lys His Val Pro His Phe
65 70 75 80

Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Gly Arg Ala Gly Glu
85 20 95

Pro Leu Lys Asn Asp Glu Pro Glu Asp Ala Gln
100 105

<210> 99

<211>101

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 99
Met Thr Lys Ser Glu Leu Ile Ala Ala Leu Ala Ala Arg Tyr Pro Gln
1 5 10 15

Leun Ala Ala Arg Asp Thr Asp Tyr Ala Val Lys Thr Met Leu Asp Ala
20 25 30

Met Thr Gln Ala Leu Ala Ser Gly Gln Arg Ile Glu Ile Arg Gly Phe
35 40 45

Gly Ser Phe Ser leu Ser Gln Arg Ser Pro Arg Ile Gly Arg Asn Pro
50 55 60

Lys Ser Gly Glu Gln Val Len Val Pro Gly Lys Gln Val Pro His Phe
65 70 75 80

Lyg Pro Gly Lysg Glu Leu Arg Glu Trp Val Asp Leu Val Gly Asn Asp
85 90 95

Gln Gly Asp Asp Ser
100

<210> 100
<211> 108
<212> PRT
<213> Borrelia burgdorferi

<400> 100
Met Ser Phe Ser Arg Arg Pro Lys Val Thr Lys Ser Asp Ile Val Asp
1 5 10 15

Gln Ile Ser Leu Asn Ile Lys Asn Asn Asn Leu Lys Leu Glu lys Lys

121



10

15

20

25

30

35

ES 2754240 T3

20 25 30

Tyr Ile Arg Leu Val Ile Asp Ala Phe Phe Glu Glu Leu Lys Ser Asn
35 40 45

Leu Cys Ser Asn Asgn Val Ile Glu Phe Arg Ser Phe Gly Thr Phe Glu
50 55 60

Val Arg Lys Arg Lys Gly Arg Leu Asn Ala Arg Asn Pro Gln Thr Gly
65 70 75 80

Glu Tyr Val Lys Val Leu Asp Hig Hig Val Ala Tyr Phe Arg Pro Gly
85 90 95

Lys Asp Leu Lysg Glu Arg Val Trp Gly Ile Lys Gly
100 105

<210> 101

<211>16

<212> PRT

<213> Streptococcus sp.

<400> 101
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lyg Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 102

<211> 16

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 102
Asp Leu Arg Asp Lys Asn Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 103

<211> 16

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 103
Azp Leu Arg Agp Lys Agn Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 104

<211> 16

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 104
Asp Leun Arg Asp Lys Asn Glu Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lyg Thr Gly
1 5 10 15

<210> 105
<211> 16
<212> PRT
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<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 105
Asp Leu Arg Asp Lys Arg Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 106

<211> 16

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 106
Glu Leu Arg Asp Lys Ser Ser Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210>107

<211>16

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 107
Glu Leu Arg Asp Lys Ala Ser Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 108

<211> 16

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 108
Glu Leu Lys Asp lys Lys Pro Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 109

<211> 16

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 109
Gln Leu Arg Asp Lys Pro Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 110

<211> 16

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 110
Gln Leu Arg Asp Lys Pro Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 111

<211> 16

<212>PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 111
Gln Leu Arg Asp Lys Pro Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 112
<211> 16
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<212> PRT
<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 112

Gln Leu Arg Asp Lys Pro
1 5

<210> 113

<211> 16

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 113
Gln Val Arg Asp Lys Pro
1 5

<210> 114

<211>16

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 114
Glu Val Lys Lys Arg Leu
1 5

<210> 115

<211> 16

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 115
Glu Val Lyg Lys Arg Leu
1 5

<210> 116

<211>16

<212> PRT

<213> Treponema palladium

<400> 116
Glu Ser Arg Val Arg Lys
1 5

<210> 117

<211> 16

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 117

ES 2754240 T3

Gln Arg Pro Gly Arg Asn Pro Asgn
10

Pro Arg Pro Gly Arg Asn Pro Lys
10

Glu Arg Val Met Val Asn Pro Ser
10

Glu Arg Ile Met Thr Asn Pro Ala
10

Ala Ser Val Gly Lys Ser Ile Asn
10

Thr Gly
15

Thr Gly

Thr Gly
15

Thr Gly
15

Thr Gly
15

Lys Val Gln Ala Val Lys Pro Arg Glu Ser Val Asn Val Asn Thr Gly

1 5

<210> 118

<211> 16

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 118

Lys Val Gln Ala Val Lys
1 5

10

Pro Arg Glu Ser Val Asn Val Asn
10

124

15

Thr Gly
15
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<210> 119

<211> 16

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400>119

Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 120

<211> 16

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 120
Lys Val Asn His Arg Ala Glu Arg Thr Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 121

<211> 16

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 121
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lyg Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 122

<211> 16

<212> PRT

<213> Streptococcus sobrinus

<400> 122
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210>123

<211>16

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogeneses

<400> 123
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 124

<211>16

<212> PRT

<213> Streptococcus gallolyticus

<400> 124
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 125

<211> 16

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 125

125



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2754240 T3

Glu val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lysg Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 126

<211> 16

<212> PRT

<213> Streptococcus pneumoniae

<400> 126
Glu val Arg Glu Arg Ala Glu Arg Lysg Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210>127

<211> 16

<212> PRT

<213> Streptococcus gordonii

<400> 127
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 128

<211> 16

<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 128
Glu Val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lysg Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 129

<211> 16

<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

<400> 129
Glu val Arg Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 130

<211> 16

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 130
Lys Val Asn Glu Arg Ala Ala Arg Thr Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 131

<211> 16

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 131
Lys Val Asn His Arg Ser Ala Arg Thr Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 132

<211>16

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis
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<400> 132
Ala Val Ser Ala Arg Ala Ala Arg Thr Gly Arg Asn Pro Arg Thr Gly
1 5 10 15

<210> 133

<211> 16

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 133
Ala Val Lys Glu Arg Ala Ala Arg Thr Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 134

<211> 16

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 134
Ser Val Arg Thr Arg Ala Ala Arg Thr Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 135

<211> 16

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 135
Ala Thr Thr Glu Arg Pro Ala Hig Glu Gly Ile Asn Pro Arg Ser Lys
1 5 10 15

<210> 136

<211> 16

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 136
Ser Val Thr Glu Arg Pro Ala His Glu Gly Ile Asn Pro Ala Thr Lys
1 5 10 15

<210> 137

<211>16

<212> PRT

<213> Treponema denticola

<400> 137
Phe Ala Val Leu His Gly Arg Lys Asn Ala Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 138

<211> 16

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 138
Ser Val Ser Glu Arg Ala Ala Arg Lys Gly Ile Agn Pro Lys Thr Lys
1 5 10 15

