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DESCRIPCION
Método para tratar o prevenir septicemia
Campo técnico

La invencion se refiere a cilengitida para su uso en un método para el tratamiento o la prevencion de septicemia.
En particular, la invencién se refiere a cilengitida para su uso en un método para prevenir o inhibir el desarrollo
de septicemia, septicemia grave o choque séptico en un paciente con una infeccién bacteriana de la sangre.

Antecedentes de la invencion

En la actualidad no existen tratamientos especificos aprobados para la fisiopatologia subyacente de la
septicemia y, por tanto, el plan de tratamiento se centra en reducir la infeccion mediante el uso de una terapia
intravenosa agresiva con antibiéticos a menudo administrados en altas concentraciones durante largos periodos
de tiempo. El uso de antibidticos en el tratamiento de septicemia no es una solucion fiable a largo plazo debido a
la rapida aparicion mundial de cepas de bacterias resistentes a los antibidticos. Segun el informe mas reciente de
la Organizacion Mundial de la Salud sobre la resistencia a los antimicrobianos, es inminente una era “post-
antibidtica”, lo que sugiere que el uso de antibidticos en la septicemia llegara pronto de manera abrupta a su fin.
Ante la sospecha de que estd desarrollandose una septicemia, el tratamiento con antibidticos debe comenzar
inmediatamente, preferiblemente en el plazo de las primeras seis horas o antes. Inicialmente, el paciente recibira
antibiéticos de amplio espectro, que son eficaces contra una variedad de bacterias. Estos antibiéticos incluyen
gentamicina, cefepima, piperacilina o meropenem. Una vez que el hemocultivo da positivo para la identificacion
del tipo especifico de bacterias (Gram negativas o Gram positivas), pueden administrarse los siguientes
antibidticos. Gram negativas: amikacina o tobramicina, Gram positivas: vancomicina. Todos los antibiéticos se
administran por via intravenosa.

Se han desarrollado modelos animales de septicemia en un esfuerzo por crear sistemas reproducibles para
estudiar la evolucion de la enfermedad, la patogénesis y las pruebas preliminares de posibles agentes
terapéuticos. Sin embargo, el beneficio demostrado de un agente terapéutico en modelos animales de septicemia
rara vez se ha traducido en éxito en los ensayos clinicos en humanos. Por ejemplo, Xigris, se ha retirado
recientemente del mercado debido a su limitada eficacia. Varios motivos podrian explicar estos fracasos, pero el
mas destacado es la aplicacion de una teoria basada en observaciones incorrectas o incompletas en los modelos
animales. Normalmente, los animales (los ratones en particular) no desarrollan septicemia a menos que se les
obligue administrandoles altos niveles de bacterias no comensales. Debido a la falta de aplicabilidad de los
modelos animales, los investigadores se han centrado en la interaccion entre las bacterias y la sangre humana y
las células endoteliales, aunque se han planteado cuestiones importantes sobre el enfoque para investigar estas
interacciones.

Ningun grupo ha considerado hasta la fecha los antagonistas de aV§33.

Una publicacion de Pranita P. Sarangi, et al., (SHOCK, vol. 38, n.° 2, 1 de agosto de 2012 ) investigo el efecto de
un péptido RGD sobre la beta-1-integrina en un modelo de ratén de endotoxemia y septicemia. Esta divulgacion
difiere de la presente invenciéon al menos en que el péptido RGD usado por los autores no era un antagonista de
aVB3.

C.C. Hsu, et al., (Journal of Thrombosis and Haemostasis, vol. 9, n.° 3, 1 de marzo de 2011) investigaron el
efecto de la rodostomina sobre la endotoxemia inducida por LPS en un modelo de raton. Esta publicacion no se
busca los métodos para prevenir o inhibir el desarrollo temprano de septicemia en un individuo y no hay ninguna
discusién en cuanto al uso de un antagonista de aVf3. El antagonista de aVB3 de la presente invencion actua
impidiendo la adhesion de las bacterias a las células endoteliales. El modelo utilizado por los autores de Hsu et
al. implica LPS aislado y no bacterias y, como tal, Hsu et al. no han demostrado los efectos de un antagonista de
aVB3 sobre la septicemia, en particular sobre la septicemia temprana, ya que las bacterias en si no estan
presentes. Ademas, el modelo utilizado por Hsu et al. no es un modelo de septicemia temprana o de septicemia
en desarrollo que no implique una sobrecarga de LPS.

Un objeto de la invencion es superar al menos de los problemas mencionados anteriormente.
Breve descripcion de la invencion

El solicitante ha descubierto que las células endoteliales vasculares humanas, en condiciones de cizalladura,
regulan por incremento la expresion de determinados receptores extracelulares, incluyendo el receptor de
integrina aVB3. Ademas, el solicitante ha descubierto que los patégenos humanos Staphylococcus aureus y
Escherichia coli se unen a las células endoteliales vasculares humanas en condiciones de cizalladura mediante
la interaccion con el receptor de integrina VB3 endotelial vascular. En particular, el factor A de aglutinacién de S.
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aureus se une al fibrindgeno, que esta reticulado a aVP3, y el lipopolisacarido (LPS) de E. coli se une
directamente a oVB3. Los inventores han descubierto ahora que, de hecho, la proteina A de la membrana
externa de Escherichia coli se une a la integrina principal de las células endoteliales, V3. El solicitante también
ha descubierto que el bloqueo del receptor con un antagonista de aVp3, tal como cilengitida, provoca una
reduccion dependiente de la dosis en la adhesion de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas a las
células endoteliales vasculares. Como la adhesidon de bacterias a las células endoteliales vasculares es un
acontecimiento critico en el desarrollo de septicemia bacteriana, en particular la evolucién de la infeccion
sanguinea a la septicemia, la septicemia grave y el choque séptico, la invencién se refiere al tratamiento o la
prevencion de septicemia mediante la administracion, idealmente la administraciéon intravenosa, de un
antagonista de a3 a un paciente. Ademas, como el bloqueo de la integrina aVB3 endotelial vascular con un
antagonista de aVB3 provoca una reduccion de la adhesion de bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas, la intervencién terapéutica no requiere que se midan previamente los cultivos de sangre y puede
iniciarse tan pronto como se sospeche o se haya detectado una infeccion sanguinea.

La invencion es tal como se describe en las reivindicaciones adjuntas.

Por consiguiente, la invencion se refiere a cilengitida para su uso en el tratamiento o la prevencion de septicemia
en un paciente, en la que la cilengitida se administra al paciente por via intravenosa.

En una realizacién, el paciente tiene, o se sospecha que tiene, una infeccién bacteriana de la sangre.

En una realizacion, el uso de la invencion es especificamente para la prevencion o inhibicién temprana del
desarrollo de septicemia en un paciente que tiene o se sospecha que tiene una infeccion bacteriana de la sangre.

En una realizacion, el uso de la invencidén es especificamente para la prevencion o inhibicién temprana del
desarrollo de septicemia grave o choque séptico en un paciente que tiene o se sospecha que tiene septicemia o
una infeccién de la sangre.

