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

Esta descripcion se refiere a formas modificadas de bacteriocinas de alto peso molecular (apm) que se producen de
manera natural, tales como las piocinas de tipo R de Pseudomonas aeruginosa. Las bacteriocinas estan modificadas
en los extremos de sus fibras de la cola en una region responsable de la afinidad y especificidad de unidén a sus
parejas de unién relacionadas, o receptores, tales como los de la superficie de bacterias. También se describen
métodos para el uso de las bacteriocinas modificadas, tales como para unirse a receptores, incluyendo factores de
virulencia o adaptacion, en las superficies de bacterias.

Antecedentes de la descripcion

Actualmente, se presta mucha mas atencion global a las amenazas de patégenos virales que a las de enfermedades
bacterianas. Sin embargo, las bacterias resistentes a antibidticos omnipresentes siguen causando estragos en el
cuidado de pacientes y en la contencién de costes en hospitales y otras instalaciones de cuidado médico. Al mismo
tiempo, hay un repliegue en el desarrollo de antibiéticos en favor de farmacos para enfermedades cronicas y
mejoras del estilo de vida. En los dltimos veinte afos, sélo dos nuevas clases de antibiéticos (oxazolidinonas y
lipopéptidos) se han introducido en el mercado de EE.UU. (Wenzel, 2004).

Solo en EE.UU., hay mas de 2 millones de casos de infecciones bacterianas adquiridas en hospitales cada afo. De
estos, aproximadamente 90.000 personas moriran. La estadistica méas alarmante es la de que mas del 70% de estos
responsables bacterianos son resistentes a al menos un farmaco antibacteriano (Bad Bugs, No Drugs, 2004). Este
namero sigue aumentando a una velocidad alarmante. El coste anual para la economia de EE.UU. de estas
infecciones intrahospitalarias resistentes a antibiéticos supera los 5000 millones de $. La realidad de esta
amenazante situacién global forzara a un nuevo enfoque para el desarrollo y uso de agentes antibacterianos (Talbot
et al., 2006). Cuando crece el uso (y abuso) extensivo de anticuerpos en medicina humana y animal, también lo
hace el surgimiento de patdégenos bacterianos resistentes a antibiéticos hasta el punto de que muchos antibiticos
que una vez fueron “farmacos milagrosos” son ahora clinicamente ineficaces (Microbial Threats to Health, 2003).

Como ejemplo, Pseudomonas aeruginosa es un patdégeno ubicuo para plantas y animales que esta presentando una
incidencia rapidamente creciente de resistencia a multiples farmacos antibiéticos (Microbial Threats to Health, 2003;
Bad Bugs, No Drugs, 2004). P. aeruginosa es un bacilo aerobio, mévil, gram-negativo. P. aeruginosa habita
normalmente en el suelo, el agua y la vegetacién. Aunque pocas veces provoca enfermedades en personas sanas,
es un patégeno oportunista que representa aproximadamente el 10% de todas las infecciones intrahospitalarias
(National Nosocomial Infection Survey report-Data Sumario de octubre de 1986-abril de 1996). P. aeruginosa es el
patégeno mas comin que afecta a pacientes con fibrosis quistica (FQ), presentando el 61% de las muestras
cultivadas resultados positivos (Govan, J. R. W. y V. Deretic, 1996, Microbiol. Reviews, 60(3):530-574) asi como uno
de los dos patdbgenos mas comunes observados en unidades de cuidados intensivos (Jarvis, W. R. et al., 1992, J.
Antimicrob. Chemother., 29 (un sup.): 19-24).

La mortalidad por algunas infecciones por P. aeruginosa puede ser tan alta como el 50%. Actualmente, la infeccion
por P. aeruginosa puede controlarse todavia eficazmente mediante antibidticos, particularmente usando una
combinacion de farmacos. Sin embargo, se ha mostrado resistencia a varios de los antibiéticos comunes y es
particularmente problematica en unidades de cuidados intensivos (Archibald, L. et al, 1997, Clin. Infectious Dis.,
24(2):211-215; Fish, D. N., et al., 1995, Pharmacotherapy, 15(3):279-291). Adicionalmente, P. aeruginosa ha
demostrado ya mecanismo para adquirir plasmidos que contienen genes de resistencia a multiples antibiéticos
(Jakoby, G. A. (1986), The bacteria, vol. X, The biology of Pseudomonas, pags. 265-294, J. R. Sokach (ed.)
Academic Press, Londres) y en la actualidad no hay ninguna vacuna aprobada para la infeccion por Pseudomonas.

Como muchas otras especies bacterianas, la variabilidad de cepas en P. aeruginosa es bastante significativa. Se ha
mostrado que se produce variabilidad mediante varios mecanismos diferentes, incluyendo estos, pero sin limitarse a,
la integracién de profagos en un genoma bacteriano (Zierdt, C. H. y P. J. Schmidt, 1964, J. Bacteriol. 87:1003-1010),
la adicion del gen de citotoxina de bacteriéfagos (Hayashi, T., et al., 1994, FEMS Microbiol. Lett. 122:239-244) y
mediante transposones (Sinclair, M. |. y B. W. Holloway, 1982, J. Bacteriol. 151:569-579). A través de este tipo de
diversidad, se han incorporado nuevos mecanismos patégenos en P. aeruginosa. Estas y otras transiciones tales
como la conversién al fenotipo mucoide, cominmente observada en FQ, ilustran claramente la necesidad de una
vigilancia continuada.

Estas preocupaciones apuntan a la necesidad de herramientas de diagndéstico y agentes terapéuticos destinados a
la identificacién apropiada de cepas resistentes a farmacos y la erradicacion de la virulencia.

Muchas bacterias producen bacteriocinas, que son sustancias bactericidas, durante su crecimiento. Las
bacteriocinas estan compuestas por polipéptidos y varian en peso molecular. Aunque se han usado bacteriocinas
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por sus propiedades antibacterianas, algunas tienen espectros bactericidas mas limitados que muchos antibiéticos
usados clinicamente. Por ejemplo, se ha notificado que algunas bacteriocinas reconocen, y de ese modo actian sélo
sobre, miembros de la misma especie o especies estrechamente relacionadas uniéndose a sitios receptores en
organismos sensibles, o susceptibles.

Como clasificacion amplia, se han dividido las bacteriocinas en tres tipos. Las primeras son moléculas pequefas que
son termoestables. Los ejemplos de este primer tipo incluyen colicina V (siendo las colicinas especificas para
bacterias coliformes). El segundo tipo, piocinas de tipo S producidas por P. aeruginosa, son moléculas proteicas de
peso molecular superior. El tercer tipo incluye bacteriocinas que se asemejan genética y mofolégicamente a las
partes de la cola de bacteriéfagos. Los ejemplos de este Ultimo tipo incluyen las piocinas de tipo F y de tipo R de P.
aeruginosa asi como enterocoliticina de Yersinia. Se ha notificado que estas piocinas se derivan de un bacteriéfago
ancestral, y tienen similitudes con la familia del fago lambda y la familia del fago P2, respectivamente.

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

Las piocinas de tipo R son bacteriocinas de alto peso molecular complejas producidas por algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa, y tienen actividad bactericida contra otras determinadas cepas de P. aeruginosa (para
una revision véase Michel-Briand y Baysse, 2002). Se han identificado hasta la fecha cinco piocinas de tipo R vy,
basandose en sus espectros de diana (véase a continuacién), se denominan R1 a R5. La cepa PAO1 produce la
piocina R2, que esta codificada en una agrupacion génica que consiste en 16 marcos de lectura abiertos (ORF), 12
de los cuales muestran similitud de secuencia significativa con ORF de los bacteriéfagos P2, PS17, ®CTX y otros
fagos similares a P2 (Nakayama et al., 2000). La produccién de piocinas se induce por el dafio en el ADN (Matsui et
al., 1993) y se regula por RecA, que degrada PrtR, el represor de PrtN, un regulador de la transcripcién positivo de la
agrupacion. La induccion de genes de piocinas da como resultado la sintesis de aproximadamente 200 particulas de
piocinas por célula bacteriana seguido por la lisis de la célula mediante mecanismos similares a los de la lisis de
bacteriéfagos. Las piocinas destruyen rapida y especificamente células diana uniéndose en primer lugar al
lipopolisacarido (LPS) mediante sus fibras de la cola, seguido por contraccién de la vaina y penetracion del nucleo a
través de la membrana externa bacteriana, la pared celular y la membrana citoplasmatica. Esta penetracion
compromete la integridad de la membrana citoplasmaética y la despolarizacién del potencial de membrana (Uratani y
Hoshino, 1984). En muchos aspectos, las piocinas pueden considerarse como profagos defectuosos adaptados por
el huésped para producir particulas antibacterianas no infecciosas, resistentes a proteasas y acidos que consisten
s6lo en el aparato de la cola adaptado, es decir, sin capsidas o ADN. La replicacién de los genes de piocinas
requiere la replicacién del genoma bacteriano en el que estan insertados.

Las cinco especificidades de receptores de piocinas diferentes estan relacionadas linealmente entre si con dos
ramas. (lto et al, 1970; Meadow y Wells, 1978; Kageyama, 1975). La piocina R5 tiene el espectro mas amplio e
incluye las especificidades de las otras cuatro. Los receptores para los otros cuatro tipos R forman dos ramas, o
familias de especificidades, que divergen de R5. Una rama incluye los receptores para R3, R4 y R2, en ese orden en
el que la especificidad de receptor por la piocina R3 es la mas distal de la superficie celular. La segunda rama
contiene el receptor de R1, que parece tener un determinante de especificidad no relacionado con aquellos para R2,
R3 y R4. Las dos ramas parecen unirse al receptor para R5 puesto que todas las cepas de P. aeruginosa que son
sensibles a cualquiera de las piocinas R1-R4 son sensibles también a R5, mientras que algunas cepas son sensibles
sélo a la piocina R5. Algunas cepas de P. aeruginosa son resistentes a todas las 5 piocinas de tipo R que se
producen de manera natural.

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

La especificidad de las piocinas de tipo R la confiere la fibra de la cola codificada por prf15. PRF15 esta relacionada
muy estrechamente con las fibras de la cola de fagos de la familia Myoviridae, particularmente fagos similares a P2
(Nakayama et al., 2000). Estas fibras de la cola son homotrimeros dispuestos simétricamente en una estructura de
placa basal con seis copias por particula, tal como se muestra en la figura 1. La region N-terminal de la fibra de la
cola se une a la placa basal, y la parte C-terminal, probablemente cerca de la punta, se une al receptor bacteriano y
de ese modo confiere la especificidad de destruccién. Una chaperona relacionada, codificada por prf16 (en el caso
de piocinas de tipo R) se ubica inmediatamente en el sentido de 3’ de prf15, y es necesaria para el plegamiento
apropiado de la fibra de la cola y/o el ensamblaje de las fibras de la cola en la estructura de la piocina. Las particulas
de piocinas de tipo R se han descrito como inmunoquimica y genéticamente similares a las colas de determinados
bacteriéfagos de P. aeruginosa (Kageyama 1975, Kageyama et al. 1979, Shinomiya et al. 1989, y Shinomiya et al.
1983b). Se ha propuesto que piocinas de tipo R y bacteriéfagos de Pseudomonas, tales como PS-17 y ®CTX, estan
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relacionados a través de un bacteriéfago lisogénico ancestral comun del cual se perdieron los genes que codificaban
para las proteinas de la cabeza y las funciones de replicacion y los genes del fago residuales se adaptaron para su
funcién como componentes de las piocinas de tipo R defensivas (Shinomiya ef al. 1989).

Se han descrito bacteriocinas de alto peso molecular de tipo R similares en otras bacterias incluyendo Yersinia
enterocolitica (Strauch et al., 2001), Listeria monocytogenes (Zink et al, 1995), Staphylococcus aureus (Birmingham
& Pattee, 1981) y Erwinia amylovora (Jabrane et al., 2002). La clasificacién y nomenclatura de las bacteriocinas han
experimentado cambios a lo largo del tiempo, particularmente dadas las pruebas crecientes de su origen, quimica y
actividades. Normalmente, la denominacién de las bacteriocinas se basa en la especie productora. Por ejemplo, E.
coli produce bacteriocinas denominadas colicinas; Pseudomonas aeruginosa produce piocinas; Listeria
monocytogenes produce monocinas; Yersinia enterociliticus produce enterocoliticinas; y asi sucesivamente.
Histéricamente, la clasificacion comenzo con la identificacion de aproximadamente 20 colicinas que se clasificaron
como A-V. En la mayoria de los casos, cada bacteriocina parece ser de accion especifica para la misma especie, o
especies taxonomicamente relacionadas, de organismos. Las cepas productoras de piocinas normalmente son
resistentes a su propia piocina. Se describe un ensayo general para la concentracién de bacteriocina en la patente
de EE.UU. 4.142.939.

La mencién de los documentos anteriores no esta prevista como una admision de que cualquiera de lo anterior es
técnica anterior pertinente. Todas las afirmaciones en cuanto a la fecha o representacion y en cuanto al contenido de
estos documentos se basa en la informacién disponible para el solicitante y no constituye ninguna admision en
cuanto a la exactitud de las fechas o el contenido de estos documentos.

Sumario de la descripcion

Esta descripcion se refiere a formas modificadas por ingenieria genética de la clase de bacteriocinas que se
asemejan a, pero son distintas de, colas de bacteriéfagos. Estas bacteriocinas incluyen piocinas de tipo R.

Las bacteriocinas de APM naturales son normalmente termolabiles, resistentes a tripsina y pueden inducirse por
agentes que activan el sistema SOS. Por ejemplo, se han identificado en muchas enterobacterias, especies de
Pseudomonas, Rhizobium lupin, especies de Bacillus, especies de Yersiniay especies de Flavobacterium.

Una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética estd compuesta por mdltiples copias de varias
subunidades polipeptidicas diferentes y tiene una o mas fibras de la cola constituidas por proteinas de fibras de la
cola. Cada fibra de la cola contiene un dominio de unién al receptor (RBD) que se une a, o interacciona con, un
receptor para formar un par de unién. El RBD es la parte de una fibra de la cola que comprende la propiedad de
unién a bacterias que la convierte en el primer miembro del par de unién. Un RBD tal como se da a conocer en el
presente documento comprende la modificacion de una proteina en la fibra de la cola para formar una fibra de la
cola modificada. La fibra de la cola modificada con las otras subunidades polipeptidicas forma una bacteriocina de
apm alterada por ingenieria genética (o modificada). El receptor al que se une el RBD es el segundo miembro del
par de unién, y puede ser igual que, o diferente de, el receptor para una bacteriocina sin la fibra de la cola
modificada. En algunas realizaciones de la descripcion, el segundo miembro de un par de union es un factor de
virulencia o adaptacion de una bacteria patdégena. En otras realizaciones, el segundo miembro es un componente de
la(s) capa(s) mas externa(s) de una célula bacteriana, tal como una membrana celular o, en el caso de bacterias
gram-positivas, un componente de la pared celular.

En comparacién con una bacteriocina de apm que carece de la fibra de la cola modificada, una bacteriocina de apm
modificada por ingenieria genética puede diferir en el nimero, la manera y la fuerza de unién de sus interacciones
con un receptor. Por tanto, una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética puede tener propiedades de
unién diferentes o adicionales (por ejemplo, especificidades, afinidades y/o avideces de unién) en comparacion con
una bacteriocina sin la modificacion. Una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética no es una
molécula que se produce de manera natural sino que puede ser una version modificada de una molécula que se
produce de manera natural. Alternativamente, una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética puede ser
una version modificada de otra bacteriocina que no se produce de manera natural. En la mayoria de las
realizaciones, una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética sigue siendo un agente letal para células
bacterianas que expresan un receptor al que se une la bacteriocina.

Segun la presente invencion, se proporciona una molécula de &cido nucleico que codifica para una proteina de fibras
de la cola de bacteriocina de alto peso molecular (apm), en la que dicha proteina de fibras de la cola comprende una
region de union a la placa basal (BPAR) de una piocina de tipo R y un dominio de unién al receptor heterélogo
(RBD), en la que el RBD es de una fibra de la cola de otra bacteriocina o una fibra de la cola de un bacteriéfago o
profago, en la que la BPAR consiste en los aminodcidos 1-164 6 1-240 de la fibra de la cola de piocina de tipo R.

En algunas realizaciones, la fibra de la cola comprende una secuencia heteréloga, o que no es de bacteriocina, en
uno o mas de los tres mondémeros de proteina de fibras de la cola que constituyen una Unica fibra de la cola
trimérica. Y mientras que las fibras de la cola en una bacteriocina nativa, o que se produce de manera natural,
pueden ser homotriméricas para formar un RBD, la fibra de la cola de una bacteriocina de apm modificada por
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ingenieria genética es o bien heterotrimérica, cuando uno o dos de los mondémeros de proteina es/son diferente(s)
del/de los otro(s), o bien homotrimérica cuando los tres monémeros de proteina son idénticamente no nativos (que
no se producen de manera natural). La presencia de una secuencia heteréloga (o no nativa), en uno o mas
mondémeros de proteina, permite que el trimero forme una fibra de la cola con un RBD modificado.

La secuencia heter6loga esta por tanto en una parte del/de los monémero(s) de manera que al menos el RBD de la
fibra de la cola esta alterado en un trimero ensamblado. El RBD alterado cambia las caracteristicas de unién y las
propiedades de la fibra de la cola y de ese modo la actividad de unién de una bacteriocina de apm que contiene la
fibra de la cola. El RBD heterdlogo se deriva de otra bacteriocina o una proteina de la cola de un bacteriéfago o
profago. En muchos casos, el RBD heterdlogo es un polipéptido que incluye al menos parte de la parte C-terminal de
una proteina de fibras de la cola de una bacteriocina, una proteina de fibras de la cola de bacteriéfago o una
presunta proteina de fibras de la cola, cuya secuencia se ha derivado de un gen de un bacteriéfago lisogénico viable
o incluso defectuoso que se encuentra dentro del genoma de una bacteria. El RBD heterélogo se fusiona con un
polipéptido que contiene una regién de union a la placa basal (BPAR) de una proteina de fibras de la cola de
bacteriocina de apm. El polipéptido que contiene la BPAR puede contener toda o parte de la parte N-terminal de una
fibra de la cola de bacteriocina de apm, en el que la parte N-terminal puede consistir en cualquier parte de la fibra de
la cola excepto el mismo extremo C-terminal.

En otras realizaciones, el RBD heterdlogo se deriva del determinante del tropismo principal (Mtd) de bacteriéfago de
Bordetella. Los ejemplos no limitativos incluyen un RBD heter6logo que comprende un Mtd modificado o
diversificado, opcionalmente con todo o parte del RBD de una fibra de la cola de un bacteriéfago. En algunas
realizaciones, la fibra de la cola del bacteri6fago es la del bacteriéfago similar a miovirus de Vibrio harveyi (VHML) o
sus derivados diversificados o las de otro profago o bacteriéfago que comprende una estructura de retroelemento de
generacion de diversidad (DGR).

También se describe una parte de una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética en la que la parte
conserva la actividad de uniéon de la bacteriocina a un receptor en la superficie de una célula bacteriana
promoviendo entonces la penetracién en la membrana celular. Por tanto, la parte puede ser cualquiera que conserve
las actividades de unién (reconocimiento) y penetracion en la membrana de una bacteriocina de apm modificada por
ingenieria genética. En algunos ejemplos, la parte comprende uno o mas polipéptidos de bacteriocina que estan
truncados.

También se describen fibras de la cola modificadas que pueden ser parte de una bacteriocina de apm de la
descripcion. La fibra de la cola trimérica puede comprender una o mas proteinas de fibras de la cola con un RBD
modificado o un RBD heterdlogo. En algunas realizaciones, la proteina de fibras de la cola monomérica modificada
se deriva de una bacteriocina de tipo R mientras que en otras realizaciones la proteina de fibras de la cola se deriva
de una proteina de fibras de la cola de bacteriofago.

La descripcion también incluye secuencias de acido nucleico que codifican para una proteina de fibras de la cola
modificada, asi como vectores y/o células (huésped) que contienen las secuencias codificantes. Los vectores y/o las
células huésped pueden usarse para expresar las secuencias codificantes para producir proteinas de fibras de la
cola modificadas que forman fibras de la cola y se incorporan en una bacteriocina de apm modificada por ingenieria
genética de la descripcion. También puede introducirse una secuencia que codifica para una proteina de fibras de la
cola modificada en una célula bacteriana que produce, o puede producir, una bacteriocina de apm en presencia de
la proteina de fibras de la cola modificada. La expresién de la proteina de fibras de la cola modificada da como
resultado la produccién de una bacteriocina de apm modificada por la célula. Si se inactiva(n) o elimina(n)
secuencia(s) de proteinas de fibras de la cola de bacteriocinas naturales, entonces sélo se produciran bacteriocinas
de apm modificadas. Si se conserva(n) secuencia(s) de proteinas de fibras de la cola de bacteriocinas naturales,
entonces se produciran bacteriocinas de apm modificadas junto con las fibras de la cola de bacteriocinas naturales,
y las piocinas modificadas generadas pueden ser mezclas de tanto piocinas modificadas como piocinas naturales.
Ademas, las piocinas generadas a partir de tales bacterias huésped de produccion pueden contener piocinas
bivalentes (multivalentes), es decir, contienen particulas de piocinas individuales con una mezcla de dos tipos de
fibras de la cola, cada una con sus propiedades de union especificas. Tales piocinas multivalentes tienen
especificidades de union y destruccion mdltiples, es decir, dos o mas, dentro de la misma particula o molécula de
piocina. Las bacterias transfectadas pueden propagarse para producir bacteriocinas de apm que previenen o inhiben
el crecimiento e otras bacterias que expresan un receptor al que se une la bacteriocina de apm modificada o una de
las bacteriocinas de apm de la mezcla de bacteriocinas de apm naturales mas modificadas.

En algunas realizaciones, el receptor es un factor de virulencia o adaptacion de una cepa bacteriana virulenta o
patégena de manera que la exposicion a la bacteriocina de apm modificada previene o inhibe el crecimiento de la
cepa virulenta o patdégena. Los ejemplos no limitativos de factores de virulencia seleccionados como diana por una
bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética incluyen los codificados por las secuencias dadas a conocer
en la patente de EE.UU. 6.355.411 y la solicitud de patente publicada WO 99/27129 (Ausubel et al.), que se
incorporan por el presente documento como referencia como si se expusieran completamente.

La exposicion es opcionalmente mediante contacto, o cocultivo, con bacterias transfectadas que expresan la
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bacteriocina de apm. La descripcién incluye permitir la propagacion de las bacterias transformadas in vivo, sobre o
dentro de un sujeto animal o vegetal. La aplicacién in vivo de las bacterias transfectadas proporciona un estado de
proteccion frente a bacterias que expresan un receptor de superficie seleccionado como diana por la bacteriocina de
apm modificada por ingenieria genética. El estado de proteccion es andlogo a un estado de inmunidad, en el que las
bacterias transfectadas aumentan o complementan esencialmente el sistema inmunitario del organismo animal o
vegetal u otro sistema de defensa.

En otras realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica para un RBD de una proteina de fibras de la cola
monomérica modificada es parte de un sistema genético que permite la identificacion, el aislamiento fisico y/o la
seleccién de la secuencia codificante. Como ejemplos no limitativos, el sistema genético puede comprender la
secuencia codificante en un fago, fago lisogénico, particula de transduccion, césmido o genoma de fago que permite
su identificacién, aislamiento y/o seleccién. En algunas realizaciones, la secuencia se fusiona con una parte de un
gen de fibra y se expresa para producir un trimero de fibras de la cola modificado que provocara que la bacteriocina
de apm modificada se una a la superficie de y destruya el organismo huésped que alberga el fago lisogénico a partir
del cual se identifico o aislé la secuencia que codifica para RBD. La deteccién de un fenotipo en el trimero de fibras
de la cola modificado permite que la secuencia se seleccione y/o examine, se identifique y se aisle. En algunas
realizaciones, el fenotipo puede ser una propiedad de unién al receptor deseada, y posiblemente rara.

También se describe una biblioteca de fagos, particulas de transduccion, césmidos o genomas de fagos, que
contienen una pluralidad de secuencias de ADN y/o ARN, que codifican cada una para una proteina de fibras de la
cola modificada. Este acoplamiento de fenotipo de unién con genotipo codificante del RBD permite la expresion de
una pluralidad de RBD modificados de manera que las secuencias que codifican para los mismos estan
representadas dentro de la biblioteca. En algunos ejemplos, los miembros de una biblioteca contienen cada uno una
secuencia que codifica para una proteina de fibras de la cola modificada de manera que se expresan fibras de la
cola homotriméricas y estan disponibles para examen o seleccion para determinar el fenotipo de unién respectivo de
un miembro de la biblioteca. En otros ejemplos, los miembros de una biblioteca incluyen aquellos con mas de una
secuencia que codifica para una proteina de fibras de la cola modificada de manera que pueden expresarse fibras
de la cola heterotriméricas dadas a conocer en el presente documento y examinarse o seleccionarse para
determinar sus fenotipos de unién. El fenotipo de unién de un miembro de la biblioteca esta por tanto acoplado a
la(s) secuencia(s) codificante(s) receptiva(s). Una vez que el genotipo que codifica para el RBD deseado o ventajoso
se ha identificado asi, puede usarse para crear la fibra de la cola para una bacteriocina de apm modificada.
Utilizando la funcién de chaperona relacionada de una fibra de la cola, tal como VHML, que diversifica de manera
natural su RBD, puede garantizase el plegamiento apropiado de una fibra de la cola que contiene un RBD
diversificado derivado de VHML.

Vectores, células huésped, fagos, particulas de transduccion, cosmidos, genomas de fagos y bibliotecas tal como se
dan a conocer en el presente documento pueden considerarse composiciones que comprenden una molécula de
acido nucleico que codifica para proteinas de fibras de la cola.

Composiciones adicionales de la descripcion comprenden una bacteriocina de apm modificada por ingenieria
genética o una parte antibacteriana de la misma. Las composiciones son antibacterianas en virtud de la bacteriocina
de apm, y pueden comprender un portador o excipiente. Por supuesto, el portador o excipiente es uno que es
adecuado para su uso en combinacién con una proteina compleja de multiples subunidades como una bacteriocina
de apm. En algunas realizaciones, el portador o excipiente es farmacéuticamente aceptable de manera que la
composicién puede usarse de manera clinica o en la agricultura. En otras realizaciones, el portador o excipiente es
adecuado para administracion tépica, pulmonar, gastrointestinal o sistémica, tal como a un ser humano o un animal
no humano. En realizaciones adicionales, el portador o excipiente es adecuado para su administracién a un
organismo no animal tal como una planta o producto fresco de una planta como ejemplos no limitativos.