<210> 139
<211> 16
<212> PRT
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<213> Helicobacter pylori

<400> 139
Glu Thr ala Glu Gln Lys Gly Lys Glu Gly Lys Val Pro Gly Ser Asp
1 5 10 15

<210> 140

<<211>17

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 140

Phe Ile val Lys His Arg Ala Glu Lys Thr Ala Arg Asn Ile Ser Lys
1 5 10 15

Asn

<210> 141

<211>17

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 141
Phe Ile Val Lys His Arg Ala Glu Lys Thr Ala Arg Asn Ile Ser Lys
1 5 10 15

Asn

<210> 142

<211>16

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 142
Ile Val Lys Glu Arg Ala Glu Lys Thr Ala Arg Asn Ile Ser Lys Gln
1 5 10 15

<210> 143

<211> 16

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 143

Glu Gln Arg Arg Arg Ala Ala Arg Val Ala Arg Asn Pro Arg Thr Gly
1 5 10 15

<210> 144

<211> 16

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 144
Glu Gln Arg Arg Arg Ala Ala Arg Val Ala Arg Asn Pro Arg Thr Gly
1 5 10 15

<210> 145
<211> 16
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<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 145
Ser Leu His Tyr Arg Ala Pro Arg Thr Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 146

<211> 16

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 146
Ser Len His Tyr Arg Ala Pro Arg Thr Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 147

<211> 16

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 147
Ser Leu Hig Tyr Arg Glu Pro Arg Val Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 148
<211> 16
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 148
Ala val Lys Glu Arg Ala Ala Arg Thr Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly
1 5 10 15

<210> 149

<211> 16

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 149
Ser Val Lys Glu Arg Ala Ala Arg Met Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 150

<211> 16

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 150
Ser Leu His Tyr Arg Ala Pro Arg Val Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15

<210> 151

<211> 16

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 151
Ser Len His His Arg Gln Pro Arg Len Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
1 5 10 15
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<210> 152

<211> 16

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 152
Ser Leu His Cys Arg Gln Pro Arg Ile
1 5

<210> 153

<211> 16

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 153
Azp Leu Asn His Arg Pro Ala Arg Ile
1 5

<210> 154

<211> 16

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 154

Asp Leu Asn Hisg Arg Pro Ala Arg Ile
1 5

<210> 155

<211> 16

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 155
Gly Leu Agn Arg Arg Pro Ala Arg Val
1 5

<210> 156

<211>16

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 156
Gly Leu Asn Arg Arg Pro Ala Arg Val
1 5

<210> 157

<211>16

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 157
Ser Leu Ser Gln Arg Ser Pro Arg Ile
1 5

<210> 158

<211> 16

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 158

Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
10 15

Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
10 15

Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly
10 15

Gly Arg Asn Pro Lys Ser Gly
10 15

Gly Arg Asn Pro lys Ser Gly
10 15

Gly Arg Asn Pro lys Ser Gly
10 15
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Cys Leu His His Arg Ser Ala Arg Ile Ala Arg Asn Pro Arg Thr Gly

1 5

<210> 159

<211>17

<212> PRT

<213> Borrelia burgdorferi

<400> 159

1

Gly

<210> 160

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogeneses

<400> 160
Ala Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 161

<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogeneses

<400> 161
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 162

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus pyogeneses

<400> 162

10 15

Glu Val Arg Lys Arg Lys Gly Arg Leu Asn Ala Arg Asn Pro Gln Thr
5

10 15

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala Val Lys
20

<210> 163

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus gallolyticus

<400> 163
Ala Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 164

<<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus gallolyticus

10 15
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<400> 164
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 165

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus gallolyticus

<400> 165

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lyg Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala val Lys
20

<210> 166

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus sobrinus

<400> 166
Ala Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 167

<<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus sobrinus

<400> 167
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 168

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus sobrinus

<400> 168

Ile 2Ala Ala Ser Lysg Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala val Lys
20

<210> 169

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 169
Ala Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 170

<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae
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<400> 170
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 171

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus agalactiae

<400> 171

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala Val Lys
20

<210> 172

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus pneumoniae

<400> 172
Ala Phe lys Ala Gly Llys
1 5

<210> 173

<<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus pneumoniae

<400> 173
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 174

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus pneumoniae

<400> 174

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Agp Ala val Lys
20

<210> 175

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus gordonii

<400> 175
Ala Phe lys Ala Gly Llys
1 5

<210> 176

<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus gordonii

ES 2754240 T3
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<400> 176
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210>177

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus gordonii

<400> 177

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lyg Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala Val Lys
20

<210>178

<211>6

<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 178
Ala Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 179

<211>7

<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 179
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 180

<211>20

<212> PRT

<213> Streptococcus mutans

<400> 180

Ile Lys Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Agp Ala Val Lys
20

<210> 181

<211>6

<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

<400> 181
Ala Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 182

<211>7

<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

ES 2754240 T3
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<400> 182

Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys

1 5

<210> 183

<211>20

<212> PRT

<213> Enterococcus faecalis

<400> 183

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Pro Gly Lys Ala Leu Lys
1 5 10 15

Asp Ala Val Lys
20

<210> 184

<211>6

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 184
Ala Phe Lyg Ala Gly Lys
1 5

<210> 185

<<211>7

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 185
Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 186

<211>20

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 186
Ile Pro Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys
1 5 10 15

Asp Ala val Lys
20

<210> 187

<211>6

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 187
Ala Phe Lyg Ala Gly Lys
1 5

<210> 188

<<211>7

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis
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<400> 188

Ala Len Lys# Asp Ala Val Lys

1 5

<210> 189

<211>20

<212> PRT

<213> Staphylococcus epidermidis

<400> 189

Ile Pro Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys
1 5 10 15

Agp Ala Val Lys
20

<210> 190

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 190
Ala Phe Val Ser Gly Lys
1 5

<210> 191

<211>7

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 191
Ala Leu Lys Asp Ala Ile Lys
1 5

<210> 192

<211>20

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 192
Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Val Ser Gly Lys Ala Leu Lys
1 5 10 15

Asp Ala Ile Lys
20

<210> 193

<211>6

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 193
Ala Phe Val Ser Gly Lys
1 5

<210> 194
<<211>7
<212> PRT
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<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 194

1

<210> 195
<211>20
<212> PRT

Ala Leu Lys Asp Ala Val Lys
5

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 195

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ala Phe Val Ser Gly Lys Ala Leu Lys

1

Asp Ala Val Lys
20

<210> 196

<211>6

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 196

Ala Phe Val Ala Gly Lys

1

<210> 197

<211>7

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 197

Ala Leu Lys Asp Ala Ile Lys

1

<210> 198

<211>20

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 198

Ile Ala Ala Ala Asn Val Pro Ala Phe Val Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1