En una realizacion, el uso de la invencion es especificamente para el tratamiento de septicemia grave o choque
séptico en un paciente.

En una realizacién, el uso de la invencion comprende adicionalmente el tratamiento con una intervencion
seleccionada de: antibioticos intravenosos; liquidos intravenosos; e intervencion especifica de érganos.

En una realizacién, se administra al paciente una dosis de menos de 10 mg/m2. En una realizacion, se administra
al paciente una dosis de menos de 1 mg/m?.

Se describe en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de cilengitida y un antibiético normalmente formulado para su administracion
intravenosa. En una realizacion, el antibidtico es un antibiético de amplio espectro. Los ejemplos incluyen
gentamicina, cefepima, piperacilina o meropenem. En una realizacion, el antibiético es un antibiético especifico
para bacterias Gram negativas. Los ejemplos incluyen amikacina o tobramicina. En una realizacion, el antibidtico
es un antibidtico especifico para bacterias Gram positivas. Los ejemplos incluyen vancomicina. En una
realizacion, la composicion farmacéutica comprende menos de 10 mg/m2. En una realizacion, se administra al
paciente una dosis de menos de 1 mg/mZ2.

Se describe en el presente documento un método para tratar o prevenir la septicemia en un paciente, que
comprende la administracion intravenosa de cilengitida tal como se describe en el presente documento. En una
realizacién, el método es para la prevencion o inhibicion temprana del desarrollo de septicemia en un paciente
que tiene o se sospecha que tiene una infeccion bacteriana de la sangre. En una realizacién, el método es para
la prevencion o inhibicidon temprana del desarrollo de septicemia grave o choque séptico en un paciente que tiene
0 se sospecha que tiene septicemia. En una realizacién, el método es para el tratamiento de septicemia grave o
choque séptico en un paciente.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. El efecto de la cizalladura y las condiciones necesarias para la unién de bacterias a células endoteliales
humanas. Se hicieron crecer células endoteliales humanas o bien de manera estatica (A) o bien en condiciones
de cizalladura fisiologica de 10 dyn/cm? (B). Se permitid que S. aureus se adhiriera a las células endoteliales
humanas sometidas a cizalladura en ausencia o presencia de plasma humano (C) y/o en ausencia (D) o
presencia (E) de factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Una vez establecidas estas condiciones, se investigo la
capacidad de S. aureus de unirse a las células endoteliales humanas en condiciones estaticas o de cizalladura
en presencia de plasma y TNFa (F). Los resultados indican que S. aureus se une significativamente mas a las
células endoteliales humanas sometidas a cizalladura en presencia de plasma y TNFa.
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Figura 2. Identificacion de la principal proteina de la pared celular de S. aureus que se une a las células
endoteliales humanas sometidas a cizalladura. S. aureus se unid a las células endoteliales humanas en
presencia de plasma humano y TNFa. El uso de una cepa deficiente en la expresién de la proteina A expresada
en la superficie de la bacteria no afecto a la union de S. aureus, sin embargo, el uso de una cepa deficiente en la
expresion de la proteina principal de la pared celular, el factor de aglutinacion A, redujo significativamente la
union (A). Se usaron transferencias puntuales para confirmar la falta de expresion de la proteina A y del factor de
aglutinacion A (B). L. lactis es un excelente huésped sustituto usado anteriormente para determinar la funcién de
las proteinas de interés de S. aureus. La sobreexpresion de la proteina A en el huésped sustituto L. /actis no
logré restablecer la unidn a las células endoteliales humanas. La sobreexpresion del factor de aglutinacion A en
el huésped sustituto L. /actis aumentd significativamente la unién a las células endoteliales humanas (C). Se
usaron transferencias puntuales para confirmar la sobreexpresion de CIfA y de la proteina A, respectivamente
(D). Estos resultados sugieren que la principal proteina de la pared celular, CIfA, es fundamental para la unién de
S. aureus a las células endoteliales humanas.

Figura 3. Identificacién del papel de las proteinas plasmaticas humanas en la unién del factor de aglutinacién A
de S. aureus a las células endoteliales humanas. La union de L. /actis que expresa CIfA a las células endoteliales
humanas se redujo significativamente cuando se retiraron las proteinas plasmaticas de CIfA (A). La adicion de
IgG sdlo no logré restablecer la unién de CIfA de L. lactis a las células endoteliales humanas. La adicién de
fibrindgeno soélo restablecid completamente la unién de L. /actis a las células endoteliales humanas (B). La
delecion de los aminoacidos de CIfA (C) criticos para la union al fibrindgeno redujo significativamente la
interaccion con las células endoteliales humanas (D). Estos resultados sugieren que el fibrindgeno es clave para
que CIfA se reticule y se una a las células endoteliales humanas.

Figura 4. Liberaciéon de calcio intracelular en células endoteliales humanas como resultado de la unién de
CIfA/fibrinégeno. Las células endoteliales humanas no infectadas en reposo no liberan calcio intracelular (A 'y D).
Sin embargo, tras la unién de CIfA/fibrindgeno a las células endoteliales humanas se produce un pico de
liberacion de calcio a aproximadamente 4 minutos tras la infeccién (B y D). El uso de una cepa deficiente en la
expresion de CIfA no pudo desencadenar la sefial intracelular que da lugar a la liberacion de calcio (C y D). Estos
resultados sugieren que tras la unién de CIfA/fibrinédgeno a las células endoteliales humanas se genera una sefal
intracelular.

Figura 5. Movilizacién de los cuerpos de Weibel Palade y secrecion del factor de Von Willebrand tras la unién de
CIfA/ffibrinégeno. Las células endoteliales humanas no infectadas en reposo (A y D) o las células de L. lactis
transfectadas de manera simulada (B y D) no movilizan los cuerpos de Weibel Palade ni secretan el factor de
Von Willebrand en la superficie de las células endoteliales. La sobreexpresion de CIfA en L. lactis condujo a la
movilizacién de los cuerpos de Weibel Palade y a la secrecién de vWf sobre la superficie de las células
endoteliales humanas (C y D).

Figura 6. Identificacion del receptor de las células endoteliales que reconoce CIfA de S. aureus y fibrinégeno que
medi6 la interaccién. Tras la activacion con células endoteliales humanas con baja concentracién de TNFa, se
regula por incremento significativamente aVB3 (A). La union de L. lactis que expresa CIfA se redujo
significativamente tras el pretratamiento de las células endoteliales humanas con un inhibidor de aVp3, la
cilengitida (B). El pretratamiento del receptor aVb3 purificado con cilengitida también inhibié significativamente la
union de CIfA de L. lactis (C). Estos resultados sugieren que oVB3 es el receptor responsable de la union al
fibrindgeno y de la reticulacion con CIfA de S. aureus.