Una composicién tal como se da a conocer en el presente documento puede comprender mas de una bacteriocina
de apm modificada por ingenieria genética o comprender uno 0 mas agentes adicionales, incluyendo pero sin
limitarse a, una bacteriocina de apm que se produce de manera natural deseada para su uso con la bacteriocina de
apm modificada por ingenieria genética. Los ejemplos no limitativos de un agente adicional incluyen una enzima, un
antibiotico, un agente antifingico, un bactericida, un analgésico y un agente antiinflamatorio.

En un aspecto adicional, la descripcién proporciona métodos de uso de un producto relacionado con bacteriocina de
apm descrito en el presente documento. Las realizaciones de la descripcion incluyen métodos de inhibicion del
crecimiento bacteriano o de induccién de muerte de células bacterianas. Tales métodos comprenden poner en
contacto una célula o células bacterianas susceptibles con una cantidad eficaz de una bacteriocina de apm
modificada por ingenieria genética, o con una parte antibacteriana de la misma. Alternativamente, puede usarse una
composicién que contiene la bacteriocina de apm o una parte antibacteriana de la misma. En algunos casos, una
cantidad eficaz puede ser equivalente a tan so6lo una, en promedio, bacteriocina de apm por célula bacteriana. Por
supuesto, pueden usarse cantidades superiores.

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

En algunas realizaciones, los métodos de la descripcion pueden comprender la aplicacion (o administracién) in vivo
de una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética, o una parte antibacteriana de la misma, dentro de un
sujeto. Alternativamente, los métodos pueden comprender la puesta en contacto in vitro o ex vivo.

Aun en un aspecto adicional, la descripcidén proporciona un método de formacién de bacterias no virulentas a partir
de bacterias progenitoras virulentas. EI método comprende poner en contacto bacterias virulentas con una
bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética, o una parte antibacteriana de la misma, que se une a un
factor de virulencia o adaptacion de las bacterias virulentas. La puesta en contacto puede ser en condiciones en las
que no todas las bacterias se destruyen, o se inhibe completamente su crecimiento celular, mediante la cantidad de
bacteriocina de apm, o parte antibacteriana de la misma, usada. La puesta en contacto proporciona una presién
selectiva que permite que la bacteria seleccionada como diana sobreviva a la bacteriocina de apm modificada por
ingenieria genética o parte antibacteriana de la misma y se propague sélo si se ha convertido en una progenie de
bacterias modificadas o mutantes no virulentas que no es susceptible (y de ese modo resistente) a la bacteriocina de
apm modificada por ingenieria genética o parte antibacteriana de la misma. En algunas realizaciones, la resistencia
se debe a la falta de expresion del factor de virulencia o adaptacion o receptor para la bacteriocina de apm
modificada por ingenieria genética, o parte antibacteriana de la misma, evitando de ese modo el ataque por la
bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética. En otra realizacién, la resistencia puede deberse a una
alteracion en el factor de virulencia o adaptacién de manera que ya no sirve como receptor eficaz para el RBD de la
piocina modificada y en la forma alterada también compromete su funcién de virulencia o adaptacion. La adquisicién
de resistencia por la progenie superviviente, y el cambio resultante en virulencia o adaptacion de una bacteria
anteriormente virulenta, puede determinarse in vivo o in vitro para demostrar su patogenicidad comprometida.

En un aspecto relacionado, la descripcion proporciona un método de mantenimiento de una poblacion de bacterias
no virulentas mediante el contacto con una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética, o una parte
antibacteriana de la misma, que se une a y media su efecto bactericida mediante un factor de virulencia o
adaptacion de las bacterias virulentas. La presencia de la bacteriocina de apm previene el crecimiento (o generacion
0 propagacién) de bacterias virulentas y de ese modo mantiene la poblacion como no virulenta. En algunas
realizaciones, la puesta en contacto puede ser mediante el uso de una célula bacteriana, tal como se describe en el
presente documento, que expresa la bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética o parte antibacteriana
de la misma.

Las detalles de una o mas realizaciones de la descripcion se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcion a
continuacion. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la descripcion resultaran evidentes a partir de los dibujos y
la descripcion detallada, y a partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 proporciona la micrografia electronica de una particula de piocina de tipo R que revela 4 de las 6 fibras
de la cola en el panel A, y un esquema de los componentes principales de una particula de piocina de tipo R en el
panel B.

La figura 2 proporciona ensayos de dilucion en serie de puntos (5X) de piocinas de tipo natural (R2), particulas de
piocinas producidas a partir de la cepa de delecién de fibras de la cola (PAO1APrf15) y piocinas complementadas
con la fusién de fibras de la cola R2-P2. Las bacterias diana son P. aeruginosa 13s y E. coli C. Las particulas de
piocina R2 de tipo natural pueden destruir Pseudomonas pero no E. coli. La cepa de delecion de fibras de la cola no
produce particulas de piocinas activas, pero cuando se complementa en frans con la fusion de fibras de la cola R2-
P2, puede destruir ahora E. coli C.

La figura 3 es la complementacién de la estructura de piocina R2 con una fusion de fibras de la cola R2-P2. Se
fusiono la parte C-terminal (RBD) del gen de fibra de la cola P2 con la parte N-terminal (BPAR) de la fibra de la cola
R2, tal como se muestra en la parte A.

La parte B de la figura 3 muestra un esquema de la piocina R2 de tipo natural (izquierda). La piocina R2 se
complementa con el constructo de fusion R2 (BPAR)-P2 (RBD) para producir particulas (derecha) que tienen las
fibras de la cola quiméricas incorporadas en la estructura. Las particulas R2-P2 tienen un espectro de destruccion
alterado y seleccionan como diana ahora determinadas cepas de E. coli.

La figura 4 proporciona fusiones R2-P2 mudltiples y sus actividades bactericidas. El extremo N-terminal, aminoacidos
1-164, de R2 (regién de unién a la placa basal, “BPAR”) se fusion6 con diversas partes C-terminales de P2 (RBD).
Los numeros representan los nimeros de residuos de aminoacido en las proteinas respectivas. La actividad
bactericida de las piocinas modificadas (frente a E. coli C) que contiene cada una de las fibras de la cola construidas
se indica como presente (+) o0 ausente (-).
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La figura 5 muestra diversas partes del extremo N-terminal de la fibra de la cola R2 (BPAR) fusionadas con la parte
C-terminal 158-669 (RBD) de la fibra de la cola P2. Los numeros representan los nimeros de residuos de
aminoacido de las proteinas respectivas. La actividad bactericida de las piocinas modificadas (frente a E. coli C) que
contiene cada una de las fibras de la cola construidas se indica como presente (+) o ausente (-).

La figura 6 muestra fusiones R2-P2 mudltiples y sus actividades bactericidas. Se fusion6 el extremo N-terminal,
aminoacidos 1-240, de R2 (BPAR) con diversas partes C-terminales de P2 (RBD). Los numeros representan los
nuameros de residuos de aminodcido de las proteinas respectivas. La actividad bactericida de las piocinas
modificadas (frente a E. coli C) que contiene cada una de las fibras de la cola construidas se indica como presente
(+) o ausente (-).

La figura 7 proporciona diversas partes del extremo N-terminal de la fibra de la cola R2 (BPAR) fusionadas con la
parte C-terminal 322-669 (RBD) de la fibra de la cola P2. Los nimeros representan los numeros de residuos de
aminoacido de las proteinas respectivas. La actividad bactericida de las piocinas modificadas (frente a E. coli C) que
contiene cada una de las fibras de la cola construidas se indica como presente (+) o ausente (-).

La figura 8 muestra la complementacién en trans de la estructura de la piocina R2 de PA01Aprf15 con diversas fibras
de la cola de piocina de tipo R, fusiones de fibras de la cola y chaperonas. Se evaluaron las actividades de las
piocinas complementadas R1 a R5 mediante siembra por puntos sobre la cepa indicadora Pseudomonas aeruginosa
13s, que es sensible a todos los tipos de piocinas. Se sometieron a prueba las piocinas complementadas R2-P2
para determinar su actividad usando E. coli C como indicador, y se someti6 a prueba la piocina complementada R2-
L-413c sobre la cepa de Yersinia pestis KIM.

Las fibras de la cola Prf15 de R2, R3 y R4 pudieron complementarse mediante la Prf16 enddgena de la piocina R2
de PAO14prf15. Las fibras de la cola Prf15 de R1 y R5, que difieren en el extremo C-terminal en comparacién con
R2, requerian, para su actividad méaxima, su propia Prf16 relacionada (que por si misma difiere de su homélogo de
R2). Las fusiones tanto R2-P2 como R2-L-413c, que contienen el extremo C-terminal (RBD) del fago P2 y fibras de
la cola L-413c, respectivamente, requieren sus chaperonas de ensamblaje de fibras de la cola relacionadas
codificadas por el gen G del fago.

La figura 9 muestra el vector de expresion de chaperonas y fibras de la cola de piocinas pUCP30T. Los genes, prf15
y prf16, se expresan usando un vector lanzadera de Pseudomonas/E. coli (Schweitzer) con origenes de replicaciéon
(ori pPRO1600, rep y oriT) para ambas especies. Se muestran los sitios de clonacion mediante los sitios de escisién
de enzimas de restriccion indicados. El plasmido confiere resistencia a gentamicina (Gm R) y se mantiene
afnadiendo gentamicina a los medios de cultivo. La transcripcién de ambos genes se dirige mediante el promotor tac
que se regula negativamente por /ac/Q. Cuando se transforman en la cepa de Pseudomonas aeruginosa PAO1
[prf15, los genes, por ejemplo prf15'y prf16, incorporados en el plasmido se expresan en trans tras inducirse con
IPTG simultaneamente con la induccién con mitomicina C de los genes de piocinas que permanecen en las
bacterias de produccién huésped PAO1 Aprf15.

La figura 10 proporciona la construccion de fibra de la cola de piocina especifica de Yersinia pestis. Similar a la
estrategia que se uso para construir R2-P2, se fusiond la parte codificante C-terminal (RBD) del gen de fibra de la
cola L-413c con una parte N-terminal (BPAR) de la fibra de la cola R2. Cuando se expresa en trans para
complementar la cepa de delecion de fibras de la cola R2 PAOQ1(1prf15, se producen particulas de piocinas
modificadas que contienen las fibras de la cola R2-L-413c quiméricas que pueden destruir eficazmente Y. pestis
pero no Pseudomonas.

La figura 11 proporciona las secuencias de aminoacidos o secuencias de &cido nucleico para SEQ ID NO:1-59,
proporcionadas en las paginas 11A-11J.

Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, una bacteriocina de apm incluye una piocina de tipo R, bacteriocina
similar a una cola, bacteriocina de tipo R, piocinas de tipo R y de tipo F, monocinas, meningocinas u otras
bacteriocinas de alto peso molecular (apm). Una bacteriocina de apm incluye versiones modificadas de piocinas de
tipo R y de tipo F, enterocoliticinas, monocinas y meningocinas (véase Kingsbury “Bacteriocin production by strains
of Neisseria meningitidis.” J Bacteriol. 91(5):1696-9, 1966). Una bacteriocina de apm alterada por ingenieria genética
o modificada puede ser una piocina de tipo R modificada seleccionada de la piocina R1, R2, R3, R4 o R5 de P.
aeruginosa. Una bacteriocina de la descripcion puede ser termolabil, resistente a acidos suaves, resistente a
tripsina, sedimentable por centrifugacion a aproximadamente 65.000 x g y resolvible por microscopio electrénico
(véanse Jabrane et al. Appl. Environ. Microbiol. 68:5704-5710, 2002; Daw et al. Micron 27:467-479, 1996; Bradley
Bacteriol. Revs. 31:230-314, 1967; y Kageyama et al. Life Sciences 9:471-476, 1962. En muchos casos, una
bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética dada a conocer en el presente documento tiene una o mas,
en cualquier combinacién, de estas propiedades. Una propiedad adicional comun a bacteriocinas y bacteriocinas de
apm modificadas por ingenieria genética dadas a conocer en el presente documento es que no contienen acido
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nucleico y por tanto son de replicacion deficiente de manera que no pueden reproducirse por si mismas tras o
durante la destruccion de una bacteria diana como pueden muchos bacteriéfagos.

Las piocinas, y otras bacteriocinas de apm dadas a conocer en el presente documento, son moléculas complejas
que comprenden multiples subunidades proteicas, o polipeptidicas, y se asemejan a las estructuras de la cola de
bacteriéfagos de la familia Myoviridae. En piocinas que se producen de manera natural, las estructuras de
subunidades estan codificadas por el genoma bacteriano tal como el de P. aeruginosa y forman piocinas que sirven
como defensas naturales contra otras bacterias (Kageyama, 1975). Una bacteria diana sensible puede destruirse por
una Unica molécula de piocina (Kageyama, 1964; Shinomiya & Shiga, 1979; Morse et al., 1980; Strauch et al., 2001).

Una “bacteria diana” o “bacterias diana” se refieren a una bacteria o bacterias a las que se une una bacteriocina de
apm modificada por ingenieria genética de la descripcidon y/o cuyo crecimiento, supervivencia o replicaciéon se inhibe
de ese modo. El término “inhibicién de crecimiento” o variaciones del mismo se refiere a la ralentizacion o detencién
de la velocidad de division celular bacteriana o el cese de la division celular bacteriana, o a la muerte de las
bacterias.

Tal como se usa en el presente documento, un “acido nucleico” se refiere normalmente a polimeros de
desoxiribonucleétidos o ribonucleétidos (puros o mixtos) en forma mono o bicatenaria. El término puede abarcar
acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos o enlaces o residuos de estructura principal modificados,
que son sintéticos, que se producen de manera natural y que no se producen de manera natural, que tienen
propiedades de union, estructurales o funcionales similares al acido nucleico de referencia, y que se metabolizan de
manera similar a los nucleétidos de referencia. Los ejemplos no limitativos de tales analogos incluyen, sin limitacion,
fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos de metilo quirales, ribonucleétidos de 2-0-metilo y
acidos nucleicos peptidicos (ANP). El término acido nucleico, en algunos contextos, puede usarse de manera
intercambiable con gen, ADNc, ARNm, oligonucleétido y polinucleoétido.

Una secuencia de &cido nucleico particular también abarca variantes modificadas de manera conservativa de la
misma (tales como sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, asi como la secuencia
indicada de manera explicita. Especificamente, las sustituciones de codones degenerados pueden lograrse
generando secuencias en las que la tercera posicion (“oscilacién”) de uno o méas codones seleccionados (o todos) se
sustituye por residuos de desoxiinosina y/o bases mixtas. Por tanto, una secuencia de acido nucleico que codifica
para una secuencia proteica dada a conocer en el presente documento también abarca variantes modificadas de la
misma tal como se describe en el presente documento.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan normalmente de manera intercambiable en el presente
documento para referirse a un polimero de residuos de aminoacido. Puede hacerse referencia a los aminoacidos en
el presente documento mediante o bien sus simbolos de tres letras o bien mediante los simbolos de una letra
comunmente conocidos recomendados por la Comision de Nomenclatura Bioguimica de la IUPAC-IUB.

Los factores de virulencia son las moléculas que contribuyen a la patogenicidad de un organismo pero no a su
viabilidad general. Tras la pérdida de un factor de virulencia, el organismo es menos patbgeno pero no
necesariamente menos viable. Los factores de virulencia pueden tener una cualquiera de numerosas funciones, por
ejemplo, regular la expresion génica, proporcionar adhesién o movilidad, eliminar por bombeo agentes antibiéticos o
formar recubrimientos protectores incluyendo biopeliculas.

Los factores de adaptacién son las moléculas que contribuyen a la viabilidad general del organismo, velocidad de
crecimiento o competitividad en su entorno. Tras la pérdida de un factor de adaptacion, el organismo es menos
viable o competitivo y debido a este compromiso, indirectamente menos patégeno. Los factores de adaptacion
también pueden tener una cualquiera de numerosas funciones, por ejemplo, adquirir nutrientes, iones o agua, formar
componentes o protectores de membranas celulares o paredes celulares, replicar, reparar 0 mutagenizar acidos
nucleicos, proporcionar defensa frente a o ataque hacia agresiones medioambientales o competitivas.

Algunos factores de virulencia y adaptacion estan presentes sobre la superficie de la bacteria y de ese modo son
accesible a una bacteriocina de apm dada a conocer en el presente documento. Uniéndose a algun factor de
virulencia o adaptacién superficial, una bacteriocina de apm puede mediar la destruccion perforando las membranas
celulares, comprometiendo la integridad de la membrana citoplasmatica y/o disipando el potencial de membrana de
la célula. Las moléculas accesibles en la superficie que lo mas probablemente suportan la unién y destruccion de las
bacteriocinas de apm son proteinas, polisacaridos y lipopolisacaridos de la membrana externa. Por consiguiente, las
posibles dianas para la bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria genética son factores de virulencia y
factores de adaptacion que son proteinas, polisacaridos y lipopolisacaridos de la membrana externa. Algunos
ejemplos no limitativos de dianas de factores de virulencia para piocinas modificadas por ingenieria incluyen las
metaloproteasas de proteasas de escisién intramembrana (iCLIP); lectinas de unién a fucosa y galactosa IL e IIL;
proteinas de moléculas de la matriz adhesiva que reconocen componentes de superficie microbiana (MSCRAMM); y
adhesina, tal como ACE.

El éxito final de la selecciébn como diana de un factor de virulencia especifico depende de su topografia en la
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superficie bacteriana, su densidad en la superficie, quizds su movilidad bidimensional dentro de la membrana
externa y su prevalencia en aislados clinicos o de campo del patdégeno. Por ejemplo, OprM es una proteina de
membrana externa similar a porina implicada en multiples bombas de eflujo, por ejemplo el sistema MexAB, y el
prevalente en muchas bacterias gram-negativas (Wong y Hancock, 2000). TolC, similar a OprM, es una proteina
auxiliar requerida para muchas bombas de eflujo de patégenos gram-negativos (Koronakis et al., 2004; Piddock,
2006). Ademas, varios miembros de la familia YcrC de secretinas son proteinas de membrana externa necesarias
para la translocacion de proteinas efectoras patdgenas mediante el sistema de secrecion tipo tres (“T3SS”), del que
dependen muchos patdgenos gram-negativos tales como P. aeruginosa e Yersinia pestis para intoxicar su huésped
mamifero (Galan y Collmer. 1999; Koster et al., 1997; Cornelis, 2006). Ademas, los miembros de la familia YscW son
lipoproteinas también ancladas en la membrana externa para ayudar a la inserciébn de las secretinas en la
membrana (Burghout et al., 2004).

Los ejemplos no limitativos adicionales de factores de virulencia y adaptacién incluyen una acuaporina, tal como el
canal de agua de acuaporina-Z de E. coli (véase Calamita, 2000); RetS (véase Goodman et al., 2004; y Zolfaghar et
al., 2005); miembros de la familia 7TMR-DISM (véase Anantharaman et al., 2003); OprM (véase Wong et al., 2000; y
SEQ ID NO:11); proteinas bacterianas tales como Oprd (SEQ ID NO:12), OprN (SEQ ID NO:13), AprF (SEQ ID
NO:14), OpmM (SEQ ID NO:15), OpmA (SEQ ID NO:16), OpmD (SEQ ID NO:17), OpmE (SEQ ID NO:18), OpmQ
(SE ID NO:35), OpmB (SEQ ID NO:36), OpmJ (SEQ ID NO:37), OpmG (SEQ ID NO:38), Opml (SEQ ID NO:39),
OpmH (SEQ ID NO:40), OpmK (SEQ ID NO:41), OpmN (SEQ ID NO:42), OpmF (SEQ ID NO:43) u OpmL (SEQ ID
NO:44); familia OprD de porinas (véase Tamber et al., 2006); ACE, o el gen de ACE codificado por E. faecalis
OG1RF (véase Sreedhar et al., 2000; y Rich, et al., 1999); lectinas de unién a fucosa y galactosa PA-IL y PA-IIL
(véase Mitchell et al., 2002); genes de virulencia animales y vegetales descritos por He et al, 2004; restos
pirofosfato extracelulares (véase Bonev et al., 2004); metaloproteasas (véase Rudner ef al., 1999); y moléculas de
superficie codificadas por transposones (véase Jacobs et al., 2003).

Otros ejemplos no limitativos de factores de virulencia seleccionados como diana por una bacteriocina de apm
modificada por ingenieria genética dada a conocer incluyen los codificados por los marcos de lectura abiertos (ORF)
dados a conocer en la patente de EE.UU. 6.355.411 y el documento WO 99/27129. En algunas realizaciones, un
factor seleccionado como diana por una bacteriocina dada a conocer en el presente documento es uno codificado
por los siguientes ORF de la patente de EE.UU.:

Numero de ORF Codificacion

5 Desconocida

9 Desconocida

21 Posiblemente receptor

23 Posiblemente transportador de ABC

33 Desconocida

41 Posiblemente similar a mucina

43 Desconocida

51 Desconocida

53 Posiblemente similar a mucina

85 Desconocida

89 Posiblemente receptor de lipoproteinas

91 Desconocida

95 Posiblemente proteofosfoglicano, superficie celular

107 Posiblemente ABC

110 Posiblemente glicosiltransferasa de membrana

113 Posiblemente proteina MexA de resistencia a multiples farmacos
132 Posiblemente muc d

134 Posiblemente 6-UDP manosa deshidrogenasa

149 Posiblemente diana potencial del transportador de MDR
150 Posiblemente proteina MexA de resistencia a multiples farmacos
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203 Posiblemente componente de ATPasa de transportador de ABC
204 Posiblemente componente de ATPasa de transporte de ABC
205 Posiblemente componente de ATPasa de transporte de ABC
206 Posiblemente componente de ATPasa de transporte de ABC
207 Posiblemente componente de ATPasa de transporte de ABC
208 Posiblemente componente de ATPasa de transporte de ABC
209 Posiblemente ABC

213 Posiblemente antiportadores de Na+/H+ y K+/H+ de tipo NhaP
215 Desconocida

227 Posiblemente receptor

239 Posiblemente desoxicitidina trifosfato desaminasa

241 Posiblemente UTPasa

249 Desconocida

255 Desconocida

261 Posiblemente 6-fosfogliconato deshidrogenasa

263 Posiblemente transportador de ABC

273 Desconocida

277 Posiblemente miembros de la familia PE-PGRS

289 Posiblemente 6-fosfogluconato deshidrogenasa

291 Posiblemente glicosil transferasa

297 Posiblemente ligA

301 Posiblemente glicosiltransferasa

309 Posiblemente bomba de eflujo de multiples farmacos/cationes
323 Desconocida

327 Desconocida

331 Posiblemente sensor con supuesta PilR cinasa

333 Posiblemente transporte de proteina Tonb

341 Posiblemente Pil R

349 Posiblemente Pil Ao R

363 Posiblemente orfz

365 Posiblemente transportador de ABC

375 Posiblemente mucina

377 Posiblemente pilus fimT

381 Posiblemente antigeno de inmovilizacién H1

383 Posiblemente fimU

387 Posiblemente pilus PilV

393 Posiblemente pilW et

401 Posiblemente pil X

403 Posiblemente antigeno cd3

411

Desconocida
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413 Desconocida

419 Posiblemente pil E

421 Posiblemente pyl y2

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

Descripcion detallada de modos de puesta en practica de la descripcion
General

Las bacteriocinas de apm tienen la capacidad de destruir rapidamente las bacterias. Unos cuantos informes
tempranos de estudios in vivo han mostrado que pueden ser eficaces en ratones para esta aplicaciéon (Haas et al.,
1974; Merrikin y Terry, 1972). Los inventores han determinado recientemente que la piocina R2 de tipo natural
puede rescatar ratones de la peritonitis aguda provocada por Pseudomonas aeruginosa resistente a antibioticos
cuando se administra o bien por via intraperitoneal o bien por via intravenosa y que las piocinas R2 pueden actuar a
dosis muy bajas, tales como 10° piocinas o menos de 1 [Ig de proteina total en una Unica dosis (datos no
mostrados).

Para que las bacteriocinas de apm sean Utiles clinicamente como agentes antibacterianos, sin embargo, debe
abordarse el problema de sus estrechos espectros bactericidas. Aunque esto puede verse como una ventaja porque
es posible seleccionar como diana especificamente una especie o cepa particular sin afectar a la flora normal, se
limitan los tipos de especies/cepas que son sensibles a las bacteriocinas conocidas. Por ejemplo, se sabe
actualmente que se producen piocinas por algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa, y tienen actividad contra un
estrecho rango de otras cepas de Pseudomonas y algunas otras especies gram negativas. Se han notificado
bacteriocinas de tipo R de otras especies (tales como Erwinia, véase Jabrane 2002, y Yersinia enterocolitica, véase
Strauch) pero la apariciéon parece estar limitada. Los fagos Myoviridae, por otro lado, estan bastante extendidos y
son comunes y se encuentran por toda la clase bacteriana.

Esta descripcién demuestra que es posible cambiar el espectro de una piocina de tipo R. Un determinante de
espectro principal entre tanto las piocinas como sus fagos relacionados se encuentra en la fibra de la cola, que se
une a la superficie bacteriana especificamente, interaccionando a través de su parte C-terminal (RBD) con un
componente del LPS u otra estructura de la superficie celular. El LPS puede ser altamente variable entre diferentes
especies y cepas de bacterias, y las fibras de la cola de bacteriéfago son por si mismas altamente variables,
particularmente en esta region C-terminal que interacciona con la superficie celular (Tetart, Desplats). Esta
variabilidad refleja aparentemente adaptaciones constantes de los fagos a superficies del huésped cambiantes. Se
ha observado que diferentes tipos de fago que infectan el mismo huésped (fagos de E. coli P2, Mu y P1) tienen
similitud de secuencia en la parte C-terminal de la fibra de la cola (Haggard-Ljungquist E, Halling C, Calendar R.), lo
que indica que la transferencia horizontal en estas regiones genéticas desempefia probablemente un papel en la
especificidad de huésped. Por ejemplo, la piocina R2 tiene un grado muy alto de similitud de secuencia con respecto
al fago phiCTX de Pseudomonas, un fago que también esta relacionado muy estrechamente con el fago P2 de E.
coli. Comparando las secuencias de fibras de la cola de la piocina R2 y P2, se observa mas similitud de secuencia
en el extremo N terminal (BPAR) que con el extremo C terminal (RBD), lo que sugiere que el extremo C-terminal
desempena el papel en la especificidad de huésped.