Asp Ala Ile Lys
20

<210> 199

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 199

Ala Phe Val Ser Gly Lys

1

<210> 200

5

5

5

5

5

10

10
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<211>7
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 200
Ala Len Lys# Asp Ala Val Lys
1 5

<210> 201

<211>20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 201

Ile 2Ala Ala Ala Asn Val Pro Ala Phe Val Ser Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Agp Ala Val Lys
20

<210> 202

<211>6

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 202
Gly Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 203

<211>7

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 203
Ala Leu Lys Asp Ala Val Asn
1 5

<210> 204

<211>20

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 204

Ile Ala Ala Ala Lys Ile Pro Gly Phe Lys Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala Val Asn
20

<210> 205

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 205
Ser Phe Arg Ala Gly Lys
1 5
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<210> 206

<211>7

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 206
Ala Leu Lys Asp Ala Val Asn
1 5

<210> 207

<211>20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 207

Ile Ala Ala Ala Lysg Val Pro Ser Phe Arg Ala Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala val Asn
20

<210> 208

<211>6

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 208
Ser Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 209

<211>7

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 209
Ala Leu Lys Asp Ala Cys Asn
1 5

<210> 210

<211>20

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 210

Ile Ala Glu Ala Lys Val Pro Ser Phe Lys Ala Gly lLyg Ala Leu Lysg

1 5

Asp Ala Cys Asn
20

<210> 211

<211>6

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 211

ES 2754240 T3
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Lys Phe Arg Pro Gly Lys
1 5

<210> 212

<211>7

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 212
Ala Leu Lys Asp Ala Val Asn
1 5

<210> 213

<211> 20

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 213

Ile Lys Lys Ala Lys Val Pro Lys Phe Arg Pro Gly Lys Ala Leu Lys

1 5

Asp Ala Val Asn
20

<210> 214

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 214
Lys Phe Lys Ala Gly Ala
1 5

<210> 215

<211>8

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 215
Glu Leu Ala Asp Ala Val Asn Lys
1 5

<210> 216

<211>20

<212>PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 216

Ala Ala Lys Lys Val Ala Lys Phe Lys Ala Gly Ala Glu Leu Ala Asp

1 5

Ala Val Asn Lys
20

<210> 217

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia
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<400> 217
Lys Phe Lys Pro Gly Ala
1 5

<210> 218

<211>8

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 218
Glu Leu Ala Asgp Ala Val Asn Ala
1 5

<210> 219

<211>20

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 219

Ala Ala Lys Lys Val Ala Lys Phe Lys Pro Gly Ala Glu Leu Ala Asp

1 5

Ala Val Asn Ala
20

<210> 220

<211>6

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 220
Ser Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 221

<211>7

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 221
Val Leu Lys Glu Ser Val Asn
1 5

<210> 222

<211>20

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 222

Ile Ala Ala Ser Lys Val Pro Ser Phe Lys Ala Gly Lys Val Leu Lys

1 5

Glu Ser Val Asn
20

<210> 223

<211>6

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis
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<400> 223
Arg Phe Lys Pro Gly Ser
1 5

<210> 224

<211>5

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 224
Thr Leu Glu Leu Lys
1 5

<210> 225

<211>20

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 225

Ile Ser Ile Pro Ala Arg Lys Val Val Arg Phe Lys Pro Gly Ser Thr

1 5

Leun Glu Leu Lys
20

<210> 226

<211>6

<212> PRT

<213> Helicobacter pylori

<400> 226
Lys Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 227

<211>10

<212> PRT

<213> Helicobacter pylori

<400> 227

ES 2754240 T3

10

Thr Leu Lyg Gln Lyg Val Glu Glu Gly Lys

1 5

<210> 228

<211>20

<212> PRT

<213> Helicobacter pylori

<400> 228

Lyg Arg Val Pro Lys Phe lys Pro Gly Lys Thr Leu Lyg Gln Lyg Val

1 5

Glu Glu Gly Lys
20

<210> 229

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica
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<400> 229
Ser Phe Lys Pro Ala Lys
1 5

<210> 230

<211>8

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 230
Thr Phe Ile Glu Asp Met Lys Lys
1 5

<210> 231

<211>20

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 231

Pro Ala His Asp Phe Pro Ser Phe lys Pro Ala Lys Thr Phe Ile Glu

1 5

Asp Met Lys Lys
29

<210> 232

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 232
Ser Phe Lys Pro Ala Lys
1 5

<210> 233

<211>8

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 233
Thr Phe Ile Glu Asp Met Lys Lys
1 5

<210> 234

<211>20

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 234

Pro Ala His Asp Phe Pro Ser Phe Lys Pro Ala Lys Thr Phe Ile Glu

1 5

Asp Met Lys Lys
20

<210> 235
<211>6
<212> PRT
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<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 235
Ala Phe Lys Pro Ser Lys
1 5

<210> 236

<211>9

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 236
Ile Phe Met Ser Gln Met Lys Gln Asp
1 5

<210> 237

<211>20

<212> PRT

<213> Porphyromonas gingivalis

<400> 237

Lys Arg Asn Ile Pro Ala Phe Lys Pro Ser Lys Ile Phe Met Ser Gln
1 5 10 15

20

25

30

35

40

Met Lys Gln Asp
20

<210> 238
<211>6
<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 238
Ala Phe Arg Pro Gly Ala
1 5

<210> 239

<211> 22

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 239

Gln Phe Lys Ala Val Val Ser Gly Ala Gln Arg Leu Pro Ala Glu Gly
10

1 5

Pro Ala Val Lys Arg Gly
20

<210> 240

<211>20

<212> PRT

<213> Mycobacterium tuberculosis

<400> 240
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Ala Lys Arg Pro Ala Thr Lys Ala Pro Ala Lys Lys Ala Thr Ala Arg

1 5

Arg Gly Arg Lys
20

<210> 241

<211>6

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 241
Ala Phe Arg Pro Gly Ala
1 5

<210> 242

<211> 22

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 242

Gln Phe Lys Ala Val Ile Ser Gly Ala Gln Lys Leu Pro Ala Asp Gly
15

1 5

Pro Ala Val Lys Arg Gly
20

<210> 243

<211>20

<212> PRT

<213> Mycobacterium smegmatis

<400> 243

Thr Lys Ala Pro Ala Lys Lys Ala Ala Ala Lys Lys Ala Pro Ala Lys
15

1 5

Lys Gly Arg Arg
20

<210> 244

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 244
Agn Phe Lys Pro Ala Ala
1 5