Figura 7. Modelo de perfusién mesentérica venosa in vivo para demostrar que la cilengitida inhibe la adhesién de
bacterias a las células endoteliales. S. aureus de tipo natural se adhirié a células endoteliales murinas activadas
(A). El uso de una cepa deficiente en la expresién de CIfA se adhirié significativamente menos a las células
endoteliales (B y D). S. aureus no se adhirié significativamente a células endoteliales murinas en presencia de
cilengitida administrada por via intravenosa (C y E).

Figura 8. Efecto de S. aureus sobre la proliferaciéon de células endoteliales humanas. Las células endoteliales
humanas proliferan durante 24 horas en medios de crecimiento (C y F). La adicion de S. aureus a las células
endoteliales redujo significativamente la proliferacion de células endoteliales humanas durante un periodo de 24
horas (D y G). El uso de una cepa deficiente en la expresion de CIfA recuperd significativamente la capacidad de
S. aureus de inhibir la proliferacién de células endoteliales humanas (E). Igualmente, la adiciéon de cilengitida a
las células endoteliales humanas también recuperé significativamente la capacidad de S. aureus de inhibir la
proliferacién (H).

Figura 9. Efecto de S. aureus sobre la apoptosis de células endoteliales humanas. Basandose en la observacion
de que S. aureus inhibe la proliferacién de células endoteliales humanas, se investigd si esto se debe a la
apoptosis. Las células endoteliales humanas sanas tienen niveles bajos de apoptosis, pero al afadir S. aureus se
observa una apoptosis significativa. El uso de una cepa deficiente en la expresion de CIfA redujo
significativamente la apoptosis inducida por S. aureus (A). La adicién de cilengitida a las células endoteliales
humanas también redujo significativamente la capacidad de S. aureus de inducir la apoptosis (B).
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Figura 10. El efecto de S. aureus sobre la permeabilidad de las células endoteliales humanas. Si las células
endoteliales humanas se vuelven apoptéticas, puede producirse una alteracién de la funciéon de barrera. Las
células endoteliales humanas no infectadas forman uniones estrechas que impiden el paso de fluido a través de
la capa endotelial. La adicidon de S. aureus altera esta barrera y provoca un paso significativo de fluido a través
de la monocapa de células. El uso de una cepa deficiente en la expresion de CIfA redujo significativamente esta
alteracion en la permeabilidad de la barrera. Del mismo modo, la adicion de cilengitida a las células endoteliales
humanas también redujo significativamente la permeabilidad de la barrera tras la infeccién por S. aureus.

Figura 11. Modelo de la interaccién de S. aureus con células endoteliales humanas. El factor A de aglutinacién
de S. aureus se une al fibrinégeno plasmatico soluble. Este, a su vez, reticula las bacterias a aVb3 expresada en
células endoteliales. Una vez unido, se genera una sefial intracelular que provoca un aumento significativo del
calcio y la secrecion del factor de Von Willebrand. Sefiales adicionales dan como resultado pérdida de
proliferacién, apoptosis inducida y aumento de la permeabilidad vascular. En conjunto, estos cambios provocan
una desregulacion de la funcién normal de las células endoteliales. La adicion de cilengitida reduce
significativamente todos estos mensajes disfuncionales.

Figura 12. La adicion de cilengitida no provoca toxicidad en células endoteliales humanas.

Figura 13. Unién de Escherichia coli a células endoteliales sometidas a cizalladura en condiciones estéticas. Las
células endoteliales se sometieron a cizalladura para reproducir el estado fisioldgico en que se encuentran en la
vasculatura humana. Las células endoteliales se fijaron, se permeabilizaron y se incubaron con un anticuerpo
contra a-actina (primario) y anticuerpo conjugado con Alexa Fluor® 488 (secundario). Los nlcleos se tifieron con
DAPI. Las imagenes se adquirieron con un microscopio de fluorescencia. Las imagenes son representativas de
tres experimentos independientes. Las células endoteliales hechas crecer en condiciones estaticas muestran una
orientacion aleatoria (A); mientras que las células endoteliales hechas crecer en condiciones de cizalladura
muestran una alineacion en la direccion del flujo (B). En consonancia con esto, se demostrd que la expresion de
la VE-cadherina, determinada mediante inmunotransferencia de tipo Western de los homogeneizados de
proteinas de las células endoteliales estaticas y sometidas a cizalladura, se regula por incremento en células
endoteliales sometidas a cizalladura (C). Se someti6é a prueba la capacidad de 9 cepas clinicas de E. coli de
unirse a las células endoteliales sometidas a cizalladura y todas las cepas se unieron en distintos grados (D). Se
uso6 la cepa CFTO073 de E. coli como cepa representativa en todos los experimentos. En consonancia con
observaciones anteriores, S. aureus (control) necesita plasma para unirse con éxito a las células endoteliales
sometidas a cizalladura, pero E. coli parece unirse en ausencia o en presencia de una proteina plasmatica. Estos
datos sugieren que E. coli puede unirse a células endoteliales sometidas a cizalladura en ausencia de proteinas
plasmaticas, lo que contrasta con la unién de S. aureus a células endoteliales, que depende de las proteinas
plasmaticas.

Figura 14. Escherichia coli se une a la principal integrina aV 33 expresada en células endoteliales. Se investigo el
efecto de la inhibicién de la integrina aVB3 en la unién de E. coli a las células endoteliales. Los resultados
demuestran que el inhibidor selectivo de integrina aVB3, cilengitida (0,05 uM), inhibié significativamente la union
de E. coli a células endoteliales usando un ensayo estatico (A) o cuando E. coli se perfunde sobre las células
endoteliales sometidas a cizalladura a 10 dyn durante 5 minutos (B). Estos resultados demuestran que cilengitida
inhibio la union de E. coli a células endoteliales.

Figura 15. La proteina A de la membrana externa de Escherichia coli se une a la integrina principal de las células
endoteliales, aV3. Usando una cepa deficiente en LPS se encontré que la union a las células endoteliales no se
veia afectada, lo que sugiere que el LPS no es el componente responsable de anclar las bacterias a las células
endoteliales (A). Para investigar si las proteinas sensibles a tripsina eran responsables de la union a células
endoteliales, se pretrataron las células con tripsina y la unién se redujo significativamente (B). Se usé un enfoque
bioinformatico para buscar en el genoma de E. coli las proteinas de superficie que contienen una secuencia
RGD. Se identificaron casi 20 proteinas con una secuencia RGD o KGD, pero so6lo 10 se expresaban en la
superficie celular (E). La proteina de membrana externa A ompA se delecioné de la cepa original CFT073 y se
reintrodujo en la cepa con genes inactivados para eludir las preocupaciones sobre los efectos pleiotropicos. La
capacidad de la cepa deficiente en la expresion de ompA de unirse a las células endoteliales se redujo
significativamente usando tanto un ensayo estatico (C) como cuando se perfundieron las bacterias sobre las
células endoteliales sometidas a cizalladura (D). La uniéon se restablecié cuando se usé la cepa complementada,
lo que sugiere que ompA desempefia un papel clave en la uniéon a las células endoteliales (C+D). Estos
resultados demuestran que la proteina de membrana externa A se expresa de manera ubicua en la superficie de
las cepas de E. coli y expresa el motivo de reconocimiento de integrinas RGD. La delecion de ompA reduce
significativamente la capacidad de E. coli de unirse a las células endoteliales.