Tal como se da a conocer en el presente documento, es posible alterar el espectro diana de una piocina de tipo R
modificando por ingenieria la parte C-terminal del gen de fibras de la cola. Es notable que este cambio de espectro
puede producirse a través de barreras de especies, demostrando que las piocinas de tipo R naturales pueden
modificarse tal como se da a conocer en el presente documento y desarrollarse para dar compuestos
antimicrobianos con espectros méas amplios.

Bacteriocinas de apm modificadas

La descripcion proporciona bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria genética, en particular piocina de tipo R
con afinidades y/o especificidades de unién alteradas. En algunas realizaciones, una bacteriocina de apm de la
descripcion se une especificamente a moléculas de superficie expuestas que actian como factores de virulencia o
factores de adaptacion de bacterias patégenas. El término “se une especifica (0 selectivamente)” se refiere a una
reaccion de unién que es determinante de la presencia del ligando unido, a menudo en una poblaciéon de proteinas
heterogénea y otra materia biolégica. Como resultado, la bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética
una vez que se une especificamente puede destruir genéricamente las bacterias patégenas. Ademas, son el fin de
volverse resistentes a la bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética, las bacterias patdégenas
seleccionadas como diana deben perder su sitio de reconocimiento o unién para la bacteriocina de apm. Dicho de
otra manera, si la bacteriocina de apm modificada usa especifica y exclusivamente el factor de virulencia o
adaptacion como su receptor, las bacterias se verian forzadas a perder su virulencia o adaptacion con el fin de
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escapar de la destruccién por la bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética.

Una bacteriocina de apm modificada de la descripcién se asemeja a una cola de bacteriéfago pero comprende una
capacidad de unién, o dominio de unién al receptor (RBD), que se ha cambiado en relacion con una bacteriocina
nativa, que se produce de manera natural o no modificada. EI RBD puede cambiarse en la secuencia de
aminodcidos mediante el uso de técnicas de ADN recombinante tal como se describe en el presente documento. El
término “recombinante”, usado normalmente con referencia a una célula, o acido nucleico, proteina o vector, indica
que la célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado mediante la introduccién de una proteina o acido
nucleico heterélogo o la alteraciéon de una proteina o acido nucleico nativo, o que la célula se deriva de una célula
asi modificada. De ese modo, una célula recombinante expresa genes que no se encuentra dentro de la forma
nativa (no recombinante) de la célula o expresa genes nativos que se expresan de manera anémala, se
subexpresan o no se expresan en absoluto.

En muchas realizaciones, el RBD puede modificarse para ser el de una fibra de la cola de otra bacteriocina o un
bacteriéfago. Como ejemplo no limitativo dado a conocer en el presente documento, el RBD de la piocina R2 se
modifica fusionando la parte C-terminal de la proteina de fibras de la cola (RBD) de un fago (que infecta a un
huésped diferente) con la parte N-terminal (BPAR) de la proteina de fibras de la cola de R2. Al fusionar el extremo
C-terminal de la fibra de la cola de P2 a PRF15 de R2 y coexpresar la chaperona relacionada con P2, el espectro de
bacterias diana de la R2 se cambia para destruir E. coli C. Véase la figura 2.

En realizaciones adicionales, las bacteriocinas de apm se modifican por ingenieria genética de otra forma. La
descripcion incluye una bacteriocina de apm disefiada o seleccionada para reconocer, o seleccionar como diana,
una molécula de superficie de una bacteria (tal como una bacteria patégena). La molécula de superficie puede
considerarse un receptor sobre una bacteria reconocido, o al que se une, la bacteriocina de apm.

La descripcion se basa en las propiedades de una fibra de la cola de bacteriocina de apm para unirse a, o
interaccionarse con, un receptor para formar un par de unién. La unién o interaccién se produce a través del RBD de
la fibra de la cola, que es el primer miembro del par de unién, siendo el receptor el segundo miembro del par. En
muchas realizaciones, el receptor es una molécula de superficie de célula bacteriana o parte de la misma. En otras
realizaciones, el receptor es una molécula con propiedades de un factor de virulencia o adaptacion de una bacteria
patégena.

Una bacteriocina de apm alterada por ingenieria genética o modificada dada a conocer en el presente documento
comprende una fibra de la cola que tiene tanto una regién de union a la placa basal (BPAR) como un RBD
heter6logo o modificado. Tal como se describe en el presente documento, la fibra de la cola es una estructura
trimérica de tres subunidades proteicas de fibras de la cola, cada una de las cuales también comprende un primer
dominio que corresponde a, y que forma, la BPAR en una fibra de la cola y un segundo dominio que corresponde a,
y que forma, un RBD heterdlogo o modificado en una fibra de la cola.

Normalmente, “heter6logo” cuando se usa con referencia a partes de una proteina o secuencia de acido nucleico
indica que la secuencia comprende dos 0 mas subsecuencias que no se encuentran habitualmente en la misma
relacién entre si en la naturaleza. Por ejemplo, una proteina heter6loga indica que la proteina comprende dos 0 mas
subsecuencias que no se encuentran en la misma relacion entre si en la naturaleza. “Heter6logo” también significa
que la secuencia de acido nucleico o aminoacidos no se encuentra normalmente junto con las otras secuencias o no
esta contenida normalmente en el plasmido, vector o huésped seleccionado. En otras palabras, no es nativa al
sistema para el que se utiliza ahora. Por ejemplo, las proteinas producidas por un organismo que no es la fuente de
tipo natural de esas proteinas.

La descripcion incluye una proteina de fibras de la cola de bacteriocina de apm que comprende una BPAR de la
proteina y un RBD heter6logo o modificado. La BPAR esta en la region N-terminal de una proteina de fibras de la
cola, mientras que el RBD esta en la regién C-terminal. A parte del RBD heter6logo o modificado, la proteina de
fibras de la cola puede ser la de cualquier piocina de tipo R que se produce de manera natural. En algunas
realizaciones, la proteina de fibras de la cola de piocina R1, piocina R2, piocina R3, piocina R4 y piocina R5, tal
como se representa por SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9, respectivamente, puede usarse tal como se describe en el presente
documento. En realizaciones adicionales, la proteina de fibras de la cola puede ser la o las del fago ®CTX SEQ ID
NO:45, o la del fago PS17 SEQ ID NO:19 o la del bacteriéfago VHML SEQ ID NO:21 y 22.

Las realizaciones de la descripcién incluyen combinaciones de una BPAR de la proteina de fibras de la cola de
bacteriocina de apm y un RBD de una proteina de fibras de la cola de bacteriéfago, tal como se muestra en la figura
3. En algunos casos, una combinacién puede incluir los aminoacidos N-terminales desde la posicion 1 hasta
aproximadamente la posicion 164 o la posicion 240 de una proteina de fibras de la cola de bacteriocina. Este
fragmento de polipéptido puede fusionarse con una region de una proteina de fibras de la cola de bacteriéfago
incluyendo su parte C-terminal que contiene un RBD. La regién puede ser un fragmento de polipéptido que carece
de la regién N-terminal desde la posicién 1 hasta aproximadamente la posicion 150, aproximadamente la posicién
170, aproximadamente la posicion 190, aproximadamente la posicion 290, aproximadamente la posicion 300 o
aproximadamente la posicion 320.
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Usando la proteina de fibras de la cola del fago P2 y la piocina R2 como ejemplos no limitativos, el fragmento que
contiene la BPAR puede incluir los aminoacidos N-terminales desde la posicion 1 hasta la posicion 164 6 240.
Véanse las figuras 4-7. El fragmento que contiene el RBD puede incluir el extremo C-terminal, y desde
aproximadamente 347 hasta aproximadamente 755 aminodacidos de longitud de las proteinas de fibras de la cola del
fago relacionado o P2. La fusién puede prepararse facilmente mediante técnicas de ADN recombinante con
secuencias de acido nucleico que codifican para la proteina de fibras de la cola de R2, tal como prf15, y el gen H del
fago P2 que codifica para su proteina de fibras de la cola. La chaperona relacionada del RBD necesita coexpresarse
con los genes de fibras de la cola de fusién con el fin de garantizar el ensamblaje de las fibras de la cola modificadas
en una a estructura de piocina que funcione. Véase la figura 8.

RBD de bacteriéfagos

Otras fuentes de RBD incluyen, pero no se limitan a, T-4 y otros fagos T-par o pseudo T-par, fagos T-3 y T-7,
supergrupo T-7 de fagos, fago Mu, fago P22, fago L-413c y fagos lambdoides.

RBD de diversificacion

En realizaciones adicionales, una proteina de fibras de la cola comprende una substitucién con, o insercion de, un
RBD derivado de un organismo que diversifica la estructura utilizando un retroelemento de generacién de diversidad
(DGR), tal como se describe en la solicitud de patente publicada US 2006-0121450, publicada el 8 de junio de 2006.
El determinante del tropismo principal (Mtd) del bacteri6fago BPP-1 de Bordetella es una estructura de este tipo. La
secuencia de Mtd se representa por SEQ ID NO:24 tal como se da a conocer en el presente documento. En otras
realizaciones, la substitucion es con parte de la secuencia de Mid, tal como, pero sin limitarse a, la region del residuo
49 a 381, del residuo 171 a 381, o de los residuos 306 a 381, de SEQ ID NO:24. La insercién de la secuencia de
Mtd, o cualquier fragmento de la misma (tal como los enumerados anteriormente), al extremo de una proteina de
fibras de la cola, tal como después de la posicion 691 de SEQ ID NO:3, esta dentro de las realizaciones dadas a
conocer en el presente documento. La substituciéon de la secuencia de Mtd, o cualquier fragmento de la misma (tal
como los enumerados anteriormente), puede ser por cualquier region que no es BPAR de una proteina de fibras de
la cola. Los ejemplos no limitativos incluyen la region de SEQ ID NO:1, 3, 5, 7 6 9 que comienza en
aproximadamente la posicion 643, 625, 562, 448, 428, 231 y 163 hasta el extremo C-terminal de la secuencia
(véanse las figuras 4-7 para ejemplificaciones de estas sustituciones).

Tal como se describe en el presente documento, la secuencia de Mtd en una fibra de la cola puede diversificarse
para producir una pluralidad de RBD heterdlogos o modificados. La secuencia de acido nucleico que codifica para
Mtd comprende una regién variable (VR) que puede unirse operativamente, en cis 0 en {frans, a una region de molde
(TR) de manera que la TR es una secuencia de molde que dirige la mutagénesis especifica del sitio de la VR. La
unién operativa entre las regiones VR y TR también incluye una unién operativa a secuencias que codifican para una
actividad de transcriptasa inversa (RT), que puede estar presente en trans con respecto a la VR. Los sitios de
variabilidad en la VR de Mtd corresponden a residuos de adenina en la region de molde TR generalmente homdloga,
que por si misma es invariante y esencial para las alteraciones de secuencia en la VR. De ese modo, mientras que
una molécula inicial puede contener una TR que es idéntica a la VR, los residuos de adenina presentes en la TR
daran como resultado la mutagénesis o diversificacién de las posiciones correspondientes en la secuencia VR. De
ese modo si la secuencia de TR es una repeticién directa perfecta de la secuencia en la VR, la diversificacién de la
regién VR da como resultado uno o mas residuos de adenina en la VR, también encontrados en la TR, que se mutan
a otro nucleoétido, que es citosina, timina o guanina, sin cambio en la secuencia de TR. Este sistema puede usarse
para alterar la regién VR, y por tanto el RBD, de una proteina de fibras de la cola modificada tal como se describe en
el presente documento.

Tras la diversificacién, la proteina de fibras de la cola puede variarse de manera que el RBD resultante tiene una
homologia de al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90% o al menos el 95% con respecto al determinante
del tropismo principal (Mtd) del bacteri6fago BPP-1 de Bordetella, tal como se representa por SEQ ID NO:24. Tal
como se describe en el presente documento, la combinacién de proteina de fibras de la cola y Mtd puede ser una
substitucion, o una insercién, de una secuencia de Mtd o parte de la misma en la secuencia de proteina de fibras de
la cola. Por tanto, puede considerarse que la proteina de fibras de la cola resultante comprende una substitucion o
insercién con un dominio de unién con una homologia de al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90% o al
menos el 95% tal como se menciond anteriormente.

Una molécula de &cido nucleico que codifica para una combinacion de fibra de la cola y Mtd puede usarse para la
diversificacion y variacién de secuencia. Por tanto, las combinaciones de acido nucleico de secuencias que codifican
para toda o parte de una proteina de fibras de la cola, y todo o parte de un Mtd, estan dentro de las realizaciones
dadas a conocer. Otras realizaciones incluyen moléculas de acido nucleico que codifican para cualquier proteina de
fibras de la cola con un RBD heter6logo o modificado tal como se da a conocer en el presente documento. En
algunas realizaciones, el RBD heterdlogo o modificado codificado comprende un cambio en la secuencia de
aminoacidos del RBD en relaciéon a un RBD que se produce de manera natural o en relacion a la BPAR presente en
la proteina de fibras de la cola tal como se describi6é anteriormente.
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En realizaciones adicionales, puede ponerse a disposicién una molécula de acido nucleico que codifica para una
proteina de fibras de la cola para la diversificacién para formar una proteina de fibras de la cola modificada dada a
conocer en el presente documento. La molécula de acido nucleico, bajo control de un promotor adecuado, esta
colocada operativamente en 5’ con respecto a una regién atd-TR-brt. La secuencia de TR puede denominarse TR’ y
prepararse basandose en la secuencia VR tal como se trata a continuacion. El constructo de acido nucleico
resultante puede portar una delecion de la estructura terminadora de la transcripcion en el sentido de 5’ del atd.

Se selecciona una regién de la molécula de acido nucleico que codifica para el extremo C-terminal de la proteina de
fibras de la cola tal como se describié anteriormente para que sea la VR y entonces se une operativamente a una
secuencia de TR’ que contiene residuos de adenina en posiciones, que cuando se varian, dirigen cambios de
aminoacidos en la secuencia codificada por la VR. Tales residuos de adenina pueden disefiarse de manera
deliberada para que sean la primera o segunda posiciéon de codones dentro de la VR. La secuencia TR’ puede ser
inicialmente idéntica a la VR seleccionada seguida por mutagénesis dirigida al sitio o sintesis de acido nucleico de
novo para preparar una secuencia TR’ que contiene residuos de adenina en las correspondientes posiciones para
dirigir la mutagénesis y diversificacion en la proteina de fibras de la cola codificada.

Preparacion y uso de bacteriocinas de apm

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

En muchas realizaciones, la expresion puede producirse con expresion de un gen auxiliar, tal como una secuencia
que codifica para “chaperona” notificada para diversas bacteriocinas y bacteriéfagos. La presencia de una
chaperona facilita el ensamblaje de una bacteriocina de apm de la descripcion sin convertirse necesariamente en
una parte de la bacteriocina. La chaperona puede ser la proteina relacionada o correspondiente para el RBD usado
en una bacteriocina de apm de la descripcion tal como se muestra en la figura 8. Un ejemplo no limitativo de una
chaperona esta codificado por prf16 de R2 (SEQ ID NO:4), y corresponde a (o es la chaperona relacionada de) la
proteina de fibras de la cola de piocina R2 codificada por prf15 (SEQ ID NO:3). Otros ejemplos incluyen el gen G en
el P2 (SEQ ID NO:26), gen G en L-413c (SEQ ID NO:29), la chaperona relacionada, SEQ ID NO: 20, para la fibra de
la cola PS17, y el Orf 38 (SEQ ID NO:23) en bacteriéfagos VHML que son chaperonas relacionadas con genes de
fibras de la cola en cada fago. Estos genes son homologos al fago T4 gp38 (SEQ ID NO:32), que se sabe que es
responsable del plegamiento apropiado de la fibra de la cola de T4 (SEQ ID NO:31) en trimeros (Burda, Qu, Hash
emolhosseni).

El uso de una chaperona relacionada es ventajoso debido a que una chaperona no relacionada puede ser
insuficiente para plegar correctamente una proteina de fibras de la cola dada y/o ensamblarla para dar una
bacteriocina de apm, tal como se muestra en la figura 8. Como ejemplo no limitativo, se ha observado que el
producto del gen prf16 de R2 es insuficiente para complementar el plegamiento de una fibra de la cola modificada
que compromete un BPAR de R2 fusionado a una parte BRD de P2 de una fibra de la cola. Sin querer restringirse a
ninguna teoria, y ofrecido para mejorar el entendimiento de la presente descripcion, se cree que una chaperona
puede actuar especificamente sobre la parte C-terminal de su proteina de fibras de la cola relacionada y que las
fibras de la cola y sus chaperonas han evolucionado conjuntamente. Sin embargo, Qu et al. aislaron un mutante de
fibra de la cola gp37 de T4 que suprime el requisito de gp38, su chaperona relacionada. Este mutante tenia en gp37
una duplicaciéon de un motivo de superhélice, que puede desempenar por si mismo un papel en el plegamiento. Por
tanto, se cree adicionalmente que puede disefiarse una proteina de fibras de la cola para que contenga un cambio
de este tipo de manera que se pliegue apropiadamente sin la necesidad de coexpresar una chaperona relacionada.

Por tanto, las realizaciones de la descripcién incluyen una célula bacteriana transfectada con una molécula de &cido
nucleico que codifica para una proteina de fibras de la cola alterada por ingenieria genética o modificada,
coexpresada opcionalmente con una chaperona, tal como se describe en el presente documento. La expresion de la
molécula de acido nucleico, opcionalmente con una proteina auxiliar (chaperona), da como resultado la produccion
de fibras de la cola alteradas por ingenieria genética o modificadas de la descripcién. La descripcién también incluye
la expresién de mas de una proteina de fibras de la cola alterada por ingenieria genética o modificada a través del
uso de mas de una molécula de acido nucleico para dar como resultado fibras de la cola homotriméricas mixtas o
incluso fibras de la cola heterotriméricas. Adicionalmente, las secuencias que codifican para la proteina de fibras de
la cola y chaperona pueden estar contenidas dentro de una Unica molécula de acido nucleico, tal como un plasmido
u otro vector, o por moléculas separadas. Cuando se usa una Unica molécula de &cido nucleico, las secuencias
opcionalmente pueden estar bajo el control de la(s) misma(s) secuencia(s) reguladora(s). Alternativamente, las
secuencias codificantes pueden estar bajo control regulador separado.

En algunas realizaciones, la célula bacteriana también puede expresar las subunidades adicionales para formar una
bacteriocina de apm que comprende una fibra de la cola alterada por ingenieria genética o modificada. En un grupo
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de realizaciones, se inactiva o se deleciona la secuencia que codifica para la proteina de fibras de la cola endégena
de la célula bacteriana. Opcionalmente, las otras subunidades pueden estar codificadas por secuencias en una
molécula de acido nucleico, tal como un plasmido u otro vector, separadas de la que contiene una secuencia que
codifica para una proteina de fibras de la cola y/o chaperona. Por tanto, la proteina de fibras de la cola y/o
chaperona puede proporcionar una o mas moléculas de acido nucleico en trans con respecto a las otras
subunidades.

Los acidos nucleicos, vectores y células bacterianas pueden usarse en un método de produccion de una
bacteriocina de apm alterada por ingenieria genética o modificada tal como se da a conocer en el presente
documento. Un método de este tipo puede comprender el cultivo de células bacterianas que contienen moléculas de
acido nucleico tal como se describié anteriormente en condiciones que dan como resultado la expresiéon y
produccion de la fibra de la cola y bacteriocina de apm. En algunas realizaciones de la descripcion, las condiciones
son in vivo dentro de un animal.

En un grupo de realizaciones, un método de preparacion de una bacteriocina de apm comprende expresar las
subunidades de la bacteriocina, incluyendo la proteina de fibras de la cola alterada por ingenieria genética o
modificada, en una bacteria huésped, y recoger la bacteriocina de apm del cultivo bacteriano. La bacteria huésped
es una bacteria de produccion huésped complementaria que codifica y expresa las otras subunidades necesarias
para la produccion de la bacteriocina. El término “bacteria huésped” o “bacterias huésped” se refiere a una bacteria o
bacterias usadas para producir una bacteriocina de apm dada a conocer en el presente documento. Las bacterias o
bacteria huésped también pueden denominarse “bacteria de produccién huésped” o “bacterias de produccion
huésped”. La “recogida de una bacteriocina de apm de un cultivo bacteriano” comprende generalmente retirar la
bacteriocina del cultivo bacteriano huésped.

En un grupo alternativo de realizaciones, se proporciona un método de preparacién de una bacteriocina de apm con
una fibra de la cola modificada tal como se describe en el presente documento. El método puede comprender
preparar una molécula de acido nucleico que codifica para una proteina de fibras de la cola modificada por cualquier
medio dado a conocer en el presente documento y expresar la molécula de acido nucleico en una célula en
condiciones en las que se produce una bacteriocina de apm.

Las realizaciones de la descripcion incluyen una bacteriocina de apm que comprende una proteina de fibras de la
cola tal como se describe en el presente documento. En un grupo de realizaciones, la bacteriocina comprende una
proteina de fibras de la cola comprendida en parte de la secuencia de aminoécidos representada por SEQ ID NO:1,
3, 5, 7, 9. En oftras realizaciones, la bacteriocina es una piocina, monocina, enterocoliticina 0 meningocina alterada
por ingenieria o modificada que comprende una fibra de la cola con un RBD modificado heterdlogo. En muchas
realizaciones, el RBD modificado heter6logo se une a un factor de adaptacién o virulencia bacteriano.

En realizaciones adicionales, se dan a conocer bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria genética con fibras
de la cola multivalentes. Se ha encontrado mediante analisis de cristalografia de rayos X que el Mtd del bacteriéfago
BPP-1 de Bordetella bronchiseptica es un homotrimero piramidal altamente entrelazado con tres conjuntos de doce
residuos de aminoacidos variables formando tres sitios de unién al receptor bastante planos en la base de la
pirdmide y ubicados en un dominio de lectina de tipo C evolucionado de manera convergente (“CTL”). La
comparaciéon de las estructuras de cinco variantes de Mitd a una resoluciéon de 1,5 angstrom mostré que la
conformacion de la cadena principal de residuos variables es estructuralmente invariante, con insertos en el CTL y el
ensamblaje trimérico contribuyendo ambos a la formacioén de un armazon estético para la presentacién combinatoria
de residuos variables, minimizando de ese modo la incidencia del mal plegamiento de la proteina (McMahon et al.,
2005). Por tanto, puede generarse una fibra de la cola individual que contiene tres monémeros mixtos plegados de
manera apropiada ya que las estructuras de las fibras de Mtd variantes son idénticas excepto para los doce residuos
de aminodcido, expuestos al disolvente, que no interaccionan.

También se ha resuelto mediante cristalografia y caracterizado la estructura de la variante Mtd-P1 dominante unida
a su receptor, la pertactina de factor de virulencia de Bordetella. Uno de los monémeros de Mtd se une a un dominio
estructural en la pertactina; un segundo monémero idéntico de la misma Mtd se une a un dominio estructural no
simétrico diferente de la misma molécula de pertactina (monomérica); un tercer monémero de Mtd permanece sin
unirse.

Las estructuras de Mtd variantes anteriores y la interaccion de unién entre Mtd y su diana, pertactina, pueden
aplicarse al disefio y seleccion de fibras de la cola multivalentes. Por ejemplo, es evidente que un monémero de Mtd
puede presentar afinidades por dos dominios estructurales diferentes y aun en formato multimérico tiene suficiente
avidez para efectuar la unién e infeccion al fago funcional. Ademas, no es necesario que todos los monémeros de
una fibra se unan a un receptor para proporcionar avidez adecuada para la union e infeccion al fago. Estos datos y
conclusiones junto con el conocimiento de que para al menos los bacteriéfagos T4, también Myoviridae, s6lo es
necesario que tres fibras de la cola (homotriméricas) estén unidas a receptores para desencadenar la contraccion de
la vaina de la cola y la penetracién del nicleo en las membranas bacterianas, indican varios medios de generacién
de una bacteriocina de apm multivalente. Tales bacteriocinas de apm multivalentes modificadas por ingenieria tienen
espectros de huéspedes mas amplios y pueden unirse a mas de un factor de virulencia o adaptacion individual
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incluso en el mismo organismo bacteriano, haciendo de ese modo que sea mas dificil para las bacterias
seleccionadas como diana desarrollar resistencia mediante pérdida mutacional de expresion de todos los receptores
relevantes seleccionados como diana. Una bacteriocina de tipo R puede modificarse por ingenieria para tener dos
conjuntos independientes de tres fibras de la cola idénticas, estando compuestas las fibras de un conjunto por los
mismos tres monémeros no idénticos, y las fibras del otro conjunto compuestas por tres mondémeros no idénticos
diferentes. Cada mondémero puede tener afinidades de union por dos epitopos diferentes (por ejemplo dos
receptores diferentes), justo como hace Mtd. De ese modo, cualquier bacteria que expresa una cualquiera o mas de
las 12 moléculas receptoras seleccionadas como diana diferentes (2 “epitopos”/monémero por 3 mondmeros/fibra de
la cola por 2 conjuntos de diferentes fibras de la cola/bacteriocina de tipo R igual a 12 receptores seleccionados
como diana) se uniria a la bacteriocina de apm multivalente modificada por ingenieria y activaria su penetracion en
la membrana. Tales bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria genética tienen un espectro de huésped amplio
no natural y, ademas, hace que sea altamente improbable que una bacteria que expresa mas de un receptor
seleccionado como diana individual se haga resistente a las bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria
genética.

En otros aspectos, se proporcionan métodos para el uso de una bacteriocina de apm de la descripcion. En algunas
realizaciones, se da a conocer un método para comprometer la integridad de la membrana citoplasmatica de una
bacteria. EI método puede comprender poner en contacto una bacteria diana con una bacteriocina de apm, o parte
de la misma, tal como se da a conocer en el presente documento. Alternativamente, el contacto puede ser con una
bacteriocina de apm que contiene una composicion dada a conocer en el presente documento.

En un grupo de realizaciones, el contacto se produce in vivo dentro de un sujeto. Por tanto, se da a conocer un
método para comprometer la integridad de la membrana de una bacteria en un sujeto. El método puede comprender
administrar una bacteriocina de apm o una parte de la misma tal como se describe en el presente documento al
sujeto. En otro grupo de realizaciones, el contacto se produce in vitro.