<210> 245

<211>14

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 245

Thr Ile Lysg Gly Hig Val Arg Lys Gly Gly Gln Asp Asn Gly

1 5

<210> 246
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<211>20
<212> PRT
<213> Prevotella melaninogenica

<400> 246

Asn Phe Lys Pro Ala Ala Thr Ile Lys Gly His Val Arg Lys Gly Gly
15

1 5

Gln Asp Asn Gly
20

<210> 247

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 247
Asn Phe Arg Ala Thr Ala
1 5

<210> 248

<211>12

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 248

Ser Val Lys Glu Lys Leu Lys Lys Gly Gly Ala Glu

1 5

<210> 249

<211>20

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 249

Val Leun Asn Phe Arg Ala Thr Ala Ser Val Lys Glu Lys Leu Lys Lys

1 5

Gly Gly Ala Glu
20

<210> 250

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 250
Thr Phe Arg Pro Gly Gln
1 5

<210> 251

<211>14

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400>251

Lys Leu Lys Ser Arg Val Glu Asn Ala Ser Pro Lys Asp Glu

1 5
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<210> 252

<211>20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 252

Thr Phe Arg Pro Gly Gln Lys Leu Lys Ser Arg Val Glu Asn Ala Ser

1 5

Pro Lys Asp Glu
20

<210> 253

<211>6

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 253
Thr Phe Arg Pro Gly Gln
1 5

<210> 254

<211>14

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 254

Lys Leu Lys Ser Arg Val Glu Asn Ala Ser Pro Lys Glu Glu

1 5

<210> 255

<211>20

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 255

Thr Phe Arg Pro Gly Gln Lys Leu Lys Ser Arg Val Glu Asn Ala Ser

1 5

Prco Lys Glu Glu
20

<210> 256

<211>6

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 256
Thr Phe Arg Pro Gly Gln
1 5

<210> 257

<211>13

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 257

ES 2754240 T3
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Lys Leu Lyg# Ala Arg Val Glu Asn Ile Lys Val Glu Lys

1 5

<210> 258

<211>20

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 258

Val Thr Phe Arg Pro¢ Gly Gln Lys Leu Lys Ala Arg Val Glu Asn Ile

1 5

Lys Val Glu Lys
20

<210> 259

<211>6

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 259
Thr Phe Arg Pro Gly Gln
1 5

<210> 260

<211> 14

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 260

Lys Leu Lys Ala Arg Val Glu Ala Tyr Ala Gly Thr Lys Ser

1 5

<210> 261

<211>20

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 261

1

Gly Thr Lys Ser
20

<210> 262

<211>6

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 262
Thr Phe His Ala Ser Gln
1 5

<210> 263

<211> 11

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

ES 2754240 T3
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<400> 263

ES 2754240 T3

Lys Leu Ly# Ala Leu Val Glu Asn Gly Ala Glu

1 5

<210> 264

<211>20

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 264

Arg Val Val Thr Phe His Ala Ser Gln Lys Leu Lys Ala Leu Val Glu

1 5

Agn Gly Ala Glu
20

<210> 265

<211>6

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 265
Thr Phe His Ala Ser Gln
1 5

<210> 266

<211> 16

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 266

Lyg Leu Lys Ala Leu Val Glu Asn Gly Ala Glu Pro Asp Leu Ala Arg

1 5

<210> 267

<211>20

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 267

His Ala S8er Gln Lys Leu Lys Ala Leu Val Glu Asn Gly Ala Glu Pro

1 5

Asp Leun Ala Arg
20

<210> 268

<211>6

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 268
Thr Phe His Ala Ser Gln
1 5

<210> 269
<211>19
<212> PRT

10

10

10

10
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<213> Bordetella pertussis

<400> 269
Lys Leu Lys Ser Val Val Glu Gln Proc Asn Ser Pro Pro Asgp Pro Ala
1 5 10 15

Ser Ala Glu

<210> 270

<211>20

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 270
Gln Lys Leu Lys Ser Val Val Glu Gln Prc Asn Ser Pro Pro Asp Pro
1 5 10 15

Ala Ser Ala Glu
20

<210> 271

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 271
Thr Phe His Ala Ser Gln
1 5

<210> 272

<211> 14

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 272
Lys Leu Lys Gly Met Val Glu His Tyr Tyr Asp Lys Gln Arg
1 5 10

<210> 273

<211>20

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 273
Thr Phe Hig Ala Ser Gln Lys Leu Lys Gly Met Val Glu His Tyr Tyr
1 5 10 15

Asp Lys Gln Arg
20

<210> 274

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 274
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Thr Phe Hig Ala Ser Gln
1 5

<210> 275

<211>14

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 275

Lys Leu Lys Ser Met Val Glu His Tyr Tyr Asp Lys Gln Arg

1 5

<210> 276

<211>20

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 276

Thr Phe His Ala Ser Gln Lys Leu Lys Ser Met Val Glu His Tyr Tyr

1 5

Asp Lys Gln Arxg
20

<210> 277

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 277
Thr Phe Lys Pro Gly Gln
1 5

<210> 278

<211>10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 278

ES 2754240 T3

10

10

Lys Leu Arg Ala Arg Val Glu Lyg Thr Lys

1 5

<210> 279

<211>20

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 279

Arg Arg Val Val Thr Phe Lys Pro Gly Gln Lys Leu Arg Ala Arg Val
15

1 5

Glu Lys Thr Lys
20

<210> 280
<211>6
<212> PRT

10

10

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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<400> 280

Val Phe Lys Pro Gly Gln

1 5

<210> 281

<211>13

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 281

Lys Leu Arg Asn Arg Val Glu Lys Val Lys Pro Lys Ala

1 5 10

<210> 282

<211>20

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 282

Vval val Phe Lysg Pro Gly Gln Lys Leu Arg Asn Arg Val Glu Lys Val
1 5 10 15

Lys Pro Lys Ala
20

<210> 283

<211>6

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 283

Thr Phe Lys Ala Gly Gln
1 5

<210> 284

<211>12

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 284
Lys Leu Arg Gly Trp Ile Asp Ser Gln Asn Glu Gly
1 5 10

<210> 285

<211>20

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 285
Val Vval Thr Phe Lys Ala Gly Gln Lys Leu Arg Gly Trp Ile Asp Ser
1 5 10 15

Gln Asn Glu Gly
20

<210> 286

<211>6

<212> PRT

<213> Treponema palladium
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<400> 286
Val Phe Arg Pro Ser Lys
1 5

<210> 287

<211>17

<212> PRT

<213> Treponema palladium

<400> 287
Arg Leu Lys Ser Ala Val Arg Gly Tyr Arg Ser Gly Glu Val Gly Ala
1 5 10 15