Figura 16. La unién de ompA de Escherichia coli a «V3 provoca un aumento de la permeabilidad en células
endoteliales. Uno de los signos caracteristicos de la septicemia es la permeabilidad vascular aumentada. Se
investigd el efecto de la union de E. coli a células endoteliales sobre la permeabilidad. Tras la unién de E. coli, se
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produjo un aumento del 30% en la permeabilidad y la cepa deficiente en ompA reduce significativamente la
permeabilidad. La adicién de la cepa ompA complementada dio lugar a un aumento de la permeabilidad
comparable al control de E. coli original. Lo mas importante es que el aumento de la permeabilidad inducido por
E. coli se redujo significativamente tras la preincubacién aVB3 da como resultado una sefial que desencadena un
aumento de la fuga de fluidos y la permeabilidad. Estos datos ilustran que la unién de E. coli a células
endoteliales da como resultado un aumento significativo de la permeabilidad (~30%). El uso de una cepa
deficiente en ompA o la preincubacion de las células endoteliales con cilengitida reduce significativamente la
permeabilidad.

Figura 17. La unién de ompA de Escherichia coli a oVB3 provoca la pérdida de la proteina de unién estrecha y el
aumento de la apoptosis. El aumento de la permeabilidad se debe a la separacion de las células endoteliales.
Para investigarlo, se evalué la formacion de uniones estrechas. La inmunotincion para VE-cadherina demostro la
formacion de uniones estrechas en ausencia de infeccidn (A), sin embargo, hubo una pérdida de conexiones tras
la infeccidn por E. coli (B). El uso de la cepa deficiente en ompA recuperé la formacién de uniones estrechas de
VE-cadherina (C). La cepa complementada también condujo significativamente a la pérdida de la formacion de
uniones estrechas (D). Finalmente, el pretratamiento de las células endoteliales con cilengitida también condujo a
la recuperacion de la formacion de uniones estrechas tras la infeccion por E. coli (E). También se investigo si la
pérdida de la formacién de uniones estrechas se debia a la apoptosis. Para determinarlo, se evalué mediante
citometria de flujo la exposiciéon de la anexina V en la superficie celular, una marca distintiva de las células
apoptéticas. Las células endoteliales no infectadas tienen un bajo nivel de apoptosis, sin embargo, tras la adicion
de E. coli a las células endoteliales, la apoptosis aumenté significativamente. La adicion de E. coli AompA
provocé un grado de apoptosis significativamente menor en las células endoteliales (F). La adiciéon de la cepa
ompA complementada también indujo una apoptosis comparable a la del control de E. coli. La preincubacion de
las células endoteliales con cilengitida condujo a una reduccion significativa de la apoptosis inducida por E. coli.
La adicion de cilengitida sola a las células endoteliales no afect6 a la viabilidad de las células. Estos datos
demuestran que la union de E. coli a las células endoteliales sometidas a cizalladura da lugar a la separacion de
las células endoteliales, lo que provoca un aumento de la permeabilidad, y que la unién de ompA a aVB3 genera
una sefial que provoca la muerte celular programada (apoptosis).

Descripcion detallada de la invencidn
Definiciones:

“‘aVB3” es un miembro de la familia de supergenes de integrinas de receptores de glicoproteinas de la superficie
celular que promueven la adhesion celular. Se une a una variedad de proteinas plasmaticas y de la matriz
extracelular que contienen la secuencia de aminoacidos conservada RGD y modula la adhesion celular. Se
expresa altamente en osteoclastos, donde desempefia un papel en la resorcion 6sea, y también es abundante en
las células musculares lisas vasculares y en las células endoteliales, asi como en algunas células tumorales,
donde participa en la angiogénesis y la migraciéon celular (Felding et al., Curr Opin Cell Biol. 1993;5;864-868).
“aVP3 endotelial vascular” se refiere a la integrina aVp3 expresada por las células endoteliales vasculares.

“Dominio aV” se refiere al dominio oV de la integrina V3 endotelial vascular. La secuencia del dominio aV del
endotelio vascular humano se proporciona en SEQ ID NO: 1:

ITAV _Integrina alfa-V HUMANA OS=Homo sapiens (SEQ ID NO: 1)
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MAFPPRRRLRLGPRGLPLLLSGLLLPLCRAFNLDVDSPAEYSGPEGSYFGFAVDFFVP
SASSRMFLLVGAPKANTTQPGIVEGGQVLKCDWSSTRRCQPIEFDATGNRDYAKDD
PLEFKSHQWFGASVRSKQDKILACAPLYHWRTEMKQEREPVGTCFLQDGTKTVEY A
PCRSQDIDADGQGFCQGGFSIDFTKADRVLLGGPGSFYWQGQLISDQVAEIVSK YDP
NVYSIKYNNQLATRTAQAIFDDSYLGYSVAVGDFNGDGIDDFVSGVPRAARTLGMYV
YIYDGKNMSSLYNFTGEQMAAYFGFSVAATDINGDDYAD VFIGAPLFMDRGSDGKL
QEVGQVSVSLQRASGDFQTTKLNGFEVFARFGSATAPLGDLDQDGFNDIAIAAPYGG
EDKKGIVYIFNGRSTGLNAVPSQILEGQWAARSMPPSFGYSMK GATDIDKNGYPDLI
VGAFGVDRAILYRARPVITVNAGLEVYPSILNQDNKTCSLPGTALKVSCFNVRFCLK
ADGKGVLPRKLNFQVELLLDKLKQKGAIRRALFLYSRSPSHSKNMTISRGGLMQCEE
LIAYLRDESEFRDKLTPITIFMEYRLDYRTAADTTGLQPILNQFTPANISRQAHILLDC
GEDNVCKPKLEVSVDSDQKKIYIGDDNPLTLIVKAQNQGEGAYEAELIVSIPLQADFI
GVVRNNEALARLSCAFKTENQTRQVVCDLGNPMKAGTQLLAGLRFSVHQQSEMDT
SVKFDLQIQSSNLFDK VSPVVSHKVDLAVLAAVEIRGVSSPDHVFLPIPNWEHKENPE
TEEDVGPVVQHIYELRNNGPSSFSKAMLHLQWPYKYNNNTLLYILHYDIDGPMNCT
SDMEINPLRIKISSLQTTEKNDTVAGQGERDHLITKRDLALSEGDIHTLGCGVAQCLKI
VCQVGRLDRGKSAILYVKSLLWTETFMNKENQNHSYSLK SSASFNVIEFPYKNLPIE
DITNSTLVTTNVTWGIQPAPMPVPVWVIILAVLAGLLLLAVLVFVMYRMGFFKRVRP
PQEEQEREQLQPHENGEGNSET