Aun en realizaciones adicionales, se proporciona un método de formacién de una progenie de bacterias no
virulentas o no adaptadas a partir de las bacterias progenitoras virulentas. El método puede comprender poner en
contacto bacterias virulentas con una bacteriocina de apm que se une a un factor de virulencia o adaptacion de
dichas bacterias progenitoras virulentas tal como se da a conocer en el presente documento. Entonces el método
puede seguir permitiendo entonces la seleccién de una progenie de bacterias no virulentas que ya no expresan el
factor de virulencia o adaptacion.

En una realizacion alternativa, se proporciona un método de mantenimiento de una poblaciéon de bacterias no
virulentas. El método puede comprender poner en contacto la poblaciéon con una bacteriocina de apm que se une a
un factor de virulencia o adaptacion de bacterias virulentas. Entonces el método continda y previene la propagacién
de bacterias virulentas. Sin querer restringirse a ninguna teoria, y ofrecido para mejorar el entendimiento de la
descripcion, un surgimiento de resistencia bacteriana frente a una bacteriocina de apm modificada por ingenieria
genética vendra acompafado por una adaptacion o virulencia comprometida de las bacterias patégenas.

Los métodos de la descripcion también pueden aplicarse en un entorno en el que no se desea el crecimiento
bacteriano o se considera que es perjudicial. Los ejemplos no limitativos incluyen la esterilizacién de entornos,
incluyendo centros médicos y instalaciones de quir6fanos; asi como zonas de preparacion de alimentos, incluyendo
zonas en las que se manipula carne o pescado crudos. Los métodos también pueden usarse para esterilizar objetos
sensibles al calor, dispositivos médicos e implantes de tejido, incluyendo drganos para trasplante.

Los métodos pueden usarse como una terapia individual o como una terapia adyuvante, tal como para el tratamiento
de poblaciones bacterianas. Se conocen numerosos agentes antimicrobianos (incluyendo antibidticos y agentes
quimioterapicos) que serian utiles en combinacién con estos métodos para tratar estados basados en bacterias.

Bacterias diana

Las bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria genética de la descripcion pueden modificarse para seleccionar
como diana un receptor en una variedad de cepas y especies bacterianas, incluyendo bacterias patdégenas, tales
como bacterias intrahospitalarias o piégenas, como ejemplos no limitativos. Ademas de la seleccién como diana de
factores de virulencia de bacterias selectas tal como se describe en el presente documento, bacterias que ya son
susceptibles a bacteriéfagos son un grupo no limitativo de bacterias que pueden inhibirse por una bacteriocina de
apm, tal como una piocina modificada por ingenieria genética, de la descripciéon. Estas bacterias incluyen las
bacterias gram negativas que son susceptibles, asi como no sensibles, a piocinas que se producen de manera
natural. Los ejemplos no limitativos adicionales incluyen bacterias gram negativas como un grupo asi como bacterias
gram positivas. Hay informes de entidades similares a bacteriocinas en bacterias gram positivas (Thompson &
Pattee, 1981; Birmingham & Pattee, 1981; Zink et al., 1995). En algunas realizaciones, la bacteria diana se identifica
o se diagnostica. Los ejemplos no limitativos de tales bacterias incluyen las del género Escherichia, Staphylococcus,
Clostridium, Acinetobacter, Pseudomonas o Streptococcus.

Como ejemplo no limitativo de la seleccion como diana de un factor de virulencia, la descripcion incluye el uso de un
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RBD de proteina de fibras de la cola de fago como el de la proteina gp37 de un fago similar a T-par o similar a RB-
69 denominado AV 17 que infecta a E. coli O157:H7 pero que no infecta a una cepa mutante derivada de la misma
que ha perdido el antigeno 0157. (Véase Yoichi et al., 2005). La unién de este fago parece requerir la presencia del
antigeno O157, un factor de virulencia, implicado en la adhesion al intestino del organismo E. coli O157:H7
patégeno. Por tanto, una bacteriocina de apm de la descripcion puede contener una proteina de fibras de la cola
modificada que contiene el RBD de la proteina gp37 (SEQ ID NO:33) del fago AV 17 descrito anteriormente de modo
que la bacteriocina de apm modificada selecciona como diana un factor de virulencia, el antigeno O157, de E. coli
0157:H7. La chaperona relacionada para la fibra de la cola de AV17 tiene SEQ ID NO:34.

Una bacteria diana incluye los responsables de infecciones por P. aeruginosa topicas o localizadas en seres
humanos. Una “infeccién” se refiere al crecimiento de bacterias, tal como en un sujeto o tejido o célula no bacteriana,
en el que las bacterias podrian provocar real o posiblemente una enfermedad o un sintoma en el sujeto, tejido o
célula no bacteriana. El tratamiento de una infeccién puede incluir tratamiento profilactico de sustancias o materiales.
Los ejemplos no limitativos incluyen 6érganos, tejidos y células donados; equipo médico, como un respirador o
maquina de dialisis; o heridas, tales como aquéllas durante o tras la cirugia. Otros usos incluyen la eliminacion de
bacterias diana que pueden provocar problemas tras el crecimiento adicional. En realizaciones adicionales, se usa
una bacteriocina de apm para tratar plantas o partes de plantas recogidas con infecciones o contaminaciones
bacterianas, o para tratar apariciones en el medio ambiente de las bacterias diana, tal como en un entorno
hospitalario o comercial.

La descripcion proporciona el tratamiento, mediante administracién o contacto con una bacteriocina de apm dada a
conocer en el presente documento para seleccionar como diana las bacterias, de tales infecciones en tejidos y
sujetos tal como sigue. Las infecciones incluyen las infecciones comunes de la cérnea (“queratitits” y Ulceras
corneales), al menos dos tercios de las cuales se producen por P. aeruginosa. Se notifica que aproximadamente el
30% de estos patdgenos son resistentes a multiples antibidticos (Mah-Sadorra et al., 2005). Se considera la
infeccion bacteriana de la cérnea un estado relativamente poco comin pero grave que requiere atencidon médica
urgente debido a la posibilidad de reduccion de la visién o incluso pérdida de vision en el/los ojo(s) afectado(s).
Otras infecciones comunes que pueden tratarse, y que estan provocadas por P. aeruginosa resistente a antibiético,
incluyen infecciones de oido, por ejemplo “otitis externa aguda” (Roland & Stroman, 2002), las secundarias a
quemaduras a quemaduras y heridas graves (Holder, 1993), y fibrosis quistica. La fibrosis quistica se agrava de
manera sistematica mediante infecciones resistentes a antibidticos, cronicas, provocadas por P. aeruginosa y su
familiar cercano, Burkholderia cepacia (Govan & Deretic, 1996), y estos patégenos en fibrosis pueden tratarse
mediante el uso de una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética. Debido a que bacteriocinas como
piocinas toleraran el secado por congelacién (Higerd et al., 1969), la descripcién incluye una formulacién secada por
congelacién de una bacteriocina para su administracion para potenciar la probabilidad de administracion satisfactoria
a las vias respiratorias inferiores y/o superiores del aparato respiratorio.

Tal como se describe en el presente documento, el tratamiento de un sujeto es normalmente el tratamiento de “un
sujeto que necesita tratamiento”. La determinacién, o el diagnéstico, de la necesidad de tratamiento puede hacerse
por un experto, tal como un médico, mediante el uso de medios reconocidos en la técnica. En algunas realizaciones,
el sujeto es un animal o planta con una infeccién bacteriana que es potencialmente mortal o que altera la salud o
disminuye la vida del organismo.

En realizaciones adicionales, se proporciona un método para destruir o inhibir el crecimiento de bacterias en una
biopelicula. Un método de este tipo puede comprender poner en contacto una biopelicula con una bacteriocina de
apm dada a conocer en el presente documento que selecciona como diana bacterias en la biopelicula.

Tal como se describe en el presente documento, se usa una bacteriocina de apm antibacteriana para inhibir el
crecimiento, la supervivencia o la replicacién de una bacteria particular. La bacteria puede ser una cepa patégena o
medioambientalmente perjudicial, o puede tratarse de manera profilactica. Un microorganismo patégeno
generalmente provoca una enfermedad, algunas veces sélo en circunstancias particulares.

Las bacterias también puede ser las de una infeccion intrahospitalaria (derivada de hospital), bacterias
medioambientales y bacterias piégenas (que forman pus). Los métodos y las composiciones de la descripcion
pueden usarse para inhibir el crecimiento de bacterias intrahospitalarias, incluyendo bacterias que pueblan un
entorno hospitalario tipico, o bacterias que estan presentes en la piel humana o en el tubo digestivo humano, o
bacterias que infectan y forman pus en heridas. Las infecciones intrahospitalarias son infecciones que resultan
evidentes durante una estancia en el hospital o estan relacionadas con un procedimiento realizado en un hospital.
Estas infecciones relacionadas con procedimientos a menudo resultan evidentes después de que se dé de alta a los
pacientes del hospital. Las infecciones bacterianas intrahospitalarias mas comunes son infecciones de las vias
urinarias, infecciones en el sitio quirirgico, neumonia, diarrea asociada a C. difficile y colitis seudomembranosa, e
infecciones sistémicas graves en las que pueden crecer bacterias a partir de la sangre.

Los métodos y las composiciones de la descripcion pueden usarse para inhibir el crecimiento de bacterias gram

negativas o gram positivas. Los ejemplos no limitativos de bacterias gram positivas incluyen Staphylococcus
(piogénica), Enterococcus (oportunista), Streptococcus, Enterococcus, Bacillus, Micrococcus, Mycobacterium,
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Corynebacterium y Clostridium. Los ejemplos no limitativos de bacterias gram negativas incluyen Pseudomonas
(pidgena), E. coli (oportunista), Salmonella (oportunista), Campylobacter (oportunista), Proteus (pidgena), Klebsiella
(oportunista), Enterobacter (piégena), Citrobacter (piégena), bacilos no fermentadores gram negativos (tales como
Acinetobacter) y Shigella. Los cocos pidgenos son bacterias esféricas que provocan diversas infecciones supurantes
(que producen pus) en animales. Se incluyen los cocos gram positivos Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes y Streptococcus pneumoniae, y los cocos gram negativos, Neisseria gonorrhoeae 'y N. meningitidis.

En realizaciones adicionales, los métodos y las composiciones dados a conocer de la descripcion se usan para
inhibir el crecimiento, particularmente de bacterias resistentes a antibiéticos. Los ejemplos no limitativos incluyen
numerosos patdégenos bacterianos que se han vuelto resistentes a multiples farmacos (MDR).

Modificacion por ingenieria genética de piocinas como ejemplo representativo no limitativo

Francois Jacob descubrié y describié por primera vez piocinas como bacteriocinas de alto peso molecular (Jacob,
1954). Se han descrito entidades parecidas a bacteriocinas similares en otras miltiples bacterias gram negativas
(Coetzee et al., 1968) asi como en Listeria moncytogenes (Zink et al. 1995) y Staphylococcus aureus (Thompson y
Pattee, 1981), ambas de las cuales son organismos gram positivos. Aunque las piocinas se asemejan
morfolégicamente a las colas de bacteriéfagos contractiles (Myoviridae), no son simples fagos defectuosos; hay
diferencias significativas. Por ejemplo, existen diferencias en la estabilidad fisicoquimica entre piocinas y colas de
fagos (Kageyama & Egami, 1962; Nakayama et al., 2000).

Aunque los espectros de huéspedes de piocinas son relativamente estrechos y se restringen habitualmente a cepas
de la misma especie, hay excepciones (Morse et al, 1976; Blackwell et al., 1982). Por otro lado, los bacteri6fagos de
Myoviridae pueden presentar espectros de huéspedes amplios, y sus espectros de huéspedes, como los de las
piocinas, se determinan mediante las especificidades de unién de las puntas de sus fibras de la cola (Tetart et al.,
2001).

Para numerosas fibras de la cola de fagos, el tercer gen distal (3’-terminal) varia en mutantes o variantes con
espectros de huéspedes de fagos alterados, o “tropismos” (Ackermann, 2003). Como ejemplo no limitativo, el
determinante del tropismo principal (Mtd), la proteina de unién al receptor del bacteriéfago de Bordetella BPP-1,
varia enormemente en secuencia (Liu et al, 2004; Doulatov et al. 2004). La variacion en Mtd depende de un
retroelemento codificado por el fago (retroelemento de generacion de diversidad, o DGR) que pertenece a una
familia de DGR implicados en la generacion de variacién de secuencia en diversos genomas bacterianos y de fagos.
El DGR de Bordetella puede producir mas de 10" variantes de secuencia diferentes de Mtd, lo que rivaliza con las
10"-10'° posibles secuencias de anticuerpos. Se producen variantes de Mtd mediante un proceso de mutagénesis
especifica de adenina Unico que implica transcriptasa inversa codificada por DGR (bRT) y una regién de molde
estable (TR). La variabilidad en Mtd se centra en 12 aminodacidos codificados por adenina que estan dispersados por
su region variable C-terminal (VR) (Doulatov et al. 2004). Se han resuelto las estructuras cristalinas tridimensionales
de numerosas variantes de Mtd de Bordetella y confirman, tal como se describié anteriormente, que la punta de la
estructura determina la especificidad de unién y de ese modo el tropismo principal (espectro de huéspedes) del fago
(McMahon et al., 2005). Por tanto, tal como se describe adicionalmente a continuacion, puede usarse Mtd y su
sistema de DGR relacionado en la puesta en préactica de la descripcion.

Muchas especies de Pseudomonas tienen los genes para las piocinas de tipo R (Takeya et al., 1969; Kageyama,
1975). El locus de piocinas de tipo R consiste en aproximadamente 16 grupos de complementacion que incluyen
aproximadamente 10 genes estructurales mas genes de chaperonas y regulatorios (Shinomiya et al.1983a;
Shinomiya et al, 1983b). Morfoloégica y genéticamente, las piocinas de tipo R se asemejan a las colas de
bacteriéfagos de Mpyoviridae pero no tienen estructura de cabeza y por tanto no contienen &cido nucleico
(Kageyama, 1964; Ishii et al., 1965; Shimizu et al., 1982). Se piensa que han evolucionado de la estructura de la cola
de fago de un ancestro relacionado con P2, pero no son simples fagos defectuosos, habiéndose adaptado
adicionalmente a su papel como agentes bactericidas defensivos (Nakayama et al, 2000). De manera similar a
bacteriofagos, sin embargo, las piocinas se unen “receptores” moleculares especificos en bacterias diana y penetran
en sus membranas con un “ndcleo” o estructura similar a una aguja (Uratani & Hoshino, 1984). Como consecuencia
inmediata de la penetracion del nlcleo en las membranas, la bacteria se destruye al comprometerse la integridad de
su membrana citoplasmatica y por la disipacion de su potencial de membrana, un acontecimiento bactericida que
puede resultar de un ataque por una Unica piocina (lijima, 1978; Uratani & Hoshino, 1984; Strauch et al., 2001).

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

El determinante del tropismo principal (Mtd) del bacteriéfago de Bordetella tiene varias propiedades Utiles y Unicas
como dominio de unién. La forma funcional de Mtd en el bacteriéfago de Bordetella es un homotrimero que se une a
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la proteina de factor de virulencia, pertactina, en Bordetella. Por tanto, el gen mtd puede fusionarse con el extremo
distal del gen prf15 para aprovechar las propiedades de Mtd. De ese modo, tal como se describe en el presente
documento, un aspecto de la descripcién incluye la construccién de una proteina de fusion entre la proteina de fibras
de la cola de piocina de tipo R de P. aeruginosa (pry15) y el determinante del tropismo principal (Mtd) del fago de
Bordetella, BPP-1. Puede usarse una fusion Prf15-Mtd para complementar en trans una delecién de prf15 de P.
aeruginosa PAO1 para unirse a y destruir Bordetella bronchiseptica que expresa pertactina o E. coli que expresa
pertactina.

Adicionalmente, el bacteriéfago P2 o P4 puede usarse como sustituto para albergar el gen de fusién de fibras de la
cola prf15-mtd de manera que el genotipo esta acoplado al fenotipo de union de la fibra de la cola. Esto permite la
transduccion, seleccién y aislamiento eficaces del gen de fibras de la cola que codifica para el RBD deseado.

Modos de administracion

Una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética de la descripcion puede administrarse por cualquier
medio adecuado. Los ejemplos no limitativos incluyen administracion topica o localizada, asi como administracion
pulmonar (inhalacién), gastrointestinal, mediante catéter o tubo de goteo, o sistémica a un sujeto. Los ejemplos
representativos y no limitativos de administracion sistémica incluyen administracion intraperitoneal e intravenosa.
Los efectos protectores de las piocinas administradas por via intraperitoneal e intravenosa se han demostrado en
ratones infectados de manera sistémica con dosis letales de cepas de P. aeruginosa sensibles in vitro a las piocinas
administradas (Merrikin & Terry, 1972; Haas et al, 1974). En algunas realizaciones, el contacto entre una
bacteriocina de apm dada a conocer en el presente documento y una poblacién bacteriana diana da como resultado
una disminucién en la poblacion de al menos 10, al menos 100, al menos 1000 o al menos 10.000, o0 més, veces de
disminucion en relacion con la ausencia de la bacteriocina. En otras realizaciones, el contacto puede dar como
resultado una disminucién en la detectabilidad de las bacterias en al menos 5, al menos 10, al menos 20, al menos
30, al menos 40, o al menos 50, 0 mas, veces en relacion con la ausencia de la bacteriocina.

Una bacteriocina de apm modificada por ingenieria genética de la descripcion puede administrarse a cualquier sujeto
aquejado de, al que se le ha diagnosticado que esta aquejado de, 0 que se sospecha que esta aquejado de una
infeccion o contaminacion por bacterias susceptibles a la bacteriocina de apm. Los ejemplos no limitativos de un
sujeto de este tipo incluyen especies animales (mamiferos, reptiles, anfibios, aves y peces) asi como insectos,
plantas y hongos. Los ejemplos representativos y no limitativos de especies de mamiferos incluyen seres humanos;
primates no humanos; especies relevantes en agricultura tales como ganado, cerdos, cabras y ovejas; roedores,
tales como ratones y ratas; mamiferos para compaiiia, exhibicién o exposicién, tales como perros, gatos, cobayas,
conejos y caballos; y mamiferos para trabajo, tales como perros y caballos. Los ejemplos representativos y no
limitativos de especies de aves incluyen pollos, patos, gansos y pajaros para compafia o exposicion, tales como
loros y periquitos. Un animal tratado con una bacteriocina modificada por ingenieria genética de la descripcion
también puede ser un animal cuadripedo, bipedo, acuatico, un vertebrado o un invertebrado, incluyendo insectos.

En algunas realizaciones, el sujeto que va a tratarse es un nifio humano u otro animal joven que aun tiene que
alcanzar la madurez. Por tanto, la descripcion incluye el tratamiento de estados pediatricos que comprenden la
infeccion con bacterias u otros microorganismos susceptibles a una bacteriocina de apm de la descripcién.

La descripcion también proporciona el tratamiento o la prevencion de una infeccion oportunista, tal como la que
resulta de un crecimiento no deseable de bacterias que estan presentes en la flora microbiana de un sujeto humano
o un animal no humano. Una infeccién oportunista puede ser el resultado de un estado inmunosuprimido en un
sujeto o el resultado de un tratamiento con antibiéticos que altera la flora comensal del tracto genitourinario (GU) o
gastrointestinal (Gl). Por tanto, la descripcion también proporciona el tratamiento o la profilaxis de sujetos
inmunosuprimidos y sujetos expuestos a otros agentes farmacéuticos. Puede usarse una bacteriocina de apm con
su actividad antibacteriana en combinacién con otro agente antibacteriano o antimicrobiano, tal como un antibiético o
agente antifingico como ejemplos no limitativos. Un “agente antimicrobiano” es un agente o compuesto que puede
usarse para inhibir el crecimiento de, o para destruir, organismos unicelulares. Los agentes antimicrobianos incluyen
antibiéticos, agentes quimioterapicos, anticuerpos (con o sin complemento), inhibidores quimicos de la sintesis o las
funciones de ADN, ARN, proteinas, lipidos o la pared celular.

En algunas realizaciones, una bacteriocina de apm se formula con un excipiente o portador “farmacéuticamente
aceptable”. Un componente de este tipo es uno que es adecuado para su uso con seres humanos, animales y/o
plantas sin demasiados efectos secundarios adversos. Los ejemplos no limitativos de efectos secundarios adversos
incluyen toxicidad, irritacién y/o respuesta alérgica. El excipiente o portador es normalmente uno que es acorde con
una razén de beneficio/riesgo razonable. En muchas realizaciones, el portador o excipiente es adecuado para
administracion tépica o sistémica. Los portadores farmacéuticos no limitativos incluyen disoluciones, suspensiones y
emulsiones acuosas 0 no acuosas. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, excipientes farmacéuticos
convencionales tales como una solucién salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsion de
aceite/agua y diversos tipos de agentes humectantes. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de
etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, disoluciones, emulsiones o suspensiones alcohodlicas/acuosas,
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incluyendo solucion salina y medios tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen disolucion de cloruro de sodio,
dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, Ringer con lactato o aceites fijos. Los vehiculos intravenosos
incluyen reponedores de fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como los basados en dextrosa de
Ringer) y similares.

Composiciones farmacéuticas y formulaciones adicionales dadas a conocer en el presente documento comprenden
una bacteriocina de apm aislada especifica para un huésped bacteriano; una mezcla de dos, tres, cinco, diez o
veinte 0 mas bacteriocinas que seleccionan como diana los mismos huéspedes bacterianos; y una mezcla de dos,
tres, cinco, diez o veinte 0 mas bacteriocinas que seleccionan como diana diferentes huéspedes bacterianos o
diferentes cepas del mismo huésped bacteriano.

Opcionalmente, una composicién que comprende una bacteriocina de apm de la descripcién puede también
liofilizarse usando medios bien conocidos en la técnica. La reconstitucion y el uso posteriores pueden ponerse en
practica tal como se conoce en el campo.

También se proporcionan formulaciones que comprenden bacteriocina de apm microencapsulada. En algunas
realizaciones, éstas pueden proporcionar cinéticas de liberacién sostenida o permitir que la ingestién oral pase a
través del estdbmago y al intestino delgado o grueso. En general, las composiciones farmacéuticas pueden
prepararse en diversas formas, tales como granulos, comprimidos, pildoras, supositorios, capsulas (por ejemplo
adaptadas para administracion oral), microperlas, microesferas, liposomas, suspensiones, pomadas, pastas,
lociones y similares. Pueden usarse portadores y/o diluyentes organicos o inorganicos de calidad farmacéutica
adecuados para uso tépico y oral para constituir composiciones que comprenden los compuestos terapéuticamente
activos. Pueden incluirse agentes estabilizantes, agentes humectantes y emulsionantes, sales para variar la presion
osmética o tampones para garantizar un valor de pH adecuado.

Una bacteriocina de apm se usa normalmente en una cantidad o concentracion que es “segura y eficaz”, lo que se
refiere a una cantidad que es suficiente para producir una respuesta terapéutica deseada sin demasiados efectos
secundarios adversos como los descritos anteriormente. Una bacteriocina de apm también puede usarse en una
cantidad o concentracion que es “terapéuticamente eficaz”, lo que se refiere a una cantidad eficaz para producir una
respuesta terapéutica deseada, tal como, pero sin limitarse a, una cantidad eficaz para ralentizar la velocidad de
division celular bacteriana, o para provocar el cese de la division celular bacteriana, o para provocar la muerte o
disminuir la velocidad de crecimiento de la poblacién de las bacterias. La cantidad segura y eficaz o cantidad
terapéuticamente eficaz variara con diversos factores pero puede determinarse facilmente por el experto sin
demasiada experimentacion. Los ejemplos no limitativos de factores incluyen el estado particular que esta
tratandose, el estado fisico del sujeto, el tipo de sujeto que esta tratandose, la duracién del tratamiento, la naturaleza
de la terapia concurrente (si hay alguna) y las formulaciones especificas empleadas.

Adicionalmente, y en anticipacién de un posible surgimiento de resistencia bacteriana frente a una bacteriocina de
apm modificada por ingenieria genética, puede haber un compromiso concomitante de la virulencia o adaptaciéon de
los organismos cuando la bacteriocina selecciona como diana el factor de virulencia o adaptacion de las bacterias
seleccionadas como diana. Debido a que un mecanismo principal, pero no limitativo, mediante el cual una bacteria
puede hacerse resistente a una bacteriocina de apm es la pérdida de su receptor para la bacteriocina, la seleccién
como diana de un factor de virulencia o adaptacién tal como se da a conocer en el presente documento proporciona
muchas ventajas con respecto a los bacteriéfagos y antibidticos tradicionales. La resistencia a bacteriéfagos y
antibiéticos tradicionales puede resultar de muchos mecanismos diferentes distintos de la pérdida del receptor o la
molécula diana del agente antibacteriano. Como ejemplos no limitativos, una bacteriocina de apm de la descripcion
no se someteria a una bomba de eflujo bacteriano para eliminar la bacteriocina del entorno celular no seria el sujeto
de un mecanismo de desactivacién de acido nucleico bacteriano.

Habiendo descrito ahora generalmente el contenido de la invencion, la misma se entendera mas facilmente a través
de la referencia a los siguientes ejemplos, que se proporcionan a modo de ilustracion, y no pretenden ser limitativos
de la descripcion, a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no para limitar el contenido reivindicado.

Ejemplo 1: Bacteriocinas de apm modificadas que contienen una proteina de fusién

a) Sistema de complementacion

Para facilitar la preparacién de una bacteriocina de apm modificada tal como se describe en el presente documento,
se establecié la construccion de un sistema para complementar fibras de la cola en trans. Usando la piocina R2
como modelo representativo, se uso la creacion de una delecion de la secuencia codificante de prf15 de R2 en el
genoma de P. aeruginosa PAO1 para crear una plataforma en la que se expresaba en trans una proteina de fibras
de la cola de complementacion, tal como un producto del gen prf15 modificado.
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Generalmente, se realiz6 la delecién mediante el método de Hoang et al. para crear la cepa de P. aeruginosa PAO1
Aprf15. La regién codificante de prf16, SEQ ID NO:4, para la chaperona de R2 se solapa con el extremo del gen
prf15 de R2 en 8 nucledtidos y el sitio de unién al ribosoma se encuentra dentro de la regién codificante de prf15,
SEQ ID NO:3. Se ha notificado que la proteina Prf16, que no se incorpora necesariamente en la estructura de la
proteina, se requiere para una actividad maxima, para el ensamblaje de la fibra de la cola trimérica (figura 8 y
Nakayama et al., 2000). Por tanto, tanto el sitio de inicio de la transcripcion para prf16 como su sitio de unién al
ribosoma se dejaron intactos de manera que la chaperona se produciria tras la induccién del constructo de piocina
modificada que codifica para una piocina defectuosa, “sin cola”.