Asp

<210> 288

<211>20

<212> PRT

<213> Treponema palladium

<400> 288
Pro Ser Lys Arg Leu Lys Ser Ala Val Arg Gly Tyr Arg Ser Gly Glu
1 5 10 15

Val Gly Ala Asp
20

<210> 289

<211>6

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 289
Ser Phe Thr Pro Asp Thr
1 5

<210> 290

<211> 22

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 290
Val Met Lys Glu Leun Val Asn Lys Pro¢ Phe Ser Gln Phe Glu Thr Vval
1 5 10 15

Val Tle Asn Asp Gly Val
20

<210> 291

<211>20

<212> PRT

<213> Prevotella melaninogenica

<400> 291
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Met Gln Ala Gly Asp Thr Met Lys Val Pro Lys Val Glu Leu Arg Pro

1 5

Glu Tyr Arg Lys
20

<210> 292

<211>6
<212> PRT
<213> Prevotella intermedia

<400> 292
Ser Phe Thr Pro Asp Ala
1 5

<210> 293

<211> 22

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 293

Thr Met Lys Glu Leu Val Asn Lys Pro Phe Ala Gln Phe Glu Thr Val

1 5

val Leu Asn Agp Gly Val
20

<210> 294

<211>20

<212> PRT

<213> Prevotella intermedia

<400> 294

1

Tyr Arg Thr Lys
20

<210> 295

<211>6

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 295
Hig Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 296

<211>10

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 296

ES 2754240 T3

10

10

10

Glu Leu Arg Asp Arg Ala Asn Ile Tyr Gly

1 5

10
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<210> 297

<211>20

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 297

Lyg Tyr Val Pro His Phe lys Pro Gly LlLys Glu Leu Arg Asp Arg Ala

1 5

Agn Ile Tyr Gly
20

<210> 298

<211>6

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 298
Hig Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 299

<211>10

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 299

ES 2754240 T3

10

Glu Leu Arg Asp Arg Ala Asn Ile Tyr Gly

1 5

<210> 300

<211>20

<212> PRT

<213> Salmonella enterica

<400> 300

Lyg Tyr Val Pro His Phe lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Asp Arg Ala

1 5

Asn Ile Tyr Gly
20

<210> 301

<211>6

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 301
Hisz Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 302

<211>8

<212> PRT

<213> Vibrio cholerae

<400> 302

10

10
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Glu Leu Arg Glu Arg Val Asn Leu
1 5

<210> 303

<211>20
<212> PRT
<213> Vibrio cholerae

<400> 303
Glu Gly Lys Tyr Val Pro His Phe Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Glu
1 5 10 15

Arg Val Asn Leu
20

<210> 304

<211>6

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 304
His Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 305

<211>10

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 305
Glu Leu Arg Asp Arg Val Asn Glu Pro Glu
1 5 10

<210> 306

<211>20

<212> PRT

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 306
Lys Phe Val Pro His Phe Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Asp Arg Val
1 5 10 15

Asn Glu Pro Glu
20

<210> 307

<211>6

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 307
Tyr Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 308

<211>10

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae
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<400> 308

Glu Leu Lys Ala Arg Val Asp Val Gln Ala

1 5

<210> 309

<211>20

<212> PRT

<213> Haemophilus influenzae

<400> 309

Lys Ser Val Pro Tyr Phe Lys Ala Gly Ly# Glu Leu Lys Ala Arg Val

1 5

Asp Val Gln Ala
20

<210> 310

<211>6

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 310
Tyr Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 311

<211> 11

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 311
Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Val
1 5

<210> 312

<211> 20

<212> PRT

<213> Aggregatibacter actinomycetemcomitans

<400> 312

Cys Val Pro Tyr Phe Lys Ala Gly Lys Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp

1 5

Val Tyr Ala Ala
20

<210> 313

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 313

His Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 314

10

10

Tyr Ala Ala
190

10
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<211>15

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 314

Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Leu Ala Leu Lys Glu Asn Ala Asn
1 5 10 15
<210> 315

<211>20

<212> PRT

<213> Neisseria gonorrhoeae

<400> 315

Phe Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Leu Ala Leu Lys
1 5 10 15

Glu Azsn Ala Asn
20

<210> 316

<211>6

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 316
His Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 317

<211> 15

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 317
Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Leu Ala Leu Lysg Glu Asn Ala Asn
1 5 10 15

<210> 318

<211>20

<212> PRT

<213> Neisseria meningitidis

<400> 318
Phe Lys Pro Gly Lys Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Leu Ala Leu Lys
1 5 10 15

Glu Asn Ala Asn
20

<210> 319

<211>6

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 319
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Hig Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 320

<211> 23

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 320
Glu Leu Arg Glu Arg Val Asp Gly Arg Ala Gly Glu Pro Leu Lys Ala
1 5 10 15

Asp Asp Pro Asp Asp Asp Arg
20

<210> 321

<211>20

<212> PRT

<213> Burkholderia cenocepacia

<400> 321
Glu Arg Val Asp Gly Arg Ala Gly Glu Pro Leu Lys Ala Asp Asp Pro
1 5 10 15

Asp Asp Asp Arg
20

<210> 322

<211>6

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 322
Hig Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 323

<211> 23

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 323
Glu Leu Arg Glu Arg Val Asgp Gly Arg Ala Gly Glu Pro Leu Lys Asn
1 5 10 15

Asp Glu Pro Glu Asp Ala Gln
20

<210> 324

<211>20

<212> PRT

<213> Burkholderia pseudomallei

<400> 324
Glu Arg Val Asp Gly Arg Ala Gly Glu Pro Leu Lys Asn Asp Glu Pro

159



10

15

20

25

30

35

40

Glu Agp Ala Gln
20

<210> 325

<211>6

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 325
Hig Phe Lys Ala Gly Lys
1 5

<210> 326

<211> 22

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 326

Glu Leu Arg Glu Trp Val Asp Leu Val Gly Asn Asp Gln Gly Asp Asp

1 5

Ser Ser Asn Gly Ser Ser
20

<210> 327

<211> 20

<212> PRT

<213> Bordetella pertussis

<400> 327

Agp Ser Ser Asn Gly Ser Ser Asp Pro Leu Gln Ser Val Met Asp Met

1 5

His Ala Met His
20

<210> 328

<211>6

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 328
Tyr Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 329

<211> 11

<212> PRT

<213> Moraxella catarrhalis

<400> 329

ES 2754240 T3

10

10

10

Ala Leu Arg Glu Ser Val Asn Leu Val Asgn Asp

1 5

<210> 330
<211> 20

10
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<212> PRT
<213> Moraxella catarrhalis