“Dominio B3” se refiere al dominio B3 de la integrina o3 endotelial vascular. La secuencia del
endotelio vascular humano se proporciona en SEQ ID NO: 2:

ITB3_Integrina beta-3 HUMANA OS=Homo sapiens (SEQ ID NO: 2)

MRARPRPRPLWATVLALGALAGVGVGGPNICTTRGVSSCQQCLAVSPMCAWCSDE
ALPLGSPRCDLKENLLKDNCAPESIEFPVSEARVLEDRPLSDKGSGDSSQVTQVSPQRI
ALRLRPDDSKNFSIQVRQVEDYPVDIYYLMDLSYSMKDDLWSIQNLGTKLATQMRK
LTSNLRIGFGAFVDKPVSPYMYISPPEALENPCYDMKTTCLPMFGYKHVLTLTDQVT
RFNEEVKKQSVSRNRDAPEGGFDAIMQATVCDEKIGWRNDASHLLVFTTDAKTHIA
LDGRLAGIVQPNDGQCHVGSDNHYSASTTMDYPSLGLMTEKLSQKNINLIFAVTENV
VNLYQNYSELIPGTTVGVLSMDSSNVLQLIVDAYGKIRSKVELEVRDLPEELSLSFNA
TCLNNEVIPGLKSCMGLKIGDTVSFSIEAKVRGCPQEKEKSFTIKPVGFKDSLIVQVTF

DCDCACQAQAEPNSHRCNNGNGTFECGVCRCGPGWLGSQCECSEEDYRPSQQDECS
PREGQPVCSQRGECLCGQCVCHSSDFGKITGKYCECDDFSCVRYKGEMCSGHGQCS
CGDCLCDSDWTGYYCNCTTRTDTCMSSNGLLCSGRGKCECGSCVCIQPGSYGDTCE
KCPTCPDACTFKKECVECKKFDRGALHDENTCNRYCRDEIESVKELKDTGKDAVNC
TYKNEDDCVVRFQYYEDSSGKSILYVVEEPECPKGPDILVVLLSVMGAILLIGLAALL
IWKLLITIHDRKEFAKFEEERARAKWDTANNPLYKEATSTFTNITYRGT

dominio B3 del

“Antagonista de aVB3” se refiere a una molécula que puede unirse a una integrina aVB3. Los ejemplos incluyen

péptidos {ciclicos y no ciclicos}, ligandos no peptidicos, desintegradores, peptidomiméticos,

anticuerpos e

inhibidores de genes. Un ejemplo de un péptido ciclico es la cilengitida. En la bibliografia se describen ejemplos
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de antagonistas de anticuerpos, por ejemplo, el documento US5652110. También se describen antagonistas de
VB3 en Millard et al. {Theranostics 2011; 1:154=188}, Kim et al. (Mol Pharm, 7 de octubre de 2013, 3603-3611),
Pfaff et al. (J Biol Chem 1994; 269, 20233-20238), Healy et al. (Biochemistry 1995; 34, 3948-3955), documento
EP2298308 (University of Southern California), Koivunen et al. (J Biol Chem 1993;268; 20205-20210 y
1994;124:373-380), Ruoslahti et al. (Annu Rev Cell Dev Biol. 1996; 12:697-715), y Ponce et al. (Faseb J. 2001;
15; 1389-1397). En una realizacion, el antagonista de aVB3 es selectivo para las integrinas aV.

“Antagonista funcional de aVB3” se refiere a un antagonista de aVB3 que puede unirse a la integrina aVB3
endotelial vascular y provocar una disminucion de la unién de las bacterias S. aureus ylo E. coli a la integrina
aVB3 endotelial vascular en el ensayo de unién in vitro descrito a continuacion. Los ejemplos incluyen la
cilengitida y sus variantes descritas en el documento EP0770622. Someter a prueba los antagonistas de aVf3
descritos en la bibliografia usando el ensayo de adhesién in vitro descrito a continuaciéon para identificar
antagonistas funcionales de aVB3 constituye una rutina para un experto en la técnica.

La “cilengitida” es un potente inhibidor de la integrina para el receptor V3. Se trata de un pentapéptido ciclico
(ciclo(-RGDf(NMe)V-) que es selectivo para las integrinas oV (Jonczyk et al., solicitud de patente europea n.%:
0770622). La sintesis y la actividad de la molécula se publicaron en 1999 (Dechantsreiter et al., J Med Chem, 12
de agosto de 1999; 42(16)). La cilengitida se ha indicado para el tratamiento del cancer (documentos
EP2578225, EP2338518, EP2441464).

“Variante funcional de cilengitida” significa las variantes de cilengitida descritas en el documento US6001961 que
son inhibidores de integrina para el receptor aVB3, especificamente los péptidos ciclicos descritos en las SEQ ID
NO 1 a 40 (documento US6001961, columnas 12-13).

“Antagonista de bajo peso molecular” significa un antagonista que tiene un peso molecular de menos de 50 kDa.
En una realizacion, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 20 kDa. En una
realizacién, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 10 kDa. En una
realizacién, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 5 kDa. En una
realizacién, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 4 kDa. En una
realizacién, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 3 kDa. En una
realizacién, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 2 kDa. En una
realizacion, el antagonista de bajo peso molecular tiene un peso molecular de menos de 1 kDa.

“Anticuerpo contra oVB3” significa un anticuerpo que se une a la integrina aVB3. En una realizacién, el
anticuerpo se une especificamente a la integrina aVB3 o aVB5. En una realizacion, el anticuerpo se une
especificamente a la integrina V3. En la bibliografia se describen ejemplos de anticuerpos contra aVB3 (Liu et
al.,, Drug Dev Res 2008; 69(6) 329-339) y estan disponibles comercialmente, por ejemplo: MAB1976, un
anticuerpo monoclonal de ratéon disponible comercialmente de MerckMillipore (clon LM609), también conocido
como AVASTIN; Vitaxin |, un anticuerpo monoclonal humanizado (Coleman et al., Circulation Research 1999; 84;
1268-1276); ABEGRIN, un derivado de Vitaxin | fabricado por Medimmune; CNTO95, un anticuerpo totalmente
humanizado que reconoce multiples integrinas oV y se une a las integrinas a3 o aVp5 con gran afinidad (Trika
et al. Int J Cancer 2004;110; 326-335); c7E3 Fab (ABCIXIMAB o REOPRO) y c7E3(Fab’)2, fragmentos de AcM
murino y quimérico ratén-humano del AcM murino intacto original 7E3 (Trikha et al. Cancer Res 2002; 62;2824-
2833 y Varner et al. Angiogenesis 1999; 3;53-60); el anticuerpo 17E6 (Mitjans et al. J Cell Sci 1995; 108; 2825-
2838; el término “anticuerpo contra aVB3” incluye anticuerpos que se unen selectivamente al dominio oV, al
dominio B3, o a ambos dominios oV y 3. El término “anticuerpo contra aVB3 funcional” significa un anticuerpo
contra aVB3 que se une a la integrina VB3 endotelial vascular y puede bloquear, al menos parcialmente, la
adhesion de las bacterias S. aureus o E. coli a las células endoteliales en el ensayo de adhesion in vitro descrito
a continuacion.