En resumen, se realiz6 una delecion en marco de los codones 11-301 de PRF15 en PAO1 tal como sigue. Se
amplifico un fragmento de Kpnl-Agel de 1,1 kb en el sentido de 5’ de la delecién deseada mediante PCR a partir de
ADN gendémico de PAO1 usando los cebadores AV085 (5-GCTTCAATGTGCAGCGTTTGC) (SEQ ID NO:46) y
AV088 (5-GCCACACCGGTAGCGGAAAGGCCACCGTATTTCGGAGTAT) (SEQ ID NO:47), y se amplificé un
fragmento de Agel-EcoRlI de 2,2 kb usando los cebadores AV087 (5-
ATACTCCGAAATACGGTGGCCTTTCCGCTACCGGTGTGGC) (SEQ ID NO:48) y AV086 (5-
TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAAGTTCTT) (SEQ ID NO:49). Se clonaron los fragmentos de restriccion
resultantes en los sitios Kpn/'y EcoR/ de pEX18Gm (Hoang et al) para preparar pEXGm-Aprf15. Se transformo el
constructo acabado en la cepa PAO1 mediante electroporacion (Chuanchuen et al). Se seleccionaron integrantes
con gentamicina 100 ug/ml, y entonces se seleccionaron segregantes en medios que contenian sacarosa 5 ug/ml y
que carecian de NaCl y gentamicina. Se confirmaron los candidatos de delecién mediante analisis de PCR,
induccion de piocinas y secuenciacion de un fragmento amplificado por PCR.

La cepa PAO1 [prf15 crece de manera similar a su cepa original, PAO1, y los genes que codifican para piocinas
siguen siendo inducibles a través de la respuesta SOS, que conduce a lisis de la célula. Aunque parece haber algo
de produccién de productos de genes de piocinas, no parecia que se produjeran particulas de piocinas “sin cola”
estables a partir de PAO1 [prf15.

Se expreso en trans Prf15 de piocina R2 clonando en primer lugar la secuencia codificante en el vector lanzadera de
Pseudomonas/E. coli de espectro de huéspedes amplio, pUCP30T. Véase la figura 9. En algunos constructos
iniciales, se dirigid la transcripcion de manera constitutiva o bajo el control de /acl a partir del promotor tac. Pero en
otros constructos, se modific6 la transcripcién para que estuviese regulada con un promotor de prf15 endégeno de
manera que la expresién se regulase a través de la respuesta SOS. Esto permitié que la expresion del gen prf15
modfiicado se indujera de manera sincrona con la expresion de los otros genes de piocinas que residen en el
genoma de PAO1 [prf15.

En resumen, se modificé el vector de espectro de huéspedes amplio pUCP30T (Schweizer, H.P et al) rellenando el
sitio BspHI Unico para formar pUCP30T[1Bsp. Se amplificé un promotor tac mediante PCR a partir de un vector de
expresion de Mtd (una donacion de Jeffery F. Miler, UCLA) usando los cebadores AV110 (5-
TTTATTAGCGGAAGAGCCGACTGCACGGTGCACCAATG) (SEQ ID NO:50) y AV114 (5-
CCCTCGAATTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGAAATTG) (SEQ ID NO:51), luego se cloné en pUCP30T[/Bsp para
crear pUCP-tac.

Se amplifico la regidon que codifica para PRF15 de R2 a partir de un subclén usando los cebadores AV 118 (5-
CTTCCTTTCATGACGACCAATACTCCGAA) (SEQ ID NO:52) y AV116 (5-
ACCACGAATTCTTCATCGTCCAAATGCCTC) (SEQ ID NO:53), mientras que se amplificaron prf15y prf16 de R2
usando los cebadores AV 118 y AV086 (5-TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCCGAAGTTCTT) (SEQ ID NO:49). Se
clonaron los fragmentos amplificados de prf15y prfi5/ 16 en pUCPtac digerido con BspHI y EcoRI para producir
pUCP-tac-prf15y PUCP-tac-prf15/16.

Para la expresion usando el promotor de prf15 endégeno, se amplificaron prf15 y prf16 junto con la secuencia de
1088 pb en el sentido de 5 de prfi5 a partir de un subclén usando los cebadores AV107 (5'-
CACCATCTAGACAATACGAGAGCGACAAGTC) (SEQ ID NO:54) y AV091 (5-
TCCTCAAGCTTACGTTGGTTACCGTAACGCCGTG) (SEQ ID NO:55) y se clonaron en pUCP30T digerido con Xbal
e Hindlll para crear pUCP-R2p-prf15/16.

Se trataron bacterias en crecimiento en suspension en fase logaritmica y que contenian los plasmidos de expresion
con 3 pg de mitomicina C/ml para inducir la produccion de piocinas. Se produjeron piocinas estables tras la
induccion con rendimientos similares a los de PAO1 de tipo natural. Las piocinas tenian el mismo espectro
bactericida y nivel de actividad que la piocina R2 producida a partir de PAO1. Parece que la produccion de un
complejo de piocinas estables requiere la expresion de una proteina de fibras de la cola ademas de la expresion de
los otros genes que codifican para piocinas, y la expresién del gen de fibras de la cola en trans es suficiente.

Cuando se expresé prf15 de manera constitutiva a partir del promotor tac, el crecimiento celular era marcadamente

mas lento que cuando se regulaba mediante /ac/ o el promotor enddégeno. Aunque parece que la produccién de
PRF15 sola en la célula es perjudicial, los rendimientos de piocinas generadas a partir de ambos promotores son
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comparables.

Se preparé un constructo de plasmido a partir del cual se coexpres6 prf16 de R2 con prf15 de R2 para garantizar la
expresion temporal apropiada de prf16 para el plegamiento de PRF15 expresada en trans.

b) Bacteriocinas de apm recombinantes

Tal como se describe en el presente documento, se han reconocido cinco piocinas de tipo R diferentes, basandose
en los espectros y denominédndose R1-5. Debido a que s6lo se conocian las secuencias génicas que codificaban
para las proteinas de fibras de la cola para R1 (SEQ ID NO:1) y R2 (SEQ ID NO:3), se us6 PCR para aislar y
secuenciar lo genes de fibras de la cola de las piocinas R3 (SEQ ID NO:5), R4 (SEQ ID NO:7) y R5 (SEQ ID NO:9)
junto con sus secuencias que codifican para chaperonas relacionadas presentes en sus cepas productoras, SEQ ID
NO: 6, 8 y 10, respectivamente. También se clonaron y secuenciaron los genes de chaperonas de las piocinas R1 y
R2, SEQ ID NO:2 y 4, respectivamente. Para confirmar la hipétesis de que la fibra de la cola dicta los espectros, se
obtuvieron las secuencias que codifican para las proteinas de fibras de la cola de las piocinas R1, R3, R4y R5 y se
expresaron en trans en PAO1 [Iprf15 de manera que pudiesen incorporarse en la estructura de la piocina R2. Se
indujo entonces cada una de las cepas recombinantes resultantes para que produjese piocinas y se determind el
espectro de cada una mediante ensayos de puntos, tal como se muestra en las figuras 2 y 8.

c) Proteinas de fusién como proteinas de fibras de la cola

Se cre6 una fusién del gen prf15 de la fibra de la cola de R2 y secuencias del gen H del bacteriéfago P2, se expres6
y se us6 para producir bacteriocinas de apm modificadas adicionales de la descripcidon. El bacteriéfago P2, que
infecta a muchas cepas de E. coli, tiene un gen que codifica para fibras de la cola, H, (SEQ ID NO:25) que tiene
similitud de secuencia significativa con prfl5 de R2 (SEQ ID NO:3), particularmente en la parte que codifica para el
extremo N-terminal. Se fusiond la parte del gen H que codifica para los 551 residuos de aminoacido C-terminales de
la proteina de fibras de la cola de P2, que es la supuesta region que confiere especificidad de diana (RBD), con la
parte de prf15 que codifica para la parte de unién a la placa basal (BPAR) N-terminal de 164 aminodacidos de PRF 15
de R2 para codificar para una proteina de fibras de la cola modificada (SEQ ID NO:27).

El bacteriéfago P2 también codifica para una supuesta chaperona de fibras de la cola, codificada por el gen G (SEQ
ID NO:26), similar a la codificada por prf16 de la piocina R2 (SEQ ID NO:4), y las chaperonas de muchos de los
otros fagos Myoviridae. Debido a que es probable que la chaperona codificada por el gen G sea importante para el
plegamiento de la parte C-terminal de la proteina de la cola de P2 en la fusién, se prepararon constructos para
coexpresar el gen G de P2.

Se amplificé la parte de prf15 de R-2 que codifica para los aminoacidos 1-164 a partir de un subclén usando los
cebadores AV118 y AV127 (5-TTCTTTAAGCTTTTCCTTCACCCAGTCCTG) (SEQ ID NO:56) y se digirié con BspHI
e Hindlll. Se amplificé la parte del gen H de P2 que codifica para los aminoacidos desde la posicién 158-669 a partir
de una reserva de fagos P2 (Richard Calendar) wusando los cebadores AV124 (5
CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG) (SEQ ID NO:57) y AV126 (5™
TCCTTCGAATTCTTACACCTGCGCAACGT) (SEQ ID NO:58). Se amplificé el gen H de P2 158-669 mas el gen G
usando los cebadores AV124 y AV125 (5-CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG) (SEQ ID NO:59). Se digirié
cada uno de los productos de PCR de P2 con Hindlll y EcoRI. Se cre6 pUCP-tac-R2-P2H clonando el fragmento de
prf15 que codifica para el fragmento de aminoacidos 1-164 junto con el fragmento del gen H de P2 que codifica para
el fragmento de aminoacidos 158-669 en pUCP-tac digerido con BspHI y EcoRI. Se generé pUCP-tac-R2-P2HG
clonando el fragmento prf15 que codifica para el fragmento de aminodacidos 1-164 junto con el fragmento del gen H
de P2 que codifica para el fragmento de aminoacidos 158-669 mas el gen G en pUCP-tac digerido con BspHI y
EcoRl.

En resumen, se transformé PAO1 (Iprf15 con los constructos de fusién del gen H de prf15-P2 y se indujo la
produccion de piocinas con mitomicina C. Se purificaron las particulas de piocinas y se sometieron a prueba para
determinar la actividad mediante pruebas de puntos y mediante el ensayo de supervivencia bacteriana (véase la
figura 2). Las particulas de piocinas purificadas que contenian la fibra de la cola con la fusién R2-P2 tenian actividad
bactericida frente a la cepa de E. coli Cla pero no podian destruir la cepa de P. aeruginosa 13s. Ademas, era
necesaria la expresiéon del gen G de P2 para producir piocina activa. Esto apoya la hip6tesis de que se requiere la
chaperona para el plegamiento apropiado de la parte C-terminal de la fibra de la cola, tal como se muestra en la
figura 8.

Se exploraron las capacidades de una gama de diferentes fusiones de proteinas de fibras de la cola R2-P2 para
formar piocinas funcionales que destruyen E. coli Cla mediante una serie de diferentes fusiones R2-P2. Se
muestran ejemplos representativos de estas fusiones en las figuras 4-7, junto con la indicacién de sus actividades
bactericidas frente a E. coli C1a.

d) Fusiones adicionales
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Se ha producido una bacteriocina de apm modificada adicional para seleccionar como diana Y. pestis. L-413c es un
yersiniofago que infecta a la mayoria de las cepas de Y. pestis (Richard Calendar, comunicaciéon personal). La
mayor parte del genoma de L-413c es altamente similar a P2 con la notable excepcién del gen H de la fibra de la
cola, SEQ ID NO:28, que divergia considerablemente. Sin querer restringirse a la teoria, y ofreciéndose para mejorar
la comprension de la descripcion, la variacion en el gen H de la fibra de la cola, y por tanto la proteina codificada, es
la caracteristica que explica lo mas probablemente su diferente espectro de huéspedes.

El extremo N-terminal del gen H de L-413c (SEQ ID NO:28), sin embargo, comparte una considerable similitud de
secuencia con su homdlogo P2 (SEQ ID NO:25), probablemente debido a su funcién de unién a la placa basal. Se
construyd una fusién para crear una fibra de la cola de fusion con los aminoacidos 1-164 N-terminales a partir de
PRF15 de R2 fusionada con la parte C-terminal (posiciones 158-913) de la fibra de la cola de L-413c para crear una
fibra de la cola modificada, tal como se muestra en la figura 10 (SEQ ID NO:30). Se expresé la fusion en PAO1
[prf15 junto con la chaperona relacionada de la fibra de la cola de L-413c, gen G (SEQ ID NO:29), tal como se
describié anteriormente. Tras la induccion, las particulas de piocinas producidas destruian Y. pestis KIM asi como E.
coli C y tienen por tanto un espectro de destruccion analogo al espectro de huéspedes del yersiniofago L-413c. Las
piocinas modificadas no destruian ninguna de las cepas de Pseudomonas.

Se ha preparado una particula de piocina de apm modificada adicional con una fibra de la cola de fusién novedosa
creada entre la BPAR de fibra de la cola de piocina de tipo R de P. aeruginosa (codificada por prf15) y el gen de fibra
de la cola orf34 y/o el RBD del gen de fibra de la cola orf35 de VHML (SEQ ID NO:21 y 22, respectivamente). Para
crear las particulas de piocinas, se coexpreso el gen de chaperona relacionada de VHML (SEQ ID NO:23) con los
genes de fusién de fibras de la cola modificadas. Se formaron y analizaron piocinas con las fibras de la cola
modificadas. La bacteriocina de apm modificada resultante con el RBD derivado de VHML puede someterse a
diversificacion mediante la DGR natural de VHML.

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

Estudios estructurales recientes sobre el dominio Mtd y varias de sus variantes diversificadas han mostrado cémo la
punta de la fibra trimérica forma un armazon rigido que puede contener mas de 10 trillones de ligandos de union
variantes (McMahon et al. 2005). La fusion del dominio Mtd sobre la proteina de fibras de la cola de piocinas y luego
la diversificacion del dominio Mtd usando el sistema de DGR descrito por Miller y colaboradores (Liu et al., 2004;
Doulatov et al., 2004), crea una biblioteca de variantes muy grande, a partir de la cual seleccionar y obtener los
genes que codifican para colas de piocinas con especificidad de union alterada.

Ejemplo 2: Ensayos de proteinas de fusién

a) Purificacion de piocinas y ensayos

Se hicieron crecer PAO1 y derivados agitando a 200 rpm a 37°C en medio G complementado con gentamicina
50 pg/ml cuando sea necesario para mantener los plasmidos. Cuando los cultivos alcanzaron una DO600 de 0,250,
se afadié mitomicina C hasta una concentracion final de 3 ug/ml. Se incubaron los cultivos durante otras 2,5 horas
hasta que se produjo la lisis. Se afadieron cinco ul de ADNasa I, y se dej6 incubar el cultivo 30 min. adicionales. Se
eliminaron los residuos mediante centrifugacion a 12.000 rpm en un rotor Beckman JLA-16.250 durante 1 hora. Se
anadio lentamente sulfato de amonio saturado, a una velocidad de 1 mil/min., al sobrenadante agitando sobre hielo,
hasta un volumen afadido final de 65 ml por 100 ml del sobrenadante del lisado. Se almacen6 esto a 4°C durante la
noche. Se recogi6 el precipitado de sulfato de amonio mediante centrifugacion a 12.000 rpm durante 1 hora, y se
resuspendi6 el sedimento en 10 ml de tampén TN50 (tris 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7,5). Se sedimentaron entonces
las particulas de piocinas en la disolucién resuspendida a alta velocidad, 20.000 rpm (65.000 x g) en un rotor
Beckman JA-25.50 durante 1 hora, y se resuspendieron en 3-5 ml de tampdn TN50. Se consideré que las
preparaciones de piocinas eran >90% puras mediante analisis electroforético en gel de SDS poliacrilamida.

Se realizaron analisis de piocinas cuantitativos contando la supervivencia bacteriana en un método ligeramente
modificado tal como se describe por Kagayama et al., 1964. Se incubaron muestras de piocinas con bacterias diana
(aproximadamente 1x10° UFC/mI) durante 40 minutos a 37°C. Entonces se diluyeron las muestras y se sembraron
en placa para contar los supervivientes. El nimero de particulas de piocinas se refiere a la fraccion de
supervivientes bacterianos en una distribucion de Poisson, m = -InS, en la que m = el niumero promedio de
acontecimientos letales / célula y S es la fraccion de supervivientes. El numero total de particulas de piocinas
activas/ml = m x células/ml. La cepa 13s era la Pseudomonas aeruginosa usada en estos ensayos y es un aislado
clinico resistente a muchos antibiéticos, pero sensible a las 5 piocinas de tipo R. La diana de E. coli era Cla,
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amablemente proporcionada por Richard Calendar.

Se realizaron también andlisis semicuantitativos mediante un método de puntos en el que se diluyeron en serie
muestras de piocinas en tampén TN50 y se sembraron por puntos sobre cultivos de bacterias diana. Tras la
incubacién durante la noche a 37°C, pudo observarse actividad de piocinas mediante una clara zona de destruccion
en el cultivo. La figura 2 muestra resultados representativos a partir de este formato de ensayo.

Ejemplo 3: Bacteriéfago recombinante para examinar fibras de la cola modificadas por ingenieria genética

Se usa el bacteriéfago P4 como sustituto para albergar el gen de fusién de fibras de la cola basado en Prf15 de
manera que el genotipo esta acoplado al fenotipo de unién de la fibra de la cola. Esto permite una transduccion y
seleccién eficaces del gen de fibras de la cola deseado.

El bacteriéfago P2 es un colifago temperado que puede infectar otras especies entéricas, y puede replicarse en,
pero no infectar a, P. aeruginosa (Bertani & Six, 1988; Kahn et al, 1991). Las piocinas de tipo R estan
estrechamente relacionadas genética y estructuralmente con P2, y la proteina de fibras de la cola de P2, codificada
por el gen H, muestra homologia con prf15 en la parte N-terminal, donde se produce la unién a la placa basal
(Haggard-Ljungquist et al., 1992; Nakayama et al., 2000). La utilizacién del bacteriéfago P2 o P4 como fago
sustituto, en el que se incorporan fibras de la cola codificadas por plasmidos en lugar de fibras codificadas por el
fago P2, permite la presentacién y seleccién de fibras de fusion en un contexto que se asemeja estrechamente a un
contexto funcional previsto en la piocina.

El genotipo de fibra de la cola puede acoplarse fisicamente al fenotipo de unién en una particula de fago de
transduccion para selecciéon genética, similar a la tecnologia de presentacién en fago. Cuando un fago P2 con una
mutacién ambar en su gen de proteina de fibras (H) infecta a E. coli que alberga un plasmido con un sitio de
empaquetamiento cos, que normalmente actia como sefial para empaquetar el ADN gendmico del bacteriéfago
(Ziermann & Calendar, 1991; Kahn et al., 1991), empaquetara el plasmido que contiene cos en las cabezas de fago
P2 recién sintetizado. El plasmido codifica y expresa el gen de fusion de la cola basado en prf15 y confiere
resistencia a gentamicina. La fibra de la cola de fusion expresada a partir del plasmido en la E. coli infectada por P2
se incorpora en el bacteri6fago P2 en lugar del producto del gen H defectuoso (ambar truncado) (proteina de fibras
de la cola de P2). Tras la lisis de las bacterias, las particulas de transduccion basadas en P2 liberadas portan el
plasmido que contiene cos que contiene en gen de fusion de la cola basado en prf15 en vez del genoma de P2 y
tiene fibras de la cola de fusion de Prf15 en vez de fibras de la cola de P2.

Particulas de fago de transducciéon con la capacidad para unirse a células y desencadenar el mecanismo de
inyeccién del bacteri6fago confieren entonces resistencia a gentamicina para seleccionar como diana
satisfactoriamente bacterias, a partir de las cuales se aisla el gen de fusion de fibras seleccionado a partir del
plasmido tras la replicacion de las bacterias en seleccién con gentamicina. El gen de fibras de la cola en los
plasmidos se manipula facil y adicionalmente para crear muchas uniones de fusién y diversificar el RBD con el fin de
redisenar y optimizar la funcién el RBD de fibras de la cola modificado.

Este enfoque también supera muchas de las dificultades impuestas por la presentacion C-terminal de una proteina
trimérica cuando se usan sistemas de presentacion en fago convencionales (Held & Sidhu, 2004). El bacteri6fago P2
tiene fibras de la cola que se asemejan genética y morfolégicamente a las de piocinas (Nakayama et al., 2000). Las
fibras de la cola se unen a las placas basales de P2 y piocinas mediante sus extremos N-terminales, y hay una
similitud de secuencia significativa de los extremos N-terminales de P2 y fibras de la cola de la piocina R2
(Nakayama et al, 2000; Haggard-Ljungquist et al., 1992). Ademas, el gen de fibras de la cola del fago relacionado
con P2, PS17, puede complementar el gen de fibras de la cola de la piocina R-2, prf15 (Shinomiya, 1984; Shinomiya
& Ina, 1989).

Alternativamente, el RBD se fusiona directamente con el dominio N-terminal de la fibra de la cola del gen H, o los
genes de fibras de la cola del fago VHML de Vibrio harveyii (que como BPP-1 también contiene un DGR que
funciona) se fusionan con el dominio N-terminal del gen H de P2.

Ejemplo 4: Métodos para recuperar el gen de fibras de la cola deseado

Un bacteriéfago P2, P4 o ®CTX que porta un gen de fibras de la cola modificado por ingenieria genética actia como
sustituto para acoplar el genotipo de fibras de la cola de piocinas al fenotipo de unién. Seleccionando o examinando
fenotipos de union especificos a partir de las bibliotecas diversificadas o mutagenizadas de los genes de fibras de la
cola albergados en bacteriéfagos sustitutos, puede aislarse los genes de fibras de la cola que codifican para una
especificidad de unidon deseada. La seleccion puede llevarse a cabo mediante ciclos de enriquecimiento individuales
o multiples de adsorcion de los bacteriéfagos sustitutos o particulas de transduccion sobre moléculas diana de fase
solida, o bien eliminando en primer lugar los elementos de unién no deseados y luego aislando, de entre los
sustitutos restantes, lo que se unen a las moléculas diana previstas, o bien viceversa. Alternativamente, la seleccién
puede producirse aplicando cualquier etapa de unién sola. En ultima instancia, el sustituto que presenta el fenotipo
de unién deseado puede someterse a extraccién y aislamiento del ADN del gen de fibras de la cola albergado
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clonando fragmentos de enzimas de restriccion o mediante reacciones de PCR usando cebadores oligonucleotidicos
que se unen a secuencias de ADN especificas periféricas a la parte diversificada del gen de fibras de la cola.

El bacteriéfago sustituto deseado puede purificarse por placas sobre un cultivo de bacterias que expresan la diana
molecular de interés, por ejemplo, un factor de virulencia o adaptacion mediante el cual los bacteri6fagos sustitutos
infectan al huésped. Las bacterias que expresan factores pueden ser el patdégeno de interés, por ejemplo
Pseudomonas aeruginosa, o un no patdégeno, por ejemplo E coli modificada por ingenieria genética para expresar el
factor de virulencia o adaptacion seleccionado como diana. Pueden utilizarse técnicas de siembra en placa en serie
o siembra en placa duplicada para garantizar que el bacteriéfago sustituto no forma placas en cepas bacterianas
estrechamente relacionadas que no expresan el factor diana. Por ejemplo, pueden usarse mutantes de insercion de
Pseudomonas aeruginosa que han perdido la expresion de factores de virulencia especificos para examinar o, para
reducir mediante adsorcién, bacteriéfagos sustitutos antes o después de formar placas sobre, o cribado sobre, sus
bacterias homélogas (isogénicas) que expresan factores de virulencia o adaptacion.

Auln cuando los fagos sustitutos o particulas de transduccion no formen placas sobre las bacterias que expresan la
diana, las bacterias infectadas o transducidas adquirirdn todavia resistencia a antibiéticos junto con el plasmido o
plasmido albergado y por tanto pueden hacerse crecer selectivamente y extraerse posteriormente para aislar el
plasmido de mdltiples copias y su gen de fibras de la cola deseado.

Estas técnicas permiten la identificacion y el aislamiento de bacteriéfagos sustitutos o particulas de transduccion que
presentan los fenotipos de unién deseados, especificos a partir de los cuales se extraen los genes de fibras de la
cola de bacteriocinas de apm deseados, especificos, no naturales. Ademas, puede utilizarse la union de sustitutos a
moléculas, células o tejidos de mamifero para reducir de las bibliotecas cualquier gen que codifique para fibras de la
cola que pueda provocar acontecimientos adversos si se incorpora en bacteriocinas de apm terapéuticas.

Esta disponible una biblioteca de cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa mutantes de inserciéon que difieren
de la Pseudomonas aeruginosa PA14 altamente patdgena original sélo por la falta de expresion de una serie de
factores de virulencia especificos, faltando uno de cada mutante isogénico, no redundante (véase el sitio web en
ausubellab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pal4/home.cgi). Estas cepas mutantes isogénicas proporcionan herramientas
para garantizar la especificidad de los bacteriéfagos sustitutos para los factores de virulencia seleccionados como
diana y no para otras moléculas de superficie prevalentes. Por ejemplo, la poblacién de bacteriéfagos P4 sustitutos
puede incubarse con un cultivo de alta densidad de un mutante de Pseudomonas aeruginosa del que falta un factor
de virulencia seleccionado como diana particular con el fin de absorber y reducir de una poblacién de bacteriéfagos
sustitutos o particulas de transduccion, los que se unen a moléculas de superficie presentes en tanto el mutante
isogénico como la cepa original virulenta. La poblacion reducira estara enriquecida en sustitutos que se unen al
factor de virulencia deseado. Una vez aislados bacteriéfagos sustitutos que se unen a e infectan las bacterias que
expresan el factor de virulencia o adaptacion particular, puede examinarse cada uno directamente para determinar
su incapacidad para infectar la cepa mutante isogénica que carece del factor seleccionado como diana. El plasmido
seleccionado puede reempaquetarse en particulas de transduccion sustitutas y reciclarse cualquier nimero de veces
a través del proceso de adsorcion-reduccion e infeccion para enriquecer adicionalmente y purificar finalmente el
plasmido basado en pUC que codifica para las fibras de la cola deseadas para seleccionar como diana el factor de
virulencia o adaptacion.