<400> 330

Ala Thr Pro Tyr Phe Lys Pro Gly Lys Ala Leu Arg Glu Ser Val Asn

1 5

Leu Val Asn Asp
20

<210> 331

<211>6

<212> PRT

<213> Borrelia burgdorferi

<400> 331
Tyr Phe Arg Pro Gly Lys
1 5

<210> 332

<211>11

<212> PRT

<213> Borrelia burgdorferi

<400> 332

1

<210> 333

<211>20

<212> PRT

<213> Borrelia burgdorferi

<400> 333

His Val Ala Tyr Phe Arg Pro Gly Lys Asp Leu Lys Glu Arg Val Trp

1 5

Gly Ile Lys Gly
20

<210> 334

<211>6

<212> PRT

<213> Treponema denticola

<400> 334
Arg Phe Lys Pro Gly Lys
1 5

<210> 335

<211>17

<212> PRT

<213> Treponema denticola

<400> 335

ES 2754240 T3

10

Agp Leu Lys Glu Arg Val Trp Gly Ile Lys Gly
5

10

10
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Glu Leu Lys Glu Ala Leu His Lys Ile Asp Thr Gln Glu Leu Ile Glu

1 5 10 15

Ser

<210> 336

<211>20

<212> PRT

<213> Treponema denticola

<400> 336

Pro Gly Lys Glu Leu Lys Glu Ala Leu Hisg Lys Ile Asp Thr Gln Glu

1 5 10 15

Leu Ile Glu Ser
20

<210> 337

<211>12

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 337
Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly Glu Asp Ile Pro Ile
1 5 10

<210> 338

<211>12

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 338
Gly Arg Asn Pro Lys Thr Gly Asp Lys Val Glu Leun
1 5 10

<210> 339

<211>12

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 339
Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly Lys Glu Ile Lys Ile
1 5 10

<210> 340

<211>12

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 340
Gly Arg Asn Pro Gln Thr Gly Lys Glu Ile Thr Ile
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un agente interferente que inhibe, compite o valora la unién de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN
microbiano para su uso en un método de inhibicién, prevencién o tratamiento de una infeccién microbiana que
produce una biopelicula en un sujeto mediante inhibicién, prevencién o descomposicién de la biopelicula microbiana,
y en el que el agente interferente es uno o mas de:

(a) un polipéptido de factor de integracion del hospedador (IHF) aislado o recombinante;

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante de un polipéptido de la cepa U93 de E. coli (HU);

(c) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340;

(d) un polipéptido aislado o recombinante que comprende la regién C-terminal que contiene al menos 10
aminoacidos C-terminales de un polipéptido de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100;

(e) un polipéptido o polinucleétido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un ADN
microbiano;

(f) un polipéptido DNABII aislado o recombinante;

(9) un polipéptido de HU;

(h) un polinucledtido de cruce de cuatro vias que se parece a una union de Holliday o un polinucleétido de cruce
de 3 vias que se parece a una horquilla de replicacion;

(i) un polinucleétido aislado o recombinante de la SEQ ID NO: 36;

(i) un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de
(a)a(9);

(k) una proteina del grupo de caja de alta movilidad (HMGB) 1 aislada o recombinante; o

() una proteina o polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con
una proteina o polipéptido de uno cualquiera de (a) a (d), (f), (g) o (k), o un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno

de (j).

2. El agente interferente para el uso de la reivindicacion 1, en el que el uso es en combinacién con uno o mas de un
antimicrobiano, una ADNasa, un anticuerpo, un péptido antigénico o un adyuvante.

3. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, o un polinucledtido aislado o recombinante que codifica dicho
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, en el que el anticuerpo se selecciona opcionalmente entre el grupo de
un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano, un derivado
de anticuerpo, un anticuerpo remodelado superficialmente, un dianticuerpo, un derivado de anticuerpo, un anticuerpo
humano recombinante, un anticuerpo quimérico, o un fragmento de anticuerpo para su uso en un método de
inhibicion, prevencién o tratamiento de una infeccién microbiana que produce una biopelicula en un sujeto mediante
la inhibicién, competicion o valoracién de la union de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano, en el
que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno reconoce o se une especificamente a un polipéptido aislado o
recombinante seleccionado entre el grupo:

(a) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 1a 50 12 a 27, 30 a 35, 101-340,

(b) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 1 o 2,

(c) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 3,4 0 5,

(d) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 o 32,

(e) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 0 33,

(f) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 12y 13,

(g9) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 14 y 15,

(h) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 16y 17,

(i) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 18 y 19,

(j) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 20 y 21,

(k) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 23 y 24,

(1) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 25 y 26,

(m) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 30 y 31,

(n) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 32 y 33,

(0) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 34 y 35,

(p) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 337 y 338,

() un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 339 y 340,

(r) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 12y 13,

(s) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 14 y 15,

(t) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 16y 17,

(u) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 18 y 19,

(v) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 20 y 21,

(w) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 23 y 24,

(x) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 25 y 26,

(y) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 30y 31,

(2) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 32 y 33,

(aa) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 34 y 35,

(bb) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 337 y 338,
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(cc) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 339 y 340,

(dd) un polipéptido aislado o recombinante que comprende dos o mas de los polipéptidos aislados o
recombinantes de cualquiera de los anteriores,

(ee) un polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un
polipéptido de uno cualquiera de (a) a (dd),
con la condicion para la totalidad de (a) a (ee) de que el polipéptido no sea ninguno de tipo natural de uno cualquiera
de IHF alfa o IHF beta.

4. Una composicién para su uso en un método de inhibicién, prevencién o tratamiento de una infeccion microbiana
que produce una biopelicula en un sujeto mediante inhibicidon, competicion o valoracion de la unién de una proteina o
polipéptido DNABII a un ADN microbiano que comprende un vehiculo y un anticuerpo para el uso de la reivindicacion
3

y opcionalmente un adyuvante o un antimicrobiano,

y en la que el vehiculo se selecciona entre el grupo de un vehiculo liquido, un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, un vehiculo de fase sdlida, un polimero farmacéuticamente aceptable, un liposoma, una micela, un
implante, una endoprotesis vascular, una pasta, un gel, un implante dental o un implante médico;

y opcionalmente en la que la composicion se formula para administraciéon a un paciente humano, un paciente
pediatrico o un animal no humano;

y opcionalmente en la que la composicién se formula para administraciéon mediante uno o mas métodos que
comprenden por via local, tdpica, transdérmica, transcuténea, sublingual, rectal, vaginal, ocular, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal, uretral, intranasal, por inhalacién o por via oral, para su uso en un método de
inhibicion, prevencién o tratamiento de una infeccién microbiana que produce una biopelicula en un sujeto mediante
inhibicion, competicion o valoracion de la union de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano.