“Desintegrina” significa la familia de péptidos de bajo peso molecular que contienen RGD y son ricos en cisteina,
derivados de venenos de vibora, que pueden unirse a aVp3 y bloquear su funciéon. Los ejemplos incluyen
trigramina, kistrina, bitistatina, barbourina, equistatina, contortrostatina, todos descritas o0 nombradas en Liu et al.
Drug Dev Res 2008; 69(6) 329-339.

“Peptidomiméticos” significa compuestos que contienen elementos estructurales no peptidicos que pueden imitar
las acciones bioldgicas de los antagonistas de aVB3 peptidicos. Los ejemplos incluyen SC-68448 y SCH221153,
ambos descritos 0 nombrados en Liu et al. Drug Dev Res 2008; 69(6) 329-339, e 1S201 descrito en Bello et al.
(Neurosurgery 2003:52; 177186).

“Inhibidores de genes” significa un acido nucleico que puede provocar una expresion reducida de oVB3. En
algunas realizaciones, el agente es un acido nucleico. Un agente de acido nucleico puede seleccionarse, por
ejemplo, de ARNip, ARNhc, miARN, anti-microARN, ARN u oligonucleétido antisentido, aptamero, ribozima, y
cualquier combinacion de los mismos. Cuando el agente es un acido nucleico, puede administrarse al sujeto el
propio agente o puede administrarse al sujeto un vector que exprese/codifique para el agente. En algunas
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realizaciones, el vector que expresa/codifica para el agente es un vector de virus adenoasociado (AAV).

“Infeccion de la sangre” o “infeccién sanguinea” significa una infeccion microbiana de la sangre, por ejemplo, una
infeccion de la sangre bacteriana, virica o por hongos. En una realizaciéon, el término significa infeccion
bacteriana de la sangre. Un paciente con una infeccion bacteriana de la sangre suele denominarse
“bacteriémico”. En una realizacién, el término significa infeccion bacteriana de la sangre donde la bacteria es una
bacteria que provoca septicemia. En una realizacion, el término significa infeccion bacteriana de la sangre con un
género bacteriano seleccionado de Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia, Pseudomonas, Klebsiella. En
una realizacion, el término significa infeccidon bacteriana de la sangre con una especie bacteriana seleccionada
de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp.
Los agentes causantes de la septicemia bacteriana se describen con mas detalle en Ramachandran et al.
(Virulence, 1 de enero de 2014; 5(1); 213-218).

La septicemia se diagnostica cuando un paciente presenta al menos dos de los siguientes sintomas, ademas de
una infeccién probable o confirmada:

e  Temperatura corporal por encima de 101°F (38,3°C) o por debajo de 96,8°F (36°)
e Ritmo cardiaco superior a 90 pulsaciones por minuto

e Frecuencia respiratoria superior a 20 respiraciones por minuto

La septicemia grave se diagnostica si el paciente también presenta al menos uno de los siguientes signos y
sintomas, que indican que un érgano puede estar fallando:

e Disminucidn significativa de la diuresis

e  Cambio brusco del estado mental

e Disminucién del recuento de plaquetas (trombocitopenia)
e Dificultad para respirar

e Funcién de bombeo del corazén andmala

e  Dolor abdominal

El choque séptico se diagnostica si, ademas de los sintomas de septicemia grave, el paciente también presenta
una presion arterial extremadamente baja que no responde adecuadamente a la simple rehidratacion.

En esta memoria descriptiva, el término “tratar” se refiere a la administracion de un antagonista de oVf3,
cilengitida, a un individuo que tiene o se sospecha que tiene una infeccion de la sangre con el propdsito de curar,
sanar, prevenir, aliviar, mitigar, alterar, remediar, mejorar o inhibir el desarrollo de septicemia, incluyendo la
septicemia grave o el choque séptico. En una realizacién preferida, el término significa prevenir o inhibir el
desarrollo de septicemia en un individuo con una infeccién de la sangre. En una realizacion, se administra al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz del antagonista de aVB3. El término “cantidad terapéuticamente
eficaz” se refiere a la cantidad del antagonista de aVB3 que se requiere para conferir el efecto terapéutico
previsto en el individuo, cantidad que variard dependiendo del tipo de antagonista, la via de administracion, el
estado de la infeccidn o la septicemia, y la posible inclusion de otros productos terapéuticos o excipientes. En
una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de menos de 100 mg/mZ2. “mg/m?” significa mg por m? de
superficie corporal, y en www.halls.md/body-surface-area/bsa.htm se proporciona un método para calcular la
superficie corporal. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de menos de 50 mg/m2. En una
realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de menos de 10 mg/m2. En una realizacion, la cantidad
terapéuticamente eficaz es de menos de 5 mg/m?2. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de
menos de 1 mg/m?. En una realizacién, la cantidad terapéuticamente eficaz es de 0,001 a 50 mg/m2. En una
realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de 0,001 a 10 mg/m2. En una realizacién, la cantidad
terapéuticamente eficaz es de 0,001 a 1,0 mg/m?2. En una realizacién, la cantidad terapéuticamente eficaz es de
0,01 a 10 mg/m?. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de 0,1 a 10 mg/m2. En una
realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de 0,001 a 1,0 mg/m2. En una realizacion, la cantidad
terapéuticamente eficaz es de 0,01 a 1 mg/m?2. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz es de 0,1
a 1 mg/m2. En una realizacion, la cantidad terapéuticamente eficaz se administra una vez al dia durante un
periodo de 2 a 14 dias. En una realizacion, los métodos y usos de la invencién se aplican especialmente a
pacientes que tienen o se sospecha que tienen una infeccién bacteriana de la sangre y con el propésito de inhibir
o prevenir el desarrollo de septicemia. En otra realizacién, los métodos y usos de la invencion se aplican a
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pacientes que estan en riesgo de infeccion bacteriana de la sangre (es decir, pacientes inmunocomprometidos,
pacientes con traumatismos y pacientes que se han sometido a una cirugia mayor, tal como cirugia
cardiotoracica) y con el propdsito de prevenir o inhibir la infeccion bacteriana de la sangre. En una realizacion, los
métodos y usos de la invencién se aplican especialmente a pacientes que tienen o se sospecha que tienen
septicemia y con el propésito de inhibir o prevenir el desarrollo de septicemia grave o choque séptico. En una
realizacién, el método y los usos de la invencion son para un paciente que lo necesita. El término “paciente que
lo necesita” se refiere a una persona que tiene o se sospecha que tiene o desarrolla septicemia. El término
“prevencion de septicemia” significa la prevencién o inhibicion del desarrollo de septicemia en un paciente con
una infecciéon sanguinea, o a la prevencién o inhibicion del desarrollo de septicemia grave en un paciente con
septicemia, o a la prevencion o inhibicién del desarrollo del choque séptico en un paciente con septicemia grave.