Ejemplo 5: Métodos para producir bacteriocinas de apm modificadas por ingenieria genética

El gen de fibras de la cola modificado se recombina o bien (i) en un plasmido bajo un promotor regulado para su
expresion en bacterias de produccion que también albergan, por ejemplo en un cromosoma artificial bacteriano
(BAC), la agrupacion génica de piocinas R (incluyendo los genes de endolisina) de las que se han delecionado o
inutilizado de otra forma los genes de prtR, priN, prf15 y holina (prf9 o PA0614) residentes, o bien (ii) en la
agrupacioén de piocina que contiene el propio vector BAC, usando una reaccién de intercambio alélico mediado por
plasmido.

Tras la induccion de los genes de piocinas y el gen de fibras de la cola modificado por ingenieria genética, tal como
mediante la induccién de prtN directamente mediante un promotor regulable modificado por ingenieria genética tal
como lac o tac, las células huésped sintetizan piocinas hasta que sus nutrientes se agotan y dejan de crecer (Young,
Ry, 2006). Las bacterias productoras no se lisan en ausencia de cloroformo, porque la inactivacion del gen de la
holina impide el acceso de la endolisina citoplasmatica a la pared celular bacteriana, como es necesario para la lisis
celular. Se recogen las células agotadas mediante centrifugacién o filtracion y entonces se congelan hasta que se
desee recoger las piocinas solubles que han rellenado el citoplasma celular. Tras descongelar, se rompe la
membrana celular interna, liberando endolisina para lisar las bacterias y de ese modo liberar la recogida de piocinas
modificadas. La ruptura de las membranas bacterianas puede acelerarse o completarse si es necesario mediante la
adicion de pequefias cantidades de cloroformo al disolvente acuoso en el que se descongela la pasta bacteriana.

Referencias

Ackermann HW. 2003. Bacteriophage observations and evolution. Res Microbiol. 154:245-251

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387722713

Aiache JM, S Meski, E Beyssac, G Serpin. 1997. The formulation of drug for ocular administration. J Biomater Appl.
11:329-48

Anantharaman et al. “Application of comparative genomics in the identification and analysis of novel families of
membrane-associated receptors in bacteria.” BMC Genomics, 4:34, 2003

Bad Bugs, No Drugs: As Antibiotic Discovery Stagnates A Public Health Crisis Brews, July 2004. Infectious Diseases
Society of America

Beisel KW, LD Hazlett, RS Berk. 1983. Dominant susceptibility effect on the murine corneal response to
Pseudomonas aeruginosa. Proc Soc Exp Biol Med. 172:488-491

Bertani LE, y EW Six. 1988. The P2-like phages and their parasite, P4. In R. Calendar (ed.), The Bacteriophages,
vol. 2. Plenum Publishing Corp., Nueva York. pags. 73-143

Birmingham VA, PA Pattee. 1981. Genetic Transformation in Staphylococcus aureus: Isolation and Characterization
of a Competence-Conferring Factor from Bacteriophage 80a Lysates. Journal of Bacteriology 148:301-307

Blackwell CC, y Law JA. 1981. Typing of non-serogroupable Neisseria meningitidis by means of sensitivity to R-type
pyocins of Pseudomonas aeruginosa. J Infect. 3(4):370-8.

Blackwell CC, FP Winstanley, WA Telfer-Brunton. 1982. Sensitivity of thermophilic campylobacters to R-type pyocins
of Pseudomonas aeruginosa. J. Med Microbiology. 15:247-51

Bonev et al. “Targeting extracellular pyrophosphates underpins the high selectivity of nisin.” The FASEB Journal.
18:1862-1869, 2004

Burda MR, Miller S.Folding of coliphage T4 short tail fiber in vitro. Analysing the role of a bacteriophage-encoded
chaperone. Eur J Biochem. 1999 Oct;265(2):771-8.

Burns RP. 1969. Pseudomonas aeruginosa keratitis: mixed infections of the eye. Am J Ophthalmol. 67:257-262
Calamita, “The Escherichia coli aquaporin-Z water channel.” Molecular Microbiology 37(2):254-262, 2000

Chappell JD, AE Prota, TS Dermody, T Stehle. 2002. The crystal structure of reovirus attachment protein o1 reveals
evolutionary relationship to adenovirus fiber. The EMBO Journal 21:1-11

Cheng KH, SL Leung, HW Hoekman. 1999. Incidence of contact lens-associated microbial keratitis and its related
morbidity. Lancet. 354:181-185

Choi HK, JB Gaynor, KG White, C Lopez, CM Bosio, RR Karkhoff-Schweizer, HP Schweizer. 2005. A T-7 based
broad-range bacterial cloning and expression vector. Nature Methods. 2:443-448

Chuanchuen, R, Narasaki, C.T. and Schweizer, H.P., Benchtop and microcentrifuge preparation of Pseudomonas
aeruginosa competent cells, BioTechniques 33:760-763 (octubre de 2002).

Coetzee HL, HC De Klerk, JN Coetzee, JA Smit. 1968. Bacteriophage-tail-like particles associated with intra-species
killing of Proteus vulgaris. J Gen Virol. 2:29-36.

Cole N, MDP Willcox, SMJ Fleiszig. 1998. Different Strains Of Pseudomonas Aeruginosa Isolated From Ocular
Infections Or Inflammation Display Distinct Corneal Pathologies In An Animal Model. Curr Eye Res. 17:730-735

Cooper RL, IJ Constable. 1977. Infective keratitis in soft contact lens wearers. Br J Ophthalmol. 61:250-254

Cowell BA, C Wu, SMJ Fleiszig. 1999, Use of an Animal Model in Studies of Bacterial Corneal Infection. Inst Lab
Animal Res J. 40:43-50

Desplats C, Krisch HM. The diversity and evolution of the T4-type bacteriophages. Res Microbiol. 2003
May;154(4):259-67.

Doulatov S, A Hodes, L Dai, N Mandhana, M Liu, R Deora, RWSimons, S Zimmerly, JF Miller. 2004. Tropism
switching in Bordetella bacteriophage defines a family of diversity-generating retroelements. Nature. 431:476-481

Drickamer K. 1999. C-type lectin-like domains. Current Opinion in Structural Biology. 9:585-590 Farmer JJ, LG
Herman. 1969.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387722713

Dyke J, Berk R S. Growth inhibition and pyocin receptor properties of endotoxin from Pseudomonas aeruginosa. Proc
Soc Exp Biol Med. 1974;145:1405-1408.

Epidemiologic Fingerprinting of Pseudomonas aeruginosa by the Production of and Sensitivity to Pyocin and
Bacteriophage. Applied Microbiol. 18:760-765

Filiatrault MJ, Munson RS Jr, y Campagnari AA. 2001. Genetic analysis of a pyocin-resistant lipooligosaccharide
(LOS) mutant of Haemophilus ducreyi: restoration of full-length LOS restores pyocin sensitivity. JBacteriol.
183(19):5756-61.

Fleiszig SMJ, DJ Evans. 2002. The pathogenesis of bacterial keratitis: studies with Pseudomonas aeruginosa. Clin
Exp Optom. 85.5:271-278

Gerke JR, MV Magliocco. 1971. Experimental Pseudomonas aeruginosa infection of the mouse cornea. Infect
Immun. 3:209 -216

Gillor, O, LM Nigro, A. Riley. 2005. Genetically engineered bacteriocins and their potential as the next generation of
antimicrobials. Curr. Pharm. Des. 11:1067-1075

Goodman et al. “A Signaling Network Reciprocally Regulates Genes Associated with Acute Infection and Chronic
Persistence in Pseudomonas aeruginosa.” Developmental Cell 7:745-754, 2004

Govan, JRW & V Deretic. 1996. Microbial Pathogenesis in Cystic Fibrosis: Mucoid Pseudomonas aeruginosa and
Burkholderia cepacia, Microbiological Reviews. 60:539-574

Haas H, Sacks T, Saltz N. Protective effect of pyocin against lethal Pseudomonas aeruginosa infections in mice. J
Infect Dis. 1974 Apr;129(4):470-2.

Haggard-Ljungquist E, Halling C, Calendar R. NA sequences of the tail fiber genes of bacteriophage P2: evidence for
horizontal transfer of tail fiber genes among unrelated bacteriophages. J Bacteriol. 1992 Mar; 174(5):1462-77.

Hashemolhosseini S, Montag D, Kramer L, Henning U.Determinants of receptor specificity of coliphages of the T4
family. A chaperone alters the host range. J Mol Biol. 1994 Aug 26; 241(4):524-33.

Hazlett LD, D Rosen, RS Berk. 1976. Experimental eye infections caused by Pseudomonas aeruginosa. Ophthalmic
Res. 8:311-318

He et al. “The broad host range pathogen Pseudomonas aeruginosa strain PA14 carries two pathogenicity islands
harboring plant and animal virulence genes.” PNAS 101:2530-2535, 2004

Held H, SS Sidhu. 2004. Comprehensive Mutational Analysis of the M13 Major Coat Protein, J Mol Biol. 340:587-97

Hensley S, B Wysocki. As Industry Profits Elsewhere, U.S. Lacks Vaccines, Antibiotics, The Wall Street Journal
November 8, 2005: p A1

Higerd TB, CA Baechler, RS Berk. 1969. Morphological Studies On Relaxed and Contracted Forms of Purified
Pyocin Particles. J. Bacteriology. 98:1378-89

Hoang,T.T., Karkhoff Schweizer,R.R., Kutchma,A.J. and Schweizer,H.P., A broad-host-range Flp-FRT recombination
system for site-specific excision of chromosomally-located DNA sequences: application for isolation of unmarked
Pseudomonas aeruginosa mutants Gene 212 (1), 77-86 (1998)

Hobden JA, DS Rootman, RJ O'Callaghan, JM Hill. 1988. lontophoretic application of tobramycin to uninfected and
Pseudomonas aeruginosa-infected rabbit corneas. Antimicrob Agents Chemother. 32:978-981

Holder IA. 1993. Pseudomonas aeruginosa Bum Infections: Pathogenesis and Treatment,. In M Campa, M
Bendinelli, and H Friedman (ed.) Pseudomonas aeruginosa as an Opportunistic Pathogen. Plenum Press, Nueva
York, N.Y. pags. 275-295

lijima M. 1978. Mode of Action of Pyocin R1. J. Biochem (Tokyo) 83:395-402

Ishii S, Y Nishi, and F Egami. 1965. The fine structure of a pyocin. J. Mol. Biol. 13:428-431

Ito, S., Kagayama, M. and F. Egami. Isolation and characterization of pyocins from several strains of Pseudomonas

aeruginosa. J. Gen. Appl. Microbiol. 16 205-214 (1970).

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387722713

Jabrane A, Sabri A,Compere P,Jacques P, Vandenberghe |,Van Beeumen J, Thonart P Characterization of serracin
P, a phage-tail-like bacteriocin, and its activity against Erwinia amylovora, the fire blight pathogen. Appl Environ
Microbiol. 2002 Nov; 68(11):5704-10.

Jacob F. 1954. Biosynthese induite et mode d'action d'une pyocin, antibiotique de Pseudomonas pyocyanea. Annals
Inst. Pasteur. 86:149-60

Jacobs et al. “Comprehensive transposon mutant library of Pseudomonas aeruginosa.” PNAS 100(24):14339-14344,
2003

Kageyama M, F Egami. 1962. On the purification and some properties of a pyocin, a bacteriocin produced by
Pseudomonas aeruginosa. Life Sciences 9: 471-6

Kageyama M, K lkeda, and F Egami. 1964. Studies of a pyocin. lll. Biological properties of the pyocin. J. Biochem.
55:59-64.

Kageyama M, Shimomiya T, Aihara Y, Kobayashi M. 1979. Chracterization of a bacteriophage related to R-type
pyocins. J Virol. 32:951-957.

Kageyama M. 1964. Studies of a pyocin I. Physical and chemical properties. J. Biochem. 55:49-53

Kageyama, M. Bacteriocins and bacteriophages in Pseudomonas aeruginosa, in: Microbial Drug Resistance,
University Park Press, Baltimore. pp 291-305 1975.

Kahn ML, RG Ziermann, DW Deho, M Ow, G Sunshine, R Calendar. 1991. Bacteriophage P2 and P4. Methods
Enzymol. 204:264-280

Kumazaki T, Y Shimizu, Sl Ishii. 1982. Isolation and Characterization of Pyocin R1 Fibers. J. Biochemistry. 91:825-35

Lee EJ, DJ Evans and SMJ Fleiszig. 2003. Role of Pseudomonas aeruginosa ExsA in Penetration through Corneal
Epithelium in a Novel in vivo Model. Investigative Ophthalmology & Visual Science. 44:5220-5227

Lee FK, Dudas KC, Hanson JA, Nelson MB, LoVerde PT, Apicella MA. 1999 The R-type pyocin of Pseudomonas
aeruginosa C is a bacteriophage tail-like particle that contains single-stranded DNA. Infect Immun. 67(2):717-25.

Liu M, M Gingery, SR. Doulatov, Y Liu, A Hodes, S Baker, P Davis, M Simmonds, C Churcher, K Mungall, MA Quail,
A Preston, ET Harvill, DJ Maskell, FA Eiserling, J Parkhill, and JF Miller. 2004. Genomic and Genetic Analysis of
Bordetella Bacteriophages Encoding Reverse Transcriptase-Mediated Tropism-Switching Cassettes. J. Bacteriology.
186 476-481

Mah-Sadorra JH, SG Yavuz, D M Najjar, PR Laibson, CJ Rapuano, EJ Cohen. 2005. Trends in contact lens-related
corneal ulcers. Cornea. 24:51-58

Matsui H, Sano Y, Ishihara H, Shinomiya T. Regulation of pyocin genes in Pseudomonas aeruginosa by positive
(prtN) and negative (prtR) regulatory genes. J Bacteriol. 1993 Mar; 175(5):1257-63.

McMahon SA, JL Miller, JA Lawton, DE Kerkow, A Hodes, MA Marti-Renom, S Doulatov, E Narayanan, A Sali, JF
Miller, P Ghosh. 2005. The C-type Lectin Fold as an Evolutionary Solution for Massive Sequence Variation. Nature
Struct. & Molecular Biol. 12:886 — 892

McNamara NA, KA Polse, SA Fukunaga, JS Maebori, RM Suzuki. 1998. Soft lens extended wear affects epithelial
barrier function. Ophthalmology. 105:2330-2335

Meadow, P.M., and Wells P.L. Receptor sites for R-type pyocins and bacteriophage E79 in the core part of the
lipopolysaccharide of Pseudomonas aeruginosa PAC1. J. Gen. Microbiol. 108:339-343. 1978

Merrikin DJ, Terry CS. Use of pyocin 78-C2 in the treatment of Pseudomonas aeruginosa infection in mice. Appl
Microbiol. 1972 Jan; 23(1):164-5.

Michel-Briand, Y., y Baysse, C. The pyocins of Pseudomonas aeruginosa. Biochimie. 2002 May-Jun; 84(5-6):499-
510.

Microbial Threats To Health: Emergence, Detection, And Response, March 2003 Institute of Medicine, Washington,
DC

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387722713

Mitchell et al. “Structural basis for oligosaccharide-mediated adhesion of Pseudomonas aeruginosa in the lungs of
cystic fibrosis patients.” Nature Structural Biology 9:918-921, 2002

Morse SA, Jones BV, and Lysko PG. 1980. Pyocin inhibition of Neisseria gonorrhoeae: mechanism of action.
Antimicrob Agents Chemother. 18(3):416-23.

Morse SA, Vaughan P, Johnson D, and Iglewski BH. 1976. Inhibition of Neisseria gonorrhoeae by a bacteriocin from
Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother. 10(2):354-62.

Mosig G and F Eiserling. 2006. T4 and Related Phages: Structure and Development, in The Bacteriophages.
Calendar, R. ed. Second edition, Oxford University Press, NY, NY. pags. 225-267

Nakayama K, Kanaya S, Ohnishi M, Terawaki Y, Hayashi T. The complete nucleotide sequence of phi CTX, a
cytotoxin-converting phage of Pseudomonas aeruginosa: implications for phage evolution and horizontal gene
transfer via bacteriophages. Mol Microbiol. 1999 Jan;31(2):399-419.

Nakayama K, Takashima K, Ishihara H, Shinomiya T, Kageyama M, Kanaya S, Ohnishi M, Murata T, Mori H, Hayashi
T. The R-type pyocin of Pseudomonas aeruginosa is related to P2 phage, and the F-type is related to lambda phage.
Mol Microbiol. 2000 Oct; 38(2):213-31.

Papanikolopoulou K, V Forge, P Goeltz, y A Mitraki. 2004. Formation of Highly Stable Chimeric Trimers by Fusion of

an Adenovirus Fiber Shaft Fragment with the Foldon Domain of Bacteriophage T4 Fibritin. Journal of Biological
Chemistry. 279: 8991-8998

Preston MI, SML Fleiszig, TS Zaidi, JB Goldberg, VD Shortridge, M1 Vasil, GB Pier. 1995. Rapid and Sensitive
Method for Evaluating Pseudomonas aeruginosa Virulence Factors during Corneal Infections in Mice. Infection and
Immunity. 63:3497-3501

Qu Y, Hyman P, Harrah T, Goldberg E. In vivo bypass of chaperone by extended coiled-coil motif in T4 tail fiber. J
Bacteriol. 2004 Dec; 186(24):8363-9.

Ramphal R, MT McNiece, FM Polack. 1981. Adherence of Pseudomonas aeruginosa to the injured cornea: a step in
the pathogenesis of corneal infections. Ann. Ophthalmol. 13:421-425

Rich, et al. “ACE is a collagen binding MSCRAMM from Enterococcus faecalis.” J. Biol. Chem. 274:26939-26945,
1999

Riley MA, JE Wertz. 2002. Bacteriocins: evolution, ecology, and application. Annu. Rev. Microbiol. 56:117-137
Roland PS, DW Stroman. 2002. Microbiology of Acute Otitis Externa. Laryngoscope. 112:1166-1177

Rudner et al. “A family of membrane-embedded metalloproteases involved in regulated proteolysis of membrane-
associated transcription factors.” PNAS 96(26):14765-14770, 1999

Schweizer HP. 2001. Vectors to express foreign genes and techniques to monitor gene expression in
Pseudomonads. Current Opinion in Biotechnology. 12:439-445

Schweizer, H.P., Klassen,T. and Hoang,T., Improved methods for gene analysis and expression in Pseudomonas,
Unpublished

Shimizu Y, T Kamazaki, Sl Ishii. 1982. Specific Cleavage at Fibers of a Bacteriophage-Tail-Like Bacteriocin, Pyocin
R1 by Successive Treatment with Organomercurial Compounds and Trypsin. J Virology 44:692-695

Shinomiya T & S Ina. 1989. Genetic Comparison of Bacteriophage PS 17 and Pseudomonas aeruginosa R-Type
Pyocin. J. Bacteriology 171:2287-2292

Shinomiya T, S Shiga, A Kikuchi, M Kageyama. 1983b. Genetic determinant of pyocin R2 in Pseudomonas
aeruginosa PAO. Il. Physical characterization of pyocin R2 genes using R-prime plasmids constructed from R68.45.
Mol Gen Genet. 189:382-389

Shinomiya T, S Shiga, M Kageyama. 1983a. Genetic determinant of pyocin R2 in Pseudomonas aeruginosa PAO. I.
Localization of the pyocin R2 gene cluster between the trpCD and trpE genes. Mol Gen Genet. 189:375-38

Shinomiya T, S Shiga. 1979. Bactericidal Activity of the Tail of Pseudomonas aeruginosa Bacteriophage PS17. J of
Virology 32:958-967

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2387722713

Shinomiya T. 1984. Phenotypic Mixing of Pyocin R2 and Bacteriophage PS17 in Pseudomonas aeruginosa PAO. J.
Virology. 49:310-314

Sreedhar et al. “Enterococcus faecalis Adhesin, ACE, Mediates Attachment to Extracellular Matrix Proteins Collagen
Type IV and Laminin as well as Collagen Type I.” Infect. Immun. 68(9):5218-5224, 2000

Strauch E, Kaspar H, Schaudinn C, Dersch P, Madela K, Gewinner C, Hertwig S, Wecke J, Appel B. Characterization
of enterocoliticin, a phage tail-like bacteriocin, and its effect on pathogenic Yersinia enterocolitica strains. Appl
Environ Microbiol. 2001 Dec; 67(12):5634-42.

Takeya K, Y Minamishima, Y Ohnishi, K Amako. 1969. Rod-shaped pyocin28, J. Gen. Virol. 4:145-149

Talbot GH, J Bradley, JE Edwards, D Gilbert, M Scheld, JG Bartlett. 2006. Bad Bugs Need Drugs: An Update on the
Development Pipeline from the Antimicrobial Availability. Clin Infect. Dis. 42:657-668

Tamber et al. J. Bact. 188(1):45-54, 2006

Tetart F, C Desplats, M Kutateladze, C Monod, H-W Ackermann, HM Kirsch. 2001. Phylogeny of the Major Head and
tail genes of the Wide-Ranging T4-Type Bacteriophages. J Bacteriology 183:358-366

Tetart F, Desplats C, Krisch HM. Genome plasticity in the distal tail fiber locus of the T-even bacteriophage:
recombination between conserved motifs swaps adhesin specificity. J Mol Biol. 1998 Sep 25; 282(3):543-56.

Thompson NE, PA Pattee. 1981. Genetic transformation in Staphylococcus aureus: demonstration of a competence-
conferring factor of bacteriophage origin in bacteriophage 80a lysates. J. Bacteriol. 148:294-300

Twining SS, X Zhou, DP Shulte, PM Wilson, B Fish, J Moulder. 1996. Effect of vitamin A deficiency on the early
response to experimental Pseudomonas keratitis. Invest Ophthalmol Vis Sci. 37:511-522

Uratani, Y., and Hoshino, T. Pyocin R1 inhibits active transport in Pseudomonas aeruginosa and depolarizes
membrane potential. J Bacteriol. 1984 Feb; 157(2):632-6.

van Horn DL, SD Davis, RA Hyndiuk, TVP Alpren. 1978. Pathogenesis of experimental Pseudomonas keratitis in the
guinea pig: bacteriologic, clinical, and microscopic observations. Invest Ophthalmol Vis Sci. 17:1076-1086

van Raaij MJ, A Mitraki, G Lavigne, S Cusack. 1999. A triple B-spiral in the adenovirus fibre shaft reveals a new
structural motif for a fibrous protein. Nature. 401:935-38.

van Raaij MJ, G Schoehn, MR Burda, S Miller. 2001. Crystal Structure of a Heat and Protease-stable Part of the
Bacteriophage T4 Short Tail Fibre. J. Mol. Biol. 314:1137-1146

Weigele PR, E Scanlon, and J King. 2003. Homotrimeric, B-Stranded Viral Adhesins and Tail Proteins. J of
Bacteriology. 185:4022-4030

Wenzel RP. 2004. The Antibiotic Pipeline - Challenges, Costs, and Values New Engl J Med. 351:523-526
West SHE, HP Schweizer, AK Sample, LJ Runyen-Janecky. 1994. Construction of Improved Escherichia-
Pseudomonas Shuttle Vectors Derived from pUC18/19 and Sequence of the Region Required for Their Replication in

Pseudomonas aeruginosa Gene 128:81-86

Wong et al. “Insertion Mutagenesis and Membrane Topology Model of the Pseudomonas aeruginosa Outer
Membrane Protein OprM.” J. Bacteriol. 182(9):2402-2410, 2000

Yoichi M, M Abe, K Miyanaga, H Unno, Y Tanji. 2005. Alteration of tail fiber protein gp38 enables T2 phage to infect
Escherichia coli 0157:H7. J. Biotech. 115:101-107

Young, Ry, “Phage Lysis” in Phages, Waldor, Friedman and Adhya, eds. ASM Press, Washington, DC, p95, 2006
Ziermann R, R Calendar. 1991. Characterization of the cos site of bacteriophages P2 and P4. Gene. 96:9-15

Zink R, MJ Loessner and S Scherer. 1995. Characterization of cryptic prophages (monocins) in Listeria and
sequence analysis of a holin/endolysin gene. Microbiology. 141:2577-2584

Zolfaghar et al. “Mutation of retS, encoding a putative hybrid two-component regulatory protein in Pseudomonas
aeruginosa, attenuates multiple virulence mechanisms.” Microbes Infect. Jul 15, 2005 Epub ahead of print

31



ES 2387722713

Tal como se usa en el presente documento, los términos “un”, “una” y “cualquiera” pretenden incluir cada uno tanto
las formas singulares como plurales.
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de acido nucleico que codifica para una proteina de fibras de la cola de bacteriocina de alto peso
molecular (apm), en la que dicha proteina de fibras de la cola comprende una regién de union a la placa basal
(BPAR) de una piocina de tipo R y un dominio de unién al receptor heterélogo (RBD), en la que el RBD es de una
fibra de la cola de otra bacteriocina o una fibra de la cola de un bacteriéfago o profago, en la que la BPAR consiste
en los aminoacidos 1-164 6 1-240 de la fibra de la cola de piocina de tipo R.

2. Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1, en la que dicho RBD de una proteina de fibras de la cola de
bacteriéfago comprende desde 347 aminoéacidos de longitud hasta 755 aminoéacidos de longitud, incluyendo el
extremo C-terminal de dicha proteina.

3. Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1, que comprende ademas una secuencia de acido nucleico
que codifica para una chaperona relacionada de la proteina de fibras de la cola.

4. Molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 1, en la que el RBD expresado se une a un factor de virulencia
0 adaptacién en una superficie de una célula bacteriana.

5. Bacteriocina de apm que comprende una proteina de fibras de la cola codificada por una molécula de acido
nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Bacteriocina segun la reivindicacién 5, en la que la fibra de la cola de piocina de tipo R comprende la secuencia
de aminodacidos representada por SEQ ID NO: 1, 3, 5,7 6 9.

7. Bacteriocina segun la reivindicacion 5, en la que dicho RBD se une a un factor de virulencia o adaptacion
bacteriano.

8. Célula bacteriana transfectada o transformada con, o que contiene, una molécula de &cido nucleico segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

9. Célula bacteriana segun la reivindicacion 8, en la que una chaperona relacionada de la proteina de fibras de la
cola se expresa en la célula.

10. Método de produccion de una bacteriocina de apm, comprendiendo dicho método cultivar la célula bacteriana
segun la reivindicacion 9 en condiciones que dan como resultado la produccién de la bacteriocina.