5. Uso de un agente que inhibe, compite o valora la unién de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN
microbiano para un método in vitro o ex vivo para inhibir, prevenir o tratar una infeccién microbiana que produce una
biopelicula en un sujeto mediante inhibicién, prevencién o descomposicion de la biopelicula microbiana, en el que el
agente es del grupo de:

(i) un anticuerpo o fragmento de union a antigeno,
en el que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno reconoce o se une especificamente a un polipéptido aislado
o recombinante seleccionado entre el grupo:

(a) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 1a 50 12 a 27, 30 a 35, 101-340,

(b) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 1 0 2,

(c) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 3,4 0 5,
(d) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 30 o 32,
(e) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 31 0 33,

(f) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 12y 13,

(g9) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 14 y 15,

(h) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 16y 17,

(i) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 18 y 19,

(i) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 20 y 21,

(k) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 23 y 24,

(1) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 25 y 26,

(m) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 30 y 31,

(n) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 32 y 33,

(o) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 34 y 35,

(p) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 337 y 338,

(q) un polipéptido que comprende las SEQ ID NOS: 339 y 340,

(r) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 12y 13,

(s) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 14y 15,

(t) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 16y 17,

(u) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 18 y 19,

(v) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 20 y 21,

(w) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 23 y 24,

(x) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 25 y 26,

(y) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 30y 31,

(2) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 32 y 33,

(aa) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 34 y 35,

(bb) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 337 y 338,

(cc) un polipéptido que consiste en las SEQ ID NOS: 339 y 340,

(dd) un polipéptido aislado o recombinante que comprende dos o mas de los polipéptidos aislados o
recombinantes de cualquiera de los anteriores,

(ee) un polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un
polipéptido de uno cualquiera de (a) a (dd),
con la condicion para la totalidad de (a) a (ee) de que el polipéptido no sea ninguno de tipo natural de uno cualquiera
de IHF alfa o IHF beta;
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(ii) una composicién que comprende un vehiculo y anticuerpo de parte (i); y opcionalmente un adyuvante o un
antimicrobiano,

y en el que el vehiculo se selecciona entre el grupo de un vehiculo liquido, un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, un vehiculo de fase sélida, un polimero farmacéuticamente aceptable, un liposoma, una micela, un
implante, una endoprétesis vascular, una pasta, un gel, un implante dental o un implante médico;

(iii) un polipéptido de factor de integracién del hospedador (IHF) aislado o recombinante;

(iv) una proteina de tipo histona aislada o recombinante de un polipéptido de la cepa U93 de E. coli (HU);

(v) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340;

(vi) un polipéptido aislado o recombinante que comprende la regién C-terminal que contiene al menos 10
aminoacidos C-terminales de un polipéptido de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100;

(vii) un polipéptido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un ADN microbiano;

(viii) un polinucleétido de cruce de cuatro vias que se parece a una union de Holliday o un polinucleétido de cruce
de 3 vias que se parece a una horquilla de replicacion;

(ix) un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de
(iii) a (vii);

(x) una proteina o polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con
una proteina o polipéptido de uno cualquiera de (iii) a (vii), o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (i).

6. El anticuerpo para el uso de la reivindicacion 3:

(a) en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal;

(b) en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que es un anticuerpo humano, un anticuerpo
humanizado, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo remodelado superficialmente, un
anticuerpo modificado o un derivado de anticuerpo;

(c) en el que el anticuerpo se modifica mediante mutaciones conservativas de aminoacidos en las regiones CDR
1, CDR 2 y/o CDR 3 de VH y/o VL;

(d) en el que el anticuerpo se modifica mediante alteracion del nimero de restos de cisteina o mediante
mutaciones conservativas de aminoacidos en la regién bisagra Fc;

(e) en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que esta quimicamente modificado, pegilado, o
conjugado a proteina sérica;

(f) en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que esta conjugado o fusionado a al menos una molécula
funcional adicional; preferentemente, en el que la molécula funcional adicional es un segundo anticuerpo;

(9) en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que esta conjugado a un agente de diagndstico.

7. Un método implementado por computadora para identificar un agente que inhibe, compite o valora la unién de una
proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano para su uso en la inhibicién, prevenciéon o descomposicion de
una biopelicula microbiana, comprendiendo el método posicionar una estructura tridimensional de un agente
candidato frente a una estructura tridimensional de una proteina de factor de integracion del hospedador (IHF), en el
que la estructura tridimensional de la proteina de IHF se basa en coordenadas de estructura atomica X, Y y Z
determinadas a partir de una forma cristalina de un complejo de IHF y ADN, en el que la interacciéon del agente con
el IHF en dos o0 mas aminoacidos de IHF seleccionados entre T4, K5, A6, E28, Q43, K45, S47, G48, N51, R55, K57,
R60, R63, N64, P65, K66, R76, T80, R82 0 Q85 como se representa en la SEQ ID NO: 42 identifica que el agente
inhibe, compite o valora la uniéon de un polipéptido o proteina DNABII a un ADN microbiano, inhibe, previene o
descompone una biopelicula microbiana, inhibe, previene o descompone una biopelicula, o inhibe, previene o trata
una infeccion microbiana que produce una biopelicula.

8. El método implementado por computadora de la reivindicacion 7, en el que la interaccién del agente con el IHF en
tres 0 mas aminoacidos de IHF seleccionados entre T4, K5, A6, E28, Q43, K45, S47, G48, N51, R55, K57, R60,
R63, N64, P65, K66, R76, T80, R82 0 Q85 como se representa en la SEQ ID NO: 42 identifica que el agente inhibe,
compite o valora la unién de un polipéptido o proteina DNABII a un ADN microbiano, inhibe, previene o descompone
una biopelicula microbiana, inhibe, previene o descompone una biopelicula, o inhibe, previene o trata una infeccion
microbiana que produce una biopelicula.

9. El método implementado por computadora de la reivindicacion 7 u 8 en el que las coordenadas de estructura
atomica X, Y y Z comprenden las coordenadas que se exponen en el N.° de Acceso de Protein Data Bank (PDB):
1IHF y en el que el agente no es la SEQ ID NO: 6, 8, 9 o 46; preferentemente en el que las coordenadas de
estructura atémica X, Y y Z comprenden las coordenadas que se exponen en el N.° de Acceso de Protein Data Bank
(PDB): 11HF y en el que el agente es uno o mas de:

(a) un polipéptido de factor de integracion del hospedador (IHF) aislado o recombinante;

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante de un polipéptido de la cepa U93 de E. coli (HU);

(c) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 37 a 340;

(d) un polipéptido aislado o recombinante que comprende la region C-terminal que contiene al menos 10
aminoacidos C-terminales de un polipéptido de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100;

(e) un polipéptido o polinucleétido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un ADN
microbiano;

(f) un polipéptido DNABII aislado o recombinante;

165



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2754240 T3

(9) un polipéptido de HU;

(h) un polinucleétido de cruce de cuatro vias que se parece a una union de Holliday o un polinucleétido de cruce
de 3 vias que se parece a una horquilla de replicacion;

(i) un polinucleétido aislado o recombinante de la SEQ ID NO: 36;

(i) un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de
(@)a(g);

(k) una proteina del grupo de caja de alta movilidad (HMGB) 1 aislada o recombinante; o

() una proteina o polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con
una proteina o polipéptido de uno cualquiera de (a) a (g) o (k), o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (j).