Para llevar a practica el uso de esta invencion, la cilengitida se administra por via intravenosa. El término
“parenteral”, tal como se usa en el presente documento, incluye las técnicas de inyeccién o infusion subcutanea,
intracutanea, intravenosa, intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal,
intralesional e intracraneal. Una composicién inyectable estéril, por ejemplo, una suspension acuosa u
oleaginosa inyectable estéril, puede formularse segun técnicas conocidas en la técnica usando agentes
dispersantes o humectantes adecuados (tales como Tween 80) y agentes de suspension. La preparacion
inyectable estéril también puede ser una disolucién o suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente
no toxico aceptable por via parenteral, por ejemplo, como una disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y
disolventes aceptables que pueden emplearse estan manitol, agua, solucion de Ringer y disolucidn isotdnica de
cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como disolvente o medio de
suspension (por ejemplo, monoglicéridos o diglicéridos sintéticos). Los acidos grasos, tales como acido oleico y
sus derivados glicéridos, son Utiles en la preparacion de inyectables, al igual que los aceites naturales
farmacéuticamente aceptables, tales como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus
versiones polioxietiladas. Estas disoluciones o suspensiones de aceite también pueden contener un diluyente o
dispersante de alcohol de cadena larga, o carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares. Otros
tensioactivos de uso comun, tales como Tween o Span u otros agentes emulsionantes o potenciadores de la
biodisponibilidad similares que se usan habitualmente en la fabricacion de formas farmacéuticas soélidas, liquidas
o de otro tipo farmacéuticamente aceptables, también pueden usarse para la formulacion.

Una composicién para la administracion oral puede ser cualquier forma farmacéutica oralmente aceptable,
incluyendo, pero sin limitarse a, capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones, dispersiones y disoluciones
acuosas. En el caso de los comprimidos para su uso oral, los portadores que se usan comunmente incluyen la
lactosa y el almidén de maiz. También se afiaden normalmente agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio. Para la administracion oral en forma de capsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidén de
maiz seco. Cuando se administran por via oral suspensiones o emulsiones acuosas, el principio activo puede
suspenderse o disolverse en una fase oleosa combinada con agentes emulsionantes o de suspensién. Si se
desea, pueden afadirse determinados agentes edulcorantes, aromatizantes o colorantes. Un aerosol nasal o una
composicion para inhalacion puede prepararse segun técnicas bien conocidas en la técnica de la formulacion
farmacéutica. Una composicion que contiene compuestos multiciclicos fusionados también puede administrarse
en forma de supositorios para administracion rectal. El portador en la composicion farmacéutica debe ser
“aceptable” en el sentido de ser compatible con el principio activo de la formulacion (y preferiblemente, que
pueda estabilizarlo) y no perjudicial para el sujeto que a tratarse. Por ejemplo, uno o mas agentes solubilizantes,
que forman complejos mas solubles con los compuestos multiciclicos fusionados, 0 méas agentes solubilizantes,
pueden usarse como portadores farmacéuticos para la administracion de los compuestos activos. Los ejemplos
de otros portadores incluyen diéxido de silicio coloidal, estearato de magnesio, laurilsulfato de sodio y amarillo
D&C n.° 10.

“Anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta de union a aVB3 en cualquier forma incluyendo, pero no
limitan a, la forma monoclonal, policlonal, humanizada o humana, o fragmentos de anticuerpos que se unen a
aVB3. El término incluye fragmentos monoclonales o policlonales de unién a aVB3 con la regién Fc (fragmento
cristalizable) o el fragmento de unién a FcRn de la region Fc, denominado en el presente documento “fragmento
Fc” o “dominio Fc”. En una realizacion, el anticuerpo tiene la region Fc eliminada o modificada de manera que no
puede interactuar con la proteina A de las bacterias. Los métodos de fabricacién de tales anticuerpos se
describen en Hay et al. (Immunochemistry 12(5):373-378), Parkham et al. (J. Immunol 1983:131(6):2895-2902) y
Baldwin et al. (J. Immunol Methods 1989 121(2): 209-217). Los fragmentos de unién a aVB3 pueden producirse
mediante técnicas de ADN recombinante o por escision enzimatica o quimica de anticuerpos intactos. Los
fragmentos de unién a aoVB3 incluyen, entre otros, fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, dAc y de la regién
determinante de complementariedad (CDR), anticuerpos de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de dominio
unico, anticuerpos quiméricos, diacuerpos y polipéptidos que contienen al menos una porcion de una
inmunoglobulina que es suficiente para conferir una unién de antigeno especifica al polipéptido. EI dominio Fc
incluye porciones de dos cadenas pesadas que contribuyen a dos o tres clases del anticuerpo. El dominio Fc
puede producirse mediante técnicas de ADN recombinante o mediante escisidon enzimatica (por ejemplo, escision
con papaina) o a través de escision quimica de anticuerpos intactos.

El anticuerpo puede ser una molécula IgG, IgM, IgE, IgA o IgD. En una realizacién preferida, la molécula de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2925697 T3

anticuerpo es una IgG, y mas preferiblemente es del subtipo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. La clase y subclase de
anticuerpos pueden determinarse mediante cualquier método conocido en la técnica, por ejemplo, usando
anticuerpos que sean especificos para una clase y subclase particular de anticuerpos. Los anticuerpos
especificos para aVB3 estan disponibles comercialmente y se describen anteriormente. La clase y subclase
pueden determinarse mediante ELISA e inmunotransferencias de tipo Western, asi como mediante otras
técnicas. Alternativamente, la clase y subclase pueden determinarse secuenciando todos o una parte de los
dominios constantes de las cadenas pesadas y/o ligeras de los anticuerpos, comparando sus secuencias de
aminoacidos con las secuencias de aminoacidos conocidas de diversas clases y subclases de inmunoglobulinas,
y determinando la clase y subclase de los anticuerpos.

Los anticuerpos son una clase principal de productos biofarmacéuticos. Los anticuerpos con fines terapéuticos se
producen a menudo a partir de una linea celular (por ejemplo, células CHO, la linea de hamster BHK21, la linea
celular humana PER.C6, COS, NIH 3T3, BHK, HEK, 293, L929, MEL, JEG-3, células linfoides murinas
(incluyendo NSO y Sp2/0-Ag 14)), incluyendo hibridomas, y son habitualmente un unico clon de un anticuerpo
especifico. Los anticuerpos usados con fines terapéuticos se clasifican como anticuerpos murinos, quiméricos,
humanizados o totalmente humanos y se producen mediante métodos recombinantes. Un “anticuerpo murino” es
un anticuerpo totalmente de ratdén y sélo tiene un uso limitado en humanos debido a su corta semivida en
circulacion y a su alta inmunogenicidad. Un “anticuerpo quimérico” es un anticuerpo modificado por ingenieria
genética que contiene secuencias de ratén y humanas. La razén es de aproximadamente el 33% de contribucién
de raton y el 67% de contribucion humana. Habitualmente, los dominios variables son murinos y la regién
constante que incluye el fragmento Fc se deriva de una IgG humana.

Un “anticuerpo humanizado” es un anticuerpo modificado por ingenieria genética, en el que el contenido de raton
se reduce hasta aproximadamente el 5-10%. En tales casos, las seis CDR de las cadenas pesada y ligera y un
numero limitado de aminoacidos estructurales del anticuerpo monoclonal murino se injertan mediante tecnologia
recombinante en el andamiaje de la IgG humana con agotamiento de CDR. Un anticuerpo totalmente humano o
anticuerpo humano describe los anticuerpos que se elaboran en ratones humanizados, lo que da como resultado
anticuerpos que no contienen ninguna secuencia de ratdn, o que se elaboran in vitro usando bibliotecas de fagos
o presentacion en ribosomas, o que se obtienen alternativamente de donantes humanos. En determinadas
realizaciones, los anticuerpos quiméricos, humanizados o primados (injertados con CDR), que comprenden
porciones derivadas de diferentes especies o anticuerpos totalmente humanos, también se engloban en la
presente invencion. Las diversas porciones de estos anticuerpos pueden unirse entre si quimicamente mediante
técnicas convencionales, o pueden prepararse como una proteina contigua usando técnicas de ingenieria
genética. Por ejemplo, los acidos nucleicos que codifican para una cadena quimérica o humanizada pueden
expresarse para producir una proteina contigua. Véase, por ejemplo, Cabilly et al., patente estadounidense n.°
4.816.567; Cabilly et al., patente europea n.° 0.125.023; Boss et al., patente estadounidense n.° 4.816.397; Boss
et al., patente europea n.° 0.120.694; Neuberger, M. S. et al., documento WO 86/01533; Neuberger, M. S. et al.,
patente europea n.° 0.194.276 B1; Winter, patente estadounidense n.° 5.225.539; y Winter, patente europea n.°
0.239.400 B1. Véase también, Newman, R. et al., BioTechnology, 10: 1455-1460 (1992), en relacion con el
anticuerpo primado. Véase, por ejemplo, Ladner et al., patente estadounidense n.° 4.946.778; y Bird, R. E. et al.,
Science, 242: 423-426 (1988)), en relacion con los anticuerpos de cadena sencilla.

Ademas, puede usarse una mezcla de anticuerpos, denominada en el presente documento “preparacién de
anticuerpos”, segun los métodos de la presente invencion. Tales preparaciones de anticuerpos incluyen mezclas
de anticuerpos policlonales y monoclonales. Un anticuerpo humanizado puede comprender porciones de
inmunoglobulinas de diferente origen. Por ejemplo, al menos una porcidon puede ser de origen humano. Por
ejemplo, el anticuerpo humanizado puede comprender porciones derivadas de una inmunoglobulina de origen no
humano con la especificidad requerida, tal como de raton, y de secuencias de inmunoglobulina de origen
humano (por ejemplo, una inmunoglobulina quimérica), unidas entre si quimicamente por técnicas (por ejemplo,
de sintesis) convencionales o preparadas como un polipéptido contiguo mediante técnicas de ingenieria genética
(por ejemplo, el ADN que codifica para las porciones proteicas del anticuerpo quimérico puede expresarse para
producir una cadena polipeptidica contigua). Alternativamente, puede crearse un anticuerpo humanizado en un
animal transgénico o humanizado que exprese los genes del anticuerpo humano (véase Lonberg, N. “Transgenic
Approaches to Human Monoclonal Antibodies”. Handbook of Experimental Pharmacology 113 (1994): 49-101).
Otro ejemplo de anticuerpo humanizado de la presente invencién es una inmunoglobulina que contiene una o
mas cadenas de inmunoglobulina que comprenden una CDR de origen no humano (por ejemplo, una o mas CDR
derivadas de un anticuerpo de origen no humano) y una regiéon de entramado derivada de una cadena ligera y/o
pesada de origen humano (por ejemplo, anticuerpos injertados con CDR con o sin cambios de regién de
entramado). Los anticuerpos de cadena unica quiméricos o injertados con CDR también se engloban en el
término “anticuerpo humanizado”.

Los métodos de preparacion de inmunoglobulinas, la inmunizacién con antigenos y la produccion de anticuerpos
policlonales y monoclonales pueden realizarse tal como se describe en el presente documento o mediante otras
técnicas adecuadas. Se ha descrito una variedad de métodos. Véase, por ejemplo, Kohler et al., Nature, 256:
495-497 (1975) y Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1976); Milstein et al., Nature 266: 550-552 (1977); Koprowski et
al., patente estadounidense n.° 4.172.124; Harlow, E. y D. Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold
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Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, N.Y.); Current Protocols In Molecular Biology, vol. 2 (suplemento
27, verano 1994), Ausubel, F. M. et al., Eds., (John Wiley & Sons: Nueva York, N.Y.), capitulo 11, (1991;
Rasmussen SK, Rasmussen LK, Weilguny D, Tolstrup AB. Biotechnol Lett. 20 de febrero de 2007). Los
anticuerpos policlonales que pueden usarse en los métodos de la invencién son poblaciones heterogéneas de
moléculas de anticuerpos derivadas de los sueros de animales inmunizados (usando proteinas recombinantes o
péptidos especificos de aV3 como inmundgeno). Para la preparacion de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra aVp3, puede producirse un hibridoma fusionando una linea celular inmortal adecuada (por ejemplo, una
linea celular de mieloma tal como SP2/0) con células productoras de anticuerpos. Las células productoras de
anticuerpos, preferiblemente las del bazo o los ganglios linfaticos, se obtienen de animales inmunizados con el
antigeno de interés (proteina recombinante o péptido especifico de aVB3). Los hibridomas pueden aislarse
usando condiciones de cultivo selectivas, y clonarse por dilucion limitativa. Las células que producen anticuerpos
con la especificidad deseada pueden seleccionarse mediante un ensayo adecuado (por ejemplo, ELISA). Los
anticuerpos pueden purificarse a partir del plasma de donantes humanos. Este es el enfoque actual para IVIg, en
el que las inmunoglobulinas se aislan del plasma normal de un gran numero de donantes (véase
http://www.fda.gov/cber/gdins/igivimmuno.htm y Haeney Clin Exp Immunol. Julio de 1994; 97(suplemento 1): 11-
15). Pueden usarse otros métodos adecuados para producir o aislar anticuerpos de la especificidad requerida,
incluyendo, por ejemplo, métodos que seleccionan anticuerpos recombinantes de una biblioteca, o que se basan
en la inmunizacién de animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que pueden producir un repertorio completo
de anticuerpos humanos. Véase, por ejemplo, Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555
(1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Lonberg et al., patente estadounidense n