11. Método para comprometer la integridad de una membrana citoplasmatica de una célula bacteriana,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha bacteria con la bacteriocina segun la reivindicacion 5.

12. Bacteriocina segun la reivindicacion 5, para su uso en un método para comprometer la integridad de una
membrana citoplasmatica de una célula bacteriana en un sujeto.

13. Método de formacion de una progenie de bacterias no virulentas o no adaptadas a partir de bacterias
progenitoras virulentas, comprendiendo dicho método poner en contacto bacterias virulentas con una bacteriocina
segun la reivindicacion 7, en el que la bacteriocina se une a un factor de virulencia o adaptaciéon de dichas bacterias
progenitoras virulentas, y seleccionar la progenie de bacterias no virulentas que ya no expresan el factor de
virulencia o adaptacion.
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Ensayos de diluciéon en serie de puntos
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Complementacion de la estructura de la piocina R2
con una fusion de fibras de la cola R2-P2
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Fusiones R2-P2 multiples y
sus actividades bactericidas
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Diversas partes del extremo N-terminal de la fibra de la cola de R2
(BPAR) fusionadas a la parte C-terminal 158-669 (RBD) de la
fibra de la cola de P2
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Fusiones R2-P2 multiples y
sus actividades bactericidas
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Diversas partes del extremo N-terminal de la
fibra de la cola de R2 (BPAR) fusionadas a la parte
C-terminal 322-669 (RBD) de la fibra de la cola de P2
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Vector de expresion de fibras de la cola de piocinas y chaperonas
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Construccion de fibra de la cola de piocina
especifica de Yersinia pestis
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LISTAS DE SECUENCIAS

SEQ ID NO:1:pfi5de R
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWOPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSAAQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIRE IGLQDADGKFVAVSNCEESYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVOLLIDNGI IYATQDWVKEKVAADFKGRKILAGNGLY
GGGDLSADRSIGLAPSGYTAGSYRSVTVNANGVVTOGSNPTTLAGYAIGDAY THADTDCK
LAQKANKATTLAGY GITDALRVDGHNAVESSRLAAPRSLAASGDASHEVTFDGSANVEARL
SLSATGVAAGSYPKVTVDTKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVENSSDPNTATYV PLMLTHHANGPVAGRYFY IQSMFYPDONGNASQIATSYNATSEMYY
RVSYARNPS IREWLPWORCDIGGSFTKTTDGS IGNGVN INSFVNSGHWWLOS TSEWARGGA
NYPVGLAGLLIVYRAHADHIYQTYVTLNGSTYSRCCYAGSWRPWRONWDDGNFDPASYLP
KAGFTWAALPGKPATF PPSGHNHDTSQITSGILELARGGLGANTAAGARNN IGAGVPATA
SRALNGWWEDNDTGLIVQOWMOVNVGDHPGGI IDRTLTFPIAFPSACLHVVETVKEVGRPA
TSASTVITVADVEVSHTGCVIVSSEYYGLAQNYGIRVMALIGY

SEQ ID NO:2 >prf16 de R1
MIFFHAATGGFYSKEIHGSRMPLEDEMHPLEDAEYQALLRAQSEGKRIVTDHTGRPICVD
PPAPAKDILVORERIWRDROLOLTDGPLARHRDEQDLGKTTTLSQEQLRELTLY RAVLRD
WPIAREFPDLNARPEPFAWLOSLITP

SEQ ID NO:3 >prfl5 de R2
MATHNTPEYGGLLTDIGAAALATASARGEKWOPTHMLIGDAGGAPGDTPDFLPSAAQKSLI
HORHRAQLNRLFVSDENANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLODADGEFVAVSHCPPSY KA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVILLIDNGIIYATQDWYKEKVAADFKGREILAGNGLL
GGGEDLSADRSIGLAPSGVTAGEYRSVTVNANGVVTOGSNPTTLAGYAIGDAY THADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGNAVSSSRLAAPRSLAASGDASWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAARGSYPKVTVDTHGRVTAGHALAATDIPGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSHSSDPNTATVELMLTHHANGPVAGRYFY IQSMFY FOONGHASQIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLPWORCDIGGSFTEEADGELPGGYHNLODSMVTSGWWSQSFTAQARASGA
HYPIVRAGLLHVYAARSSNFIYOTYQAY DGESFYFRCRHENTWF PHRRMWHGGDEFNPSDYL
LESGFYWNALPGEPATFPPSAHNHDVGOLTSGILPLARGGVGSHTAAGARSTIGAGVPAT
ASLGASGWWRDNDTGLIRQWGOVTCPADADASITFPIPFPTLCLGGY ANQTSAFHPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGYFROAVLSWEAFGR

SEQ ID NO:4 >PRF16 de R2
MKGEYYFSPSQVAFYPASLREVYEYAGCWPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAI SS5DVHNG
NPVAIERPPLSRQORSTHERRWRDSQLLATDGLYVVRHRDQLETGEETTLLPVQYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVFPDWLRRYVTPE

SEQ ID NO:S >prfis de R3
MTTNTPKYGGLLTDIGAAALARASAAGKKHOPTHMLIGDAGGAPGDTLDPLPSAAQKSLI
HORHRAQLNRLFVSDENANTLVAEVVLEFVEVGGFWIRE IGLODADGKFVAVENCPPSYKA
AMESGSARTOTIRVNIALSGLENVOLLIDNGIIYATQDWVEKEKVAADFKGREILAGNGLL
GGGDLSADRS IGLAPSGVTAGSYRSVTVNANGVVTQGSNPTTLAGYAIGDAYTHADTDGK
LAQKANKATTLAGYGI TDALRVDGHAVSSSRLAAPRSLAASGDASHWSVTFDGSANVEAPL
ELSATGVARGSY PEVTVDTEGRVEAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVSNSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFY IQSMFY PDONGNASQOIATSYNATSEMYY
RVSYARNPS IREWLPHORCDIGGSPTKEADGELPGGVNLDSMVTSGHWWSOSETAQAASGA
NYPIARAGLLHVYARSSNFIYOTYOARYDGESFYFRCRYSNTWLPWRRMWHGGDFNPSDY L
LESGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGOLTSGILPLARGGVGSNTAAGARSTIGAGYPAT
ASLOASGWWRDNDTCLIROWGOVTCPADADASITFPI PFPTLCLGGYANOTSAFQPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGY FAQRVLSWEAFGR
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SEQ ID NO:6 >prf16 deR3
MKGEYYFSPSQVAFYPASLREVYEHAGCWPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRA T SSDVNG
NEVAIERPPLSRQQRSTHERRWRDSQLLATDGLVVRHRDQLETGKETTLLPVOYHELMSY
RASLRDWPEEPLFPDSGGRPSVPDWLRRYVTP

SEQ ID NO:7 >prf15 de R4
H"I'THTFI[YGGLLTDIGMLMSMGKKHQFTHHLIGDHGGAPGDTFDPLPSMQKELI
HORHRAQLNRLFVSDENANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLODADGKFVAVSHNCPPSYKA
AMESGSARTOQTIRVNIALSGLENVOLLIDNGI IYATQDWVKEKVARDFHGRKI LAGHNGLY
GGEDLEADRE IGLAPSGVTAGSYREVTVNANG VY TOGSHNPTTLAGYAIGDAY TRADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGHNAVESSRLAAPRELAASCDASWSVTFDGSANVSAPL
SLEATGVAAGSY PEKVTVDTHKGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGVLAEQRLPVFARGLA
TAVENSSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRY FY IQSMEYPDONGHASOIATSYNATSEMYV
RVSYAANPSIREWLFWORCDIGGSFTKEADGE LEGGVNLDSMVTSGWWSOS FTAQAATGR
HYPIVRAGLLEHVYARSSNFIYOTYQRYDGESFYFRCRHSHNTWF PWRRMWHGGDFNPSDYL:
LESGFYWNALPGKPATFPPSAHNHDVGOLTSGILPLARGGVGSHTARGARSTIGAGVEAT
ASLGASGWWRDNDTGLIROWGOVTCPADADASITFPIPFPTLCLGGYANOTSAFHPGTDA
STGFRGATTTTAVIRNGY FAQAVLSWEAFGR

SEQ ID NO:8 =prfi6 de R4
MEGEYYFSPSQVAFYPXSLREVYEYAGCWPVDGEWVSAELHEQLMNEQAAGRAISSDVNG
NPVAIERPPLSRQORSAHERRWRDSOLLATDGLYVVRHRDQLETGKETTLLPVQYHELMSY
RASLROWPEEPLFPDSGGRPSVPDWLRRYVTE

SEQ ID NO:9 >prf1§ de RS
MTTNTPEYGGLLTDIGAAALAAASAAGKKWOPTHMLIGDAGGAPGATPDPI PAATOTHLI
HORYRAQLNRLFVSDEN INTLVAEVVLPVEVGGFWIRETIGLODADGKFVAVSNCPPSYRA
AMESGSARTOTIRVHIALSGLENVQLLIDNGI IYATQDWVKEKVARDFKGREI LAGNGLY
GGGDLSADRSIGLAPSGVTAGEYREVTVNANGVVTOGENPSTLAGYAIGDAYTKADTDGK
LAQKANKATTLAGYGITDALRVDGHAVSSSRLAAPRSLAASGDASHWSVTFDGSANVSAPL
SLSATGVAAGEY PEVTVDTHGRVTAGMALAATDI PGLDASKLVSGYLAEQRLPVFARGLA
TAVSTTSDPNTATVPLMLTNHANGPVAGRYFY IQSMFYPDONGNASQIATSYNATSEMYV
RVSYAARNPSARDWLPWERCDIGGSFSHEADGALGGAVNLNSLITSGRWYQTANAQAESGA
HY PYPRAGLLOVHNAGTNF I YQTYQVYDGEGFYFRCRYTHNTWY PWRRVWHGADFNPNDYL
LESGFTHWAALPGEPATFPPTGHNHDAAQITSGILPLARGGLGSNTARGARNNIGAGVPAT
ANRSLNGWWHDNDTGLIVOWMTVSVGDHPGGIVHNRSLTFPIAFPTTCLHVVPSVEELGRP
ATSASTVTLADVEVSTTGCVIVATEYHGAVONYATRLVAIGC

SEQ ID NO:10 >prfi6 de RS

MIFFHAATGGFYSKDVHGDRMPIDARMY PLEEAEYLALLVAQSEGHOIVADAAGRPFCID
PPAPAEEVLAHRERIWRDRQLTLTDGPIARHRDELDLGKITTLNQAQLLELTLYRASLRD
WPASAAFPDLGARPEFPLWLEPLITP

SEQ ID HO:11 > OprM
MEREFLELAVAMVLEGCELI PDYQRPEAPVAARY POGOAYGONTGARAVEPANDICWREF
FROPQLOOLIGVALENNRDLRVAALNVEAFRAQYRIQRADLFPRIGVDGSGTRQRLPGDL
ETTGEPAI S SOYGVTLGTTAWELDLFGRLRSLRDOALEQYLATEQAQRSAQTTLVASVAT
AYLTLKADQAQLOLTKDTLGTYOKSFDLTQRSYDVGVASALDLRQAQTAVEGARATLAQY
TRLVAQDONALVLLLGSGI PANLPOGLGLDOTLLTEVPAGLPSDLLORRPDILEAEHQLM
AANAREIGAARAAFFPSISLTANAGTMEROLSGLFDAGSGEWLEQPSINLPIFTAGESLRAS
LOYAKIOKDINVAQYEKAIQTAFQEVADGLAARGTFTEQLOAQRDLVKASDEY YOLADKR
YRTGVDNYLTLLDAQRSLFTAQOOLITORLNOLTSEVNLY KALGGGWHOOTVTOQOTAKRK
EDPOA
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SEQ ID NO:12 > Oprd

MRKPAFGVSALLIALTLGACSMAPTYERPARPVADSWSGAAAQRQGAATDTLDWKSFIVD
AELRRLVDMALDNMWRSLEQTLLDIERARAQYRIQRADRVPGLNAAATGNROROPADLSAG
HRSEVASSYQVGLALPEYELDLFGRVESLTDAALQQYLASEEAARAARIALVAEVSOAYL
SYDGALRRLALTROTLVSREYSFALIDORRARGAATALDYQEALGLVEQARREQERNLRD
KOQAFNALVLLLGSDDAAQAI PRSPGORFKLLODIAPGTPSELTERRPDI LAAEHRLRAR
NADIGARARAAFFPRISLTGSFGTSSAEMSCGLEFDGGSRSWEFLETLTLPI FODGGRNRANLS
LAEARRKDSAVAAYEGTIQTAFREVADALAASDTLRREEKALRALANSSNEALKLAKARYE
SGVDNHLRYLDAQRSSFLNEIAFIDGSTQROIALVDLFRALGGGWDEGRSLVVHRGGRS

SEQ ID WNO:13 > OprN
MIHAQSIRSGLASALGLFSLLALSACTVGEPDYRTPDTAAAKIDATASKEYDRSRFESLWW
KQFDDPTLHOLVEQSLSGNRDLRVAFARLRAARALRDDVANDRFPVVTSRASADIGKGQQ
PGV TEDRVNSERYDLGLDSAWELDLFGRIRRQLESSDALSEARERDLOQOLOVELIAELVD
AYGOLRGAQLREKIALSNLENQKESROLTEQLRDAGVCAELDVLRADARLAATAASVPQL
QAEARERARHRIATLLGORPEELTVDLSPROLPAITKALPIGDPGELLRRRPHIRARERRY
ARSTADVGVATADLFPAGOPQRLPRLHRRAGSQIGSSAARAWSVGPSISWAAFDLGSVRA
RLRGAKADADAALASYEQOVLLALEESANAFSDYGKROERLVSLVROSEASRAAAGORAL
RYREGTTDFLVLLDAEREQLSAEDAQAQAEVELYRGIVAIYRSLGGGWOPSA

SEQ ID ND:14 > AprF
HMARLMTWLFGAFLLLLREDAFALGLLDGYHLALENDPOFOAAIQEHEAGROYRALGRAAL
LPRLVYSYNRGRSWSDVTOTTTRGDFKEDRDYDSYVSTLSLOQPLFDYERFERYRKGVAQ
ALLSDERFRSQSQELLVRVLEAYTGALLAQDQ IELARRQKRSYREQFQLNOQRQFERGNGT
RTDTLETQARFNLAQAQELEARDSQDAALRELERLVGRPLEIADLAPLGERFOVRPLS PA
SYTAWRDLALAENPELASLRHAVDVARYEVEQNRADFLPRLGLYASTGESKSGSENTYNQ
RYETDSVGIOLSVPLFSGGETLAATROATHRMEKSHYDLDDEVRETLHOVREMYNQSSESE
ARKIRAYEMTVDSARTLVMATREKSIAAGVRVNLDLLNAEQALY SAMNELSKAKYDYLTAW
ARLRFYAGVLDEADLELVAANFVSGETPARRRDCATTDCPAPLHTLEKTDTEENRSALN

SEQ ID NO:15 » OpmM
MNRLRACLLSSALLSASSAQALGLLDAYQLAVRHDPTFOARLHERRAGSENRAIGRAGLL
PSLRYDYNKARNDSTVSQGDARVERDYRS YASTLSLEQPLFDY EAYARYROGEAQALFAD
EQFRGRSQELAVRLFAAYSETLFAREQVVLAEAORRALETOLAFNQRAFEEGEGTRTDLL
ETRARLSLTRAEE IAASDRAAAARRTLEAMLGQALEDRELAAPIERFPALRLOPATFEGH
ROVALORSAELGAQURHALEAAAYEVERNRAGHLPRLSLYASSSKTHSASESTYEQKYDTD
SVGLRLSLPLFEGGRVSAATROAGDEYAQAQRELDAQVASVINDLHSQFDLTASSLAKVER
AYEMAVARAREQVTATRRSVAGGERVNRDVLDAEQOFYGARRDLAEARYAYLNAWLRLRQ
LAGVLEDRDLAVLAARY FGAGEGRAGVTAAIR

SEQ ID MO:16 > OpmA

MKCTPLLLIASLALGACSLGPDFTRPDRPAPGEWSLOARACNPSHLARAPLAAQWWTLFD
DAQLNALLORVORANLDLRSAAARLOOSRAIRRSLGGDALPSVDASGNYQRORTTSAGLF
DPECKACKONYNHALAGFDASWELDFHGRVRRELEARDATVEAS ENELRDVOVSVLAEAR
RDYIQLRGEQNRAAT IRDNLETARRSLELTRTRLANGVATODLEVAQALAQVASMERRLFE
VEKNQAHLVMALGYLVGAS PGS LLAELGPARAIPRPPGSVPVELPSELAQRRPDIRRAEA
RLHAATASIGVAKADFYPRITLNGNFGFESLOLSSLGDWDOHROFAIGPAFSLPIFEGSRL
RGRLELREAQDOEAAIDYQRTVLRAWQEVDDAMHDY AANORRQERLGEAVACQNRRALOSA
REQYRAGAVDFLSVLDSQROLLONOEQOVASDEAVSLTLVNLY KALGSGWS PTSDPASG

SEQ ID MO:17 > OpmD

MEKRSYPNLSRLALALAVGTGLAACSVGRDYQRPOSFPPRVASEHLGEFSGERREAPWHSF
FODPQLVRLVDQALARMHD I REARANLRSARALFDDRWLOQLPQVTSQAGYSRSIEQOLD
YDGEPRRRLAESYRAGFDAQWE IDLFGRLGRLSDAALARAREAADADLRLVRLS IAADTAR
AYFEIQGYQRRLDVARAQVRSWRDTLELTRSSLOLGSGLPEDVENAQANLLRSEARATIPPL
TTALESARYRLDVLRGEAPGSGAPILDGGAAAPLAKNLPLGDVDRLILORPDVVSAERQL
AARSTEDVGAATAELY PRLOLGGF IGFFALRSGOLGSASRAFELAPSVSHPAFRLGHVEAR
LRAVEAQSDAALARYORSLLLAQEDVGHALNOLAEHORRLVALFOSATHGANALEIANER
YRAGAGS YLAVLENQRALYQIREELAQAETASFVNVIALYKALGWGSGOLAPGAGOLAAG

FIG. 11C

46



ES 2387722 T3

SEQ ID NO:18 > OpmE
MKPYLRSSLSALILLGGCAAVGPDYAPRSASAPASFGAMPAGIDGSGVE IEWWRGFDERA
LESLIQRALAANLD IALAGARLDEAKALLRENREEFLPRGGPAFDY QARRRGEVETPAGD
QRDIETYRGALDASWEIDLFGRVRRSVEAAEACAGSREALLRNVOASVARTVAMSY FOQLQ
GIERELAVVHDIAGNORDSLEMVERLVSAGSAHEFDRLRAEALLHNVEARVPDLERRRAA
TRMALAVLLAEAPQAFSPPVARASGERLTLRTLGVGDPAGLLARRADIAAAERNLAAATA
RIGVETAGLY PQVEVRGS IGLVAGNLDALDESGTSFNVLNPVIRWALLDRGRVWARIAAS
EARAQEALILYDRTVLRALQETDDAFNGYGAAADRLRLRLLEATANRERAARLARERFVOG
DGEYLDVLERERSDYLSRRALS IARTEQRLAVVGIYKALGGGWEACAGARRCGVATDDTS
PGVARQRDSRS

SEQ ID HO:19 =>gen H de PS17

MSTHOYGGFLTDKGARKQVEARSGGLRRN I THMLIGDAGGAPGOTPOPVPSPLOTELVRD
RYRVKLHRLVAADNS PSVLIAEAILPODVGGWWHMRELGLEDSDGDM IAVANCAPSYKPLY
HEGSGRTQTVRLHIAFSHAETVDLLIDENVVTATVADLONALLEVRATNDATGOMTRETD
GRLALPLSLSLTGIAAGTYRSLTVDAKGRATSGSNPTTLGGYGITDALAKSDAVDVPAPN
KLLRLNAASQOLPAS ITGHAATATKLAVPRHMLSFTGDATGGAS FDGSANAAVALTLANSGY
TAGTYAKVTVNGHKCGLVYTGGAQLTAADI PALDAGKVVSGVLPIARGGTGHA IGOARTAVEL
ASPRTLAIAGDATGSAAFDGSANASISVTLANTGVAVGTY TEVRVNAKGLYTSAASLTAD
DV PWLDASKVTSGMFADARLPWY AQGLCTSAPNTTDPNTTNIPLILTHNHENGPI PGTFFY
IO TMMYNORNGHNAAD TAVRY AANAEMY VRYMYDVGHERGVWS AWKRCDVGGS FAKEADGE
LGGGVHLDTMIASGWWHO PFSANAKNGTNY PVGEAGLLTVHAPTSTMIYOTYRGYRAGGL
YWRCRYNGTWSAWY RAWDSGNFNPANYVARSEY SWASLPGEKPATFPPSGHNHDATOITSG
ILPLARGGLGANNAVTARSN IGAGT LATASLGSSGWWRDONDTGY IRQWGRVTVPGDGSAR
ITFPIAFPSVCLEGGFAGOTANFHPGTDASTSFYNOSTTGATLENGYQFQAVLLWEAFGR

SEQ ID WO:20 =>gen G de PS17

MSRSDYVFSPSARVFY PVALREVYETGEGWPADAVPFVSNERYLHLLAGOERGMR IARANAS
GOEVLVDPPPLTEAERRTHARAWRDAQLAQTDGMVARHRDE RDLGNDTTLOPEQFVEVMN
YRAALRNWPDDPAFPDPASRPEPPAWLAEEGTN

SEQ ID MO:21 >VHML 34

MAGLELOFTEAGLAELISAKEQGIKGAISHLAFGDMAY TPNKEOQTRLOREQERVELIADYD
DGGLSLRMARVFSCEKEYAIREIGYFLSTGTLLGVY SQESGKTIGYRTPSVEKVMOWLTLNI
TALPSDSVTVVVGTENLNLILDAEFMESAASFMRLGAATIROQALWHNLOLSEKIRALES

SEQ ID NO:22 >VHML 35
MGTITEQIESLETASAEXTAAXQALAQEVSGEMARIDEKTHDS IAKVES TYDOKANGLTI
IATDGYRKAVEHNSGGRNTVI YDAQGNPNIMCVIPRFNIEDLGLTELDLGTGVHPAFVTH
GAPRGEILVGKYLASSARGESAVIGGPOPRTSVNYDTAKQLCTORGDNWHLMS THEWAAT
ALWSLANGTVPRGNTNYGRSHERKWETARRADNGLPGDTSGTGRTDTGKGPATWNHDHTE
FGVCDLVGHVWEN IDOMELDDGQI LT TLDNNPGVAEANWHRHPAY FOS TS DNQSGAGHNG
SPVLSHEVTERNG PADDDSHDY PYMHNEPHFAAITKSAGY X PNELLRRLLIESATATTVGE
GLWCRNYGDRFPLRGGYWNNGS SAGLGALYLSYARSNSNSSIGFRPAFFV

SEQ ID NO:23 >VHML 38
MFSY I FQGRTHTDTTREYMNS LGMTQEQVDSVLOOKDFEEAQNLVKRQEAYRLESDPLFM
EWCYDNTPESEQAWRDKVAEIKARYPLPSES

SEQ ID NO:24 >MTD

MSTAVOFRGGTTAQHATFTGRAREITVDTDKN TVVVHDGATAGGFPLARHDLVETAF I KA
DESAVAFTRTGHATAS IKAGT IVEVNGKLVOFTADTAITMPALTAGTDYAIYVCDDGTVE
ADSHNFSAPTGYTSTTARKVGGFHYAPGSNARAQAGEGNTTADINEYSLWDIKFRPAALDPR
GMTLVAGAFWAD L Y LLGVNHLTDG T SKYNVTIADGSASPEKSTEKFGEDGSAAY SDEGAWYH
FREVMTHHGKRLPNYNEFQALAFGTTEAT S SGETDVRTTGVHNGTGATSAWNI FTSHWGWY
QASGCLWTHGNEFGGYVHNGASEY TANTGGRGSVYAQPAAALFGGANNGTSLSGSRAALNWYS
GPSFSFAFFGARGVCDHLILE
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SEQ ID NO:25 =gen HdeP2
MEIKFRTVITTAGARKLAARATAPGRREVGITTMAVGDGGGHLPVPDAGOTCGLIHEVWRHA
LNKISQDKRNSNYIIAELVIPPEVGGFWMRELGLYDDAGTLIAVANMAESYKPALAEGSG
RWQTCRMVIIVSSVASVELTIDTTTVMATODY VDDKIAEHEQSRRHPDASLTAKGFTOLS
SATNSTSETLAATPKAVIKARYDLANGKY TAQDATTARKGLVQLS SATHSTSETLAATPRA
VETVMDETHEKAPLNS PALTGTPTTPTAROGTHNTO IANTAFVMAA TRALVDSSPDALNT
LNELAAALGNDPNFATTMTHNALAGKOPRDATLTALAGLATRAADRFEYFTGNDVASLATLT
FVGRDILAKSTVAAVIEY LGLOQETVNRAGNAVOENGDTLSGGLTFENDSI LAWIRNTDHA
KIGFENDADGDTDSYMWFETGONGNEY FEWRSROSTTTKOLMTLEKWDALNI LVNAVINGC
FGVGTTHALGGSSIVLGDNDTGFKQUGDGILDVY ANSQRVFRFQNGVATAFKN IQAGDSK
KFSLESSNTSTENITFNLWGASTRPVVAELGDEAGWHFY SQRNTONSVIFAVNGOMOPSH
WGHFDERYVKDVRLGTRVVQLMARGGRY EKAGHT ITGLRIIGEVDGDDEAIFRPIQKYIN
GTWYHVAQV

SEQ ID NO:26 =>gen GdeP2
MOHLENIKSGNPKTKEQYQLTENFDVIWLHWSEDGKNWYEEVENFOEDTIKIVYDENNIIV
AITRDASTLNPEGFSVVEVPDITSHNRRADDSGEWMFKDGAVVERIYTADEQQQOAESQKA
ALLSEAENVIQPLERAVRELNMATDEERARLESWERYSVLVSRVDPANPEWPEMPQ