10. Un aparato de computacién a medida que comprende:

al menos un procesador;

una memoria acoplada a al menos un procesador;

un medio de almacenamiento en comunicaciéon con la memoria y el al menos un procesador, conteniendo el
medio de almacenamiento un conjunto de instrucciones ejecutables por procesador que, cuando se ejecutan por el
procesador configuran el aparato de computacion a medida para identificar un agente que inhibe, compite o valora la
union de un polipéptido o proteina DNABII a un ADN microbiano, que inhibe, previene o descompone una biopelicula
microbiana, que inhibe, previene o descompone una biopelicula en un sujeto, o que inhibe, previene o trata una
infeccion microbiana que produce una biopelicula en un sujeto, en el que la configuracion comprende:

posicionar una estructura tridimensional de un agente candidato frente a una estructura tridimensional de una
proteina de factor de integracion del hospedador (IHF), en el que la estructura tridimensional de la proteina de IHF
se basa en coordenadas de estructura atomica X, Y y Z determinadas a partir de una forma cristalina de un complejo
de IHF y ADN, en el que la interaccion del agente con el IHF en dos o mas aminoacidos de IHF seleccionados entre
T4, K5, A6, E28, Q43, K45, S47, G48, N51, R55, K57, R60, R63, N64, P65, K66, R76, T80, R82 o Q85 como se
representa en la SEQ ID NO: 42 identifica que el agente inhibe, compite o valora la uniéon de un polipéptido o
proteina DNABII a un ADN microbiano, inhibe, previene o descompone una biopelicula microbiana, inhibe, previene
o descompone una biopelicula, o inhibe, previene o trata una infeccién microbiana que produce una biopelicula.

11. Un método in vitro para determinar si es probable que un paciente se trate mediante la administracién de un
agente interferente que inhibe, previene o descompone una biopelicula microbiana mediante inhibicién, competicidon
o valoraciéon de la unidon de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano, comprendiendo el método
detectar la presencia o ausencia de un polipéptido o proteina DNABII en una muestra aislada de un paciente que
contiene una infeccion microbiana que es probable o no es probable que se trate mediante la administracion de un
agente interferente, en el que la presencia del polipéptido o proteina DNABII identifica el paciente como probable
para que se trate mediante la administracion del agente interferente y la ausencia de un polipéptido o proteina
DNABII identifica el paciente como no probable para que se trate mediante la administracion del agente interferente,
y en el que el agente interferente es uno o mas de:

(a) un polipéptido de factor de integracion del hospedador (IHF) aislado o recombinante;

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante de un polipéptido de la cepa U93 de E. coli (HU);

(c) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35, 36 a 340;

(d) un polipéptido aislado o recombinante que comprende la regiéon C-terminal que contiene al menos 10
aminoacidos C-terminales de un polipéptido de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100;

(e) un polipéptido o polinucledtido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un ADN
microbiano;

(f) un polipéptido DNABII aislado o recombinante;

(9) un polipéptido de HU;

(h) un polinucledtido de cruce de cuatro vias que se parece a una union de Holliday o un polinucleétido de cruce
de 3 vias que se parece a una horquilla de replicacion;

(i) un polinucleétido aislado o recombinante de la SEQ ID NO: 36;

(j) un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de
(@)a(g);

(k) una proteina del grupo de caja de alta movilidad (HMGB) 1 aislada o recombinante; o

() una proteina o polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con
una proteina o polipéptido de uno cualquiera de (a) a (g) o (k), o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (j).

12. La composicién para el uso de la reivindicacién 4 que comprende ademas uno o mas de un antimicrobiano, una
ADNasa, un anticuerpo, un péptido antigénico o un adyuvante.

13. Un kit para su uso en un método de inhibicién, prevencién o tratamiento de una infeccién microbiana que
produce una biopelicula en un sujeto o descomposicion de una biopelicula en un sujeto mediante inhibicion,
prevencién o descomposicion de una biopelicula microbiana en un sujeto, comprendiendo el kit un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno para el uso de la reivindicacion 3 o la composicién para el uso de la reivindicacion 4 e
instrucciones para su uso en la descomposicion de una biopelicula o la inhibicion, prevencién o tratamiento de una
infeccion microbiana que produce una biopelicula mediante inhibicién, competicidon o valoraciéon de la unién de una
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proteina o polipéptido DNABII a un ADN microbiano.

14. Un método in vitro o ex vivo de inhibicién, prevencién o descomposicion de una biopelicula microbiana que usa
un agente interferente que inhibe, compite o valora la unidon de una proteina o polipéptido DNABII a un ADN
microbiano, en el que el agente interferente es uno o mas de:

(a) un factor de integracién del hospedador (IHF) aislado o recombinante;

(b) una proteina de tipo histona aislada o recombinante de un polipéptido de la cepa U93 de E. coli (HU);

(c) un polipéptido aislado o recombinante de las SEQ ID NOS: 1 a 35y 37 a 340;

(d) un polipéptido aislado o recombinante que comprende la regiéon C-terminal que contiene al menos 10
aminoacidos C-terminales de un polipéptido de las SEQ ID NOS: 6 a 11, 28, 29, 42 a 100;

(e) un polipéptido o polinucleétido que compite con un factor de integracion del hospedador en la unién a un ADN
microbiano;

(f) un polipéptido DNABII aislado o recombinante;

(9) un polipéptido de HU;

(h) un polinucledtido de cruce de cuatro vias que se parece a una union de Holliday o un polinucleétido de cruce
de 3 vias que se parece a una horquilla de replicacion;

(i) un polinucleétido aislado o recombinante de la SEQ ID NO: 36;

(j) un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que reconoce o se une especificamente a uno cualquiera de
(@)a(g);

(k) una proteina del grupo de caja de alta movilidad (HMGB) 1 aislada o recombinante; o

() una proteina o polipéptido aislado o recombinante que tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con
una proteina o polipéptido de uno cualquiera de (a) a (g) o (k), o un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que

tiene al menos un 80 % de identidad de secuencia con un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de (j).
o
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FIG. 1A
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FIG. 1C
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