SEQ ID NO:27 =R2-P2 1-164:158-669
MATHTPKYGOLLTDIGAARLATASAAGK KWOPTHML I GDAGGAPGDTEDPLESAROKSL]I
NORHRAQLNRLFVSDKNANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLODADGKFVAVSNCEPSYKA
AMESGSARTQTIRVNIALSGLENVOLLIDNGI IYATODWVKEKLAEHEQSRRHPDASLTA
KGFTQLSSATNSTSETLAAT PRAVKAAY DLANGKY TAQDATTARKGLVOLSSATHSTSET
LAAT BKAVETVMDETHKKAPLNS PALTGTPTTPTAROGTHNTO LANTAFVMAR TAALVDS
SEDALNTLNELAAALGNDENFATTMTNALAGKQPEDATLTALAGLATARDREPYFTGHDV
ASLATLTKVGRDILAKSTVAAVIEYLGLOETVNRAGNAVOKNGDTLSGGLTFENDSILAW
IRNTDWAKIGFENDADGDTDS YMWFETGDNGHEY FKWRSROSTTTKDLMTLXWDALNILY
NAVINGCFGVGTTNALGGSSIVLGDNDTGFKONGDG ILDVY ANSORVFRFONGVAIAFKN
IQAGDSKKFSLSSSNTSTEN ITFNLWGASTRPVVAELGDEAGWHFY SQRNTDNSVIFAVH
GOMDPSNWGNFDSRYVKDVRLGTRVVOLMARGGRYEKAGHTITGLRI IGEVDGDDEALFR
PIQKY INGTWYNVAQV

SEQ ID MO:28 >genH delL-413c
MSTEFKTVITTAGARKLAAATVPGGHEVNLSAMAVGDENGKLPVPDAGOTHLVHEVWRHA

LNEVSVDNENKNY IVAELVVPPEVGGFWMRELGLY DDAGTLIAVSNMAESYKPELAEGSG
RAQTCRMVIILSNVASVELSIDASTVMATODYVDDKIAEHEQSRRHPDATLTEKGFTQLS
SATHSTSEKLAATPHEAVKAANDNANSRLAKNONGAD IQDKSAFLONIGVTSLTFMEHNGM
IPTTOHLDSYGPEEKY LGTWSCPSQSTAKPESGY PEDKGHGVLEVFNAGRFHCTQRYTTR
TGNIYIRMLDAEWNPASPTWSAWRVITSGTRPLETS IDLNSLGGREHLGIWRNSSTSIAS
FERHFPEDGSFPGOGILEVFEGGLYGRMORYTTREGTMY IRGLTASWDAENPQWEDHIAVG
YOSTGWTYSGDLDDLLKPGIYSVTKQATNAPVTDS KDLAVGSIVEVEKKRCDIESYIQTYT
TVESATDAY KNRTPORTRASGEADWGEWAEVYNSKSLLTKLGVGGVTDRLSSLDWQTYDFV
BGSMITVRLSDMTHIPDGMEWGVIDTHLINITVGPSEGGGVARSMOVWRSTSNKTHYRFF
TVRLYGHPGERSFNIRRLPI IDEAQTWEAKQTFSAGLEGELSGHAATATHLETARKINNY
SFOGTSDINLTPENIGAFASGHTGDTVANDKAVGWNWSSGAYNATTGGASTLILHFNIGE
GESCPAROFRVNYENGGIFYRSARDGYGFEADWSEFYTTTREPTAGDVGALS LSGGOLNGA
LGIGTSSDLGGNSIVLGDNDTCFEQNGDGHLOVY ANSVHVMRFVSGSIQSNKTINITGRY
NPSDY¥GNFDSRYVRDVRLGTRVVOTMOKGVMY EKSGHV ITGLGIVGEVDGODDPAVFRPIQ
KY INGTWYNVAQY

SEQ ID HO:29% >gen Gde L-413c
MOHLEMIKSGHPETHEQYQLTENFOVIWLWSEDGKNWYEEVSNFQEDTIKIVYDENNIIV
GITRDASTFNPEGFSVVEVPDITANRRADDSGEHWMFEDGAVIKRIYTADEQQOQRESQEA
ALLSEARESVIQPLERAVRELNMATDEERSRELEAWERY SVLVSRVDPANPEWPEMPQ
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SEQ ID HO:30 >R2-L-413c 1-164:15B-913
MATNTPKYGGLLTDIGAAALATASAAGKKWOPTHMLIGDAGGAPGDTPDPLPSARQKSLI
NQRHRAQLNRLFVSDENANTLVAEVVLPVEVGGFWIREIGLOQDADGKFVAVSNCPPSYKA
RMESGSARTQTIRVNIALSGLENVQLLIDNGIIYATQDWVKEKVAEHEQSRRHPDATLTE
KGFTQLSSATNSTSEKLAATPEAVEAANDNANSRLAKNONGADIQDKSAFLDNIGVTSLT
FMEHNGMIPTTDNLDSYGPEEKYLGTWSCPSQSTAKPESGY PEDKGNGVLEVFNAGRFHC
TOQRYTTRTGHNIYIRMLDAEWNEPAS PTWSAWRVITSGTRPLSTSIDLNSLGGAEHLGIWRN
SSTSIASFERHFPEDGSFGQGILEVFEGGLYGRMQRYTTRSGTMY IRGLTASWDAENPOW
EDWIAVGYQSTGWTY SGDLDDLLKPGIYSVTKOATNAPVTDSKDLAVGSIVEVEKRCDIE
SYIQTYTTVSATDAYKNRTFORTRASGEADWGEWAEVYNSKSLLTKLGVGGVTDRLSSLD
WOTYDFVEPGSMITVRLSDMTNI PDGMENGVIDTNLINITVGPSEGGGVARSMOQVWRSTSH
KTHYRFFTVRLYGNPGERSFNIRRLPIIDEAQTWEAKQTFSAGLSGELSGNAATATKLKT
ARKINNVSFDGTSDINLTPENIGAFASGKTGDTVANDEKAVGWNWS SCGAYNATTCGGASTLI
LHFNIGEGSCPAAQFRVNYHKNGGIFYRSARDGYGFEADWSEFYTTTRKPTAGDVGALSLS
GGOLNGALGIGTSSDLGGNSIVLGDNDTGFKONGDGNLDVYANSVHVMRFVSGSIQSNKT
INITGRVNPSDYGNFDSRYVRDVRLGTRVVOTMOKGVMYEKSGHVITGLGIVGEVDGDDP
AVFRPIQEKYINGTWYNVAQV

SEQ ID NO:31 >fibradelacolade T4 (gp37)
MATLEQIQFKRSKIAGTRPAASVLAEGELAINLKDRTIFTEDDSGNI IDLGFAKGGOVDG
NVTINGLLRELNGDYVQTGGMTVNGPIGSTDGVTGKIFRSTQGSFYARATNDTSNAHLWFE
NADGTERGVIYARPOTTTDGEIRLRVRQGTGSTANSEFYFREINGGEFQANRILASDSLY
TKRIAVDTVIHDAKAFGOYDSHSLVNYVYPGTGETNGVNYLREKVRAKSGGTIYHEIVTAQ
TGLADEVSWWSGDTPVFKLYGIRDDGRMI IRNSLALGTFTTNF PSSDYGNVGVMGDKYLV
LGDTVTGLSYKKTGVFDLVGGGYSVASITPDSFRSTREKGIFGRSEDQGATWIMPGTNAAL
LSVOTOADNNNAGDGOTHIGYNAGGKMNHY FRGTGOMNINTQQGMEINPGILEKLVTGSNN
VQFYADGTISSIQPIKLDNEIFLTKSNNTAGLKFGAPSQVDGTRTIQWNGGTREGONENY
VIIKAWGNSFNATGDRSRETVFOVSDSQGYYFYAHRKAPTGDETIGRIEAQFAGDVYAKG
IIANGNFRVVGSSALAGNVTMSNGLFVQGGSSITGQVKIGGTANALRIWNAEYGAIFRRS
ESNFYIIPTNQNEGESGDIHSSLRPVRIGLNDGMVGLGRDSFIVDONNALTTINSHNSRIN
ANFRMQLGQOSAYIDAECTDAVREPAGAGSFASQNNEDVRAPFYMNIDRTDASAYVPILEQR
YVQGNGCYSLGTLINNGNFRVHYHGGGDNGS TGPQTADFGWEF IKNGDFISPRDLIAGKV
RFDRTGNITGGSGNFANLNSTIESLKTDIMSSYPIGAPIPWPSDSVPAGFALMEGQTFDK
SAYPKLAVAYPSGVIPDMRGOTIKGKPSGRAVLSAEADGVKAHSHSASASSTDLGTKTTS
SFDYGTHKGTNSTGGHTHSGSGSTSTNGEHSHY IEAWNGTGVGGNKMSSYAISYRAGGSNT
NAAGNHSHTFSFGTSSAGDHSHSVGIGAHTHTVAIGSHGHTITVHSTGNTENTVENIAFN
YIVRLA

SEQ ID NO:32 >chaperonadeT4 (gp3B)

MEIYHYYFDTKEFYKEENY KPVKGLGLPAHSTIKKPLEPKEGYAVVFDERTQDWIYEEDH
RGKRAWTFNKEEIFISDIGSPVGITFDEPGEFDIWTDDGWKEDETYKRVLIRNRKIEELY
KEFQVLNNMIEASVANKKEKFYYKNLKRFFALLEKHEHLGGEFPSHPEKEQKPWYKRLFK
HYV
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S5EQ ID NO:33 >fibra dela cola de AB1T
MATLHQIQFKRSKTAGARPAASVLAEGELAINLEDRVLFTKDDOGHN I IDLGFAKGGSIDG
MVIHTGNYNOTGDY TLNGYETOTGHNFNLTGIARVTRDI IRAGO IMTEGGELITKSSGTAH
VRFFONNSRERGI IYAPANDGLTTOVLNIRVODY AAGSESTYAFSGSGLFTSPEVSAWKS
ISSPQILTHEVITNNKSTGDYDIY SMADNYVPLSESTTAINHLRVMANAVGSGIFHEVEDN
DI TWYSGDGLDAYLWSFTWSGGIKSSHSISIGLTPONEDYSILGPSS IALGDNDTGFKW
HODGYYFSVNNGTKTFLFNPSETTSLRKFVAGY STHNGTDLTTPPTENY ALATVVTYHDNN
AFGDGOTLLGYYCQGGHYHHY FRGEGTTNINTHGGLLVTPGHNIDVIGGS VN I DGRNNSSTL
MFRGNTTGY S5VDNMD IKVHGN TFVDPSGGIRFNIMEISDATSWMSY IQRLTTGEVEMNY
HGEFESSGVTAGDRGVHTTGE ISSGAVNALRIWNADYCGAIFRRSECGSLHI I PTAYGEGKN
GDIGPLRPFELALDTGKVTIPDLOSSYNTFAANGY IKFVGHGAGAGGYDIQYARQAAPIFQ
EIDDDAVSEYYPIVEQKFLNGEAVWSLGTEINSGTFVIHHLKEDGSQGHTSRFNQDGTVN
FPDONVSVGGGEATIARNGHNIWSDIWKTFTSAGDTTHIRDAIATRVEKEGDTMTGTLHINK
DARGIVLNPPLTSDSSFIRSDTAGRANNWY IGKGGADNGLGFYSYVTOGGVY ITHNNGEISL
SPQGQCTFNFNRDRLH INGTQWAAHQGGGWGNQWNQEAPVFVDFGNVGNDSY YPIITKGKS
GITHEGY ISGVDFGMREITNTWAQGL I RVGNQENGY DPQAVYEFHHNGTFYAPSLLKSSR
VEAGGGEDPAWGGPCIVLGDNDTCGLLWENDGI FNAY ANGOGVFSFRPGLAQTFGDVNFHCHN
AGMYVRDNIDVHDVY IREDIRCHSEI KL IKNAQEK SHLLGGY TYLLEMSYTDEVHPSAGL
IHQEVQBVLPELUSEDKETGLLRLHYHGIIGLNTE&INEHTDEIKELKSEITELKLLIKS
LIK

SEQ ID HO:34 >ensamblaje de fibra de la cola de AB1T
MAVVGIPGWIGTSAVAETGORWMTAASRELRLGNPSWMSOFAGRSREI IHTLGADHNFNG
OWFRDRCFEAGSAPIVFNITGNLVSYSKDVPLFFMYGDTPNEYVTLN IHGGVHMWGRGGHN
GTVNGNPGTHGEDVIONDIGGRLRIWNY GV IASGGOGEGAVSLANSWAPNATAGGEGGRE
FGIGGGEVHNWPGEHASYDAPCGACY TSQPGGCNGGDAGGRGGDGWGNHLERSGGEAPGRA
VFGSSPSHWGATGTIYGSWI

SEQ ID NO:35 > OpmQ

MENLSLISACLLLGACGSTPAPLDSGLAAPSOWRY LAAGREDASDIRQWWKAFGAPELDS
LLORALLMEQDLGARVARVROACASAVIAGAPLLPELNATLGASROKLLRDSGYSGTDAT
SDNDAVDSFSAGLSASYEVDFWGGROARYRSALESLEASEYDRATVELTLLSGVANSYLD
VLALREQURIARLNLDNAEHVLRLVETRHARGSATALEVAQOSSLVASQREQLPLLEQOA
HEALITLATLIGEEVOALOVAERPFDSLAWPETGAGLPSELLSRRPDIANAEAQLAARCR
DVQVARAALFPHLTLSASLSSGANRAADTFRNPY YNLGANLLAPIFNHGRLRAERDRSLA
ROEELLETYRKAILTAFADTERSLNE IDGLORQLHWGOQELEQAQRAFDLSDSRYQAGAE
TLLTVLETQRTLYARQDAAVOLALARLQASVGLY KALGGGWOSDROGLARED

SEQ ID NO:36 > OpmB
MKHTPSLLALALVAALGGCAIGPDYQRPDLAVPAEFKEREGHRRAEPRDVFQRGAWWELY
GDOTLHNDLOMHLERSNOTLAQS VAQFROAEALVRGARAAFFPS ITGNVGKTRSGQGGGDS
TVLLPGGSTVSSGGSGAISTSY STNLSVSHEVDLWGKLRROLEANQASLHASAADLAAVR
LSQQSOLAQNYLOLRVMDEQIRLLNDTVTAYERSLKVAENKYRAGIVTRADVAQARTOLK
STOAQAIDLKYQRAQLEHATAVLVGLPPAQFHLPPVASVPKLPDLPAVVPSQLLERRPDI
ASRERKVISANAQIGVAKAAY FPOLTLS ARGGYRSGSLENWISTPNRFWSIGPQFAMTLF
DEGLIGSOVDQAEATYDOTVATYROTVLOGFREVEDY LVOLSVLDEESGVOREALESARE
ALRLAENQYKAGTVDYTDVVTNQATALSNERTVLTLLGSRLTASVQLIAAMGGGWDSADI
ERTDERLGRVEEGLPPSP

EEQ ID NO:37 OpmJ

MPLASHLRCVALALGISTALGCANRNQPAPRAESLOPGLESRVAGTRGDALPAQWWTLYQD
PGLNHLVAAALRHNRDLAAADAHARALLGHLRGAOGERWPRTEVEYGYQYGRDGDDOTLA
EATDEDLHSQWKEHTVRELDLESYOLDLWGEVRARTAAAKADAEAAOAARRDLLREVEVASOTTL
AYVRACALARRAEVORRSVGLLDASLALSERQLAAGLSSELORRRLLALRERTRAALPML
EARRRAALYELALLEGRSPROLDAPAATCAGI PQLRRALPTGDGHWSLLARRPDVRAMAERR
LAAADARRALAERELY PRISFAVGAETSAATLAGLGGSGALAY AAGPLLSWRFPNRESAR
GRLDSAAMERDAALARFDGAVLGALREVERALALYAGERQRRADLORALDEQRHAYRLAR
SNYRAGALDALELLDSQRSLVADRARLVDAEMRVAERQVELFRALGGGWOAASSPSHQEN
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SEQ ID NO:38 = OpmG
MPFPLLHPWPQRLALASAILLAAGCVTSEGLEPNARLOPAGALQAGRSLDGVALS PAAWE
RODWWTGLGDROLDOLIGEALQGTPDLOIAEARARQAAATAQAODARRQPTLDAKASYSG
IRAPTSVAPAPLGGRYSAIKYLSLGFNYDFDLWGGERAAWEAALGQANAARI DSQAARIG
LSASIARAYSDLAHAFTVRDLAEEELKRSQRMTELSQKRMSAGLDSKVQLOQTQTOLATA
RQQLSAAEQDIASARIALAVLLGKGPDRGLELQRPQPLNPASLSLPSVLPAELLGRRADI
VAARWRVEAARRN IDSAKTEFY PNLNLGAMAGLAALHTSDVLOAPSRFFQVAPAISLPIF
DGGRRRANLAERDADYDLAVGQYNKTLVOALGEVSDDLGKLRSLEQQVIDQRQARDIARS
NFDLAMRRYGEGVGSYLDALSVQQQOLLVAERQLASLESQQIDLSVOLVOALGGGFOPDSR
SAALATAKAPAE

SEQ ID NO:39 » OpmI
VPRALRKELTLVGSFVGFLVVFSAISGCVSTGDIAPEAATLDANALATDHAIQAARRERG
WPQAQWWKVYADPQLDAWI EKALDGN PGLAVAHARVROAKSMAGLVES IESPQIEGKGSL
VRHRWPDDY FYCPCDLARTTEWNNSTEIGLNYKLDLWCGRDRSDSERAVDLAHMARARERRQ
AQLELEGNIVRAYVQLSLOYAEMDIAKAMLOOQORDILALAQRRLRGGIGTHFEVSQAEVP
LPETERRIEVIDEEIQLTRNLLAALAGKGPGEGRT I RRPSLNLAAQPSLPSALPAELLGR
R PDWAKRHQUMLAKGVD?ARRDFY PNVDLMASVGFSAVGGGMLEFFRSAKYTYSAGPA
VTLPIFDGGRLRSQLGEARAGYDAAVEQYNOTLVDALKNISDQLIRLHSVDIQKDFAAQS
VASAQKTYDIATLAYQRGLTDYLNVLNAQTRLFQQQLVQEQVQAARLAAHASLLTALGGG
VGAGADTPAQRKLAPENVPVRAVSSR

SEQ ID NO:40 > OpmH
MLRRLSLAAAVAAATGVAWAAQPTPLPTKTDLISVYKEAVDNNADLAAAQADY LARKEVY
PQARAGLLPQLGAGARVGDTRIAFDERPATVERNSQVVOATLSQPLFRADRWFQWQAAKE
TSDQARLEFSATQQDLILRSAETYFTVLRAQDNLATS KAEEAAFKRQLDQANERFDVGLS
DKTDVLEAQASYDTARANRLIAEQRVDDAFQALVTLTNRDYSATEGMRHTLEVVEPAPND
AKAWVDTAVQONLRLLASNYAVNAAEETLRORKAGHLPTLDAVAQYQKGDNDALGFANSA
ANMPLVHYGKYVDERSIGLELNIPIYSGGLTSSOVRESYQRLNOSEQSREGORROVVODTR
NLHRAVNTDVEQVQARRQA I ISNQSSLEATEIGYQVGTRNIVDVLNAQROLYAAVRDYNN
SRYDYILDTLRLKQAAGTLSPADLEALSAYLKODYDPDKDFLPPDLAKARAEQLOSKERO
QY

SEQ ID ND:41 > OpmK

MRALAGLLCGLLGLVPGAAAYEPDVFGTTGOVAGOAVY DLGGSGLPCRGGPPPTELSLEE
AIERILCHDPQTRLAWANAKAQAAQVGIGKSAYLPRLDGRLDASRGY SDMDYRDAPYLSG
DGHRHRRGASLQLSWVLFDFGRRSAALRNAQQOLLLAANASQDATLONTFALAAQAYYDAL
AAQRSLAASRQVAELAAQNLEAADAKYRAGAAALSDRLQAQTALSQASLAQVRDEGALSN
ALGVIALRMGLAPDTPLRLSGELEAQPDTGFVKAIDEMLAEARREH PALLAAQARLKANA
ASVEESRAAGRPSLALSANLARSHSDQAMAFNGDTRERDRS IGLOLNIPLFEGFERTYQV
RNALARREASEAELADTEQQVSLEVWNNYQSLSVETRSLARTRELVEQSRQSLEVVQGRY
RSGVGSMIELLNALTAYASAEDOQHI RALGNWOTSRLRLAASLGRLGFWSLE

SEQ ID HO:42 = OpmN
MPILRPLASAGKRACWLLMGLCLGLPALANEAPVSFNGTSISLEQALERALRSNPELAARVY
GRETEIASGARQOAGLIPNPDLSWSVEDTROQGHNROTSVS I AQPLELGGKRGARVEVAKRG
SEIAWTOLEVRRAELRAQVRGAYYAALTAQERVRLAKTSLDLARRALQARDRRVKAGSIS
SVERVRAQVLADNAQLDLSQAELEQORTYVOLSSTWDEPQPGFARVGGALDAVPASITRG
ALLRHLDESPTLRLAAQEVARGEAQVDLEKRQRIPNLTVSIGSKYDQTARDGRGERVNLI
GLSMPLPLFDRNQGNIYAAQSRADQARDLORATLLRLRSEAVQAYDQLRTSEQELALVRR
DLLPGAQSALDSMTRGFEMGKFNFLDVLDAQRTLVGVRAQYVRALDARRDARVSMERLLG
EDIGHLGQ
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SEQ ID NO:43 > OpmF

MNRWGLGVLWLVTALPVAASVNPALS PDVPSMAREQGRSVLLSEQVIDLELSDAVYLGLR
NNRGIRSAYLORIAQKFDLRVAADAFNPELVVRGDYRANRATEDRTRTSNVSPTATLLGE
YGTRFSLAWVHKQFRTADEAGRYRSDGLDLTVVOPLLRDAGWDVTTAPLRLARLSEDANRL
QLEASVSQTISOVIGAYRELLRAQEQARIAREALARTQELLEVNRAMI RAGRMAEFEIV]
TEADVASGELNVEESTHOVDSARLALLOLLALDLSTOIRASDRALAATPIEVDROOAIRTA
LOOQPEYLORLIGSROADLNLYLAKNQRLWDVSLVGGASQIRDRYSEGGGDNSRSWDSYA
GVQVEIPIGDLSRROAEVRAQVDVENQKILIEDAROTLEQNVIDAVRDLGTRWREQYQIAQ
RATALSRRKLEIEREKLRVGRSSNFQVLSFETDLRNVENTQLNALISFLNAQTQLOLIVG
MTLDSWETLSLNDH

SEQ ID NO:d44 > OpmL

MRGRROY ARKGRRHGHGAIWLLSLGLPMFASAMPLDOQAVRAGLATHPEVRSAMAEADRAG
TEVEMAKGGYYPSVTMEGGPQEFDFGEIVYDLTASOMLYDWGRVTSKVDSASATORELSE
AVLVARDDAALDIVETYLDVLASERRVEAVREHIQRLDGIREMTQARGGDGYADRSELDR
ANLELSRAQEQLSLEHGHNLODARNQYAILVGQEPADLVEPEPMSLOQRYLAASDMARVIRE
SPLORKALEDANVAEAEVREAKASLLPOQLNLEASALRREIGGHPESDEVVSLRFRMDTFQ
GLSNFRRPTAAQQRLESAKWSADAMQRDIRRQLONLFDNGDTLRWREQSLTQQVTESEQV
GELYREQFEVGRRDVIDLLHNVQRERFEARERQLINLRIERKR IEYRAAAQVGLLGPLLENR
LNHGS

SEQ ID MWO:45 >gen H de phiCTX
MTSPKYGGLLTDIGAAALIAASEAGKKWOETHML IGDAGGAPSETADPI PSAROTKLIRD
RYRAQLMRLFVSEQSANVLVAELVLEMAIGEFWIREIGLEDADGKFVAVANCPPSFKASY
ESGSARTQTIRVOIILSGMEHVELIIDDGIVYATODWVTAKVARDFKGREVLAGNGLVGS
GDLSADRTIALPASGVGAGTYRAVTVNANGIVTAGSNPTTLGGYGITDALHASEAVTTET
ANKLLRLHNARGLLPASITGNAATASRLARAPITLSASGDATWSARFOGATHVHGYLTLANS
GVTAGTYAKVTVHAKGLVTGATGLVASDIPALDRGEITSGILPARRGETGNGIGORATAY
KLVAPRTIYLGGDVSGSTTFDGSANAGI TVTLANGVHAGSY PRVTVNAKGLVTGGGGLTA
ADIPALDASKIATGRLOLERLPLVSOGLATAVHTSVDPNSVVIPLVLTNHANGPVAGRYY
YIQTMEY PTVEGNATOIATGY AGVADMYVRYAYAS PATTDS SKRENSAHVRCDLGGAFAH
APDGELGGYVNLDSMIASGWWHOPFTANAKNGANY PVGEAGLLTVHAPTASHIYQTYRGY
AAGGLYWRCRYNGTHSAWY RAWDSGNFNPANYVAKSEYSWASLPGKPSHFPPSVHVHSAA
SRGVSOWYKNNDTSVIFOWVHLE IGDHPEGYIDRVYTEPIAFENACLHVVEPTVRENGRPA
[PASTVTVAEKARTATNCTIVSSEY IGNVONFGINVFAIGY

SEQ ID WNO:46 = AVOARS
GCTTCAATGTGCAGCGTTTGC

SEQ ID NO:47 > AVOBS
GCCACACCGGTAGCGGARRGGOCACCGTATTTCGGAGTAT

SEQ ID NO:48 = AVOBT
ATACTCCGAAATACGGTGGCCTTTCCGCTACCGETGTGEE

SEQ ID NO:4® > AVOBE
TCCTTGAATTCCGCTTGCTGCOGAAGTTCTT

SEQ ID WO:50 = AV11OD
TTTATTAGCGGRAAGAGCCGACTGCACGETGCACCRATG

SEQ ID WO:51 > AV114
CCCTCGRATTCATGAATACTGTTTCCTGTGTGARATTG

SEQ ID HO:52 > AV11lE
CTTCCTTTCATGACGACCAATACTCCGAA

SEQ ID HO:53 = AV11é
ACCACGAATTCTTCATCGTCCARATGCCTC
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SEQ ID NO:54 > AV107 J
CACCATCTAGACAATACGAGAGCGACAAGTC

SEQ ID NO:55 > AV091
TCCTCAAGCTTACGTTGGTTACCGTAACGCCGTG

SEQ ID NO:56 > AV127
TTCTTTAAGCTTTTCCTTCACCCAGTCCTG

SEQ ID NO:57 > AV124 FIG. 11J

CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG

SEQ ID NO:58 > AV126
TCCTTCGAATTCTTACACCTGCGCAACGT

SEQ ID NO:59 > AV125
CCTCCTGAATTCTTATTGCGGCATTTCCG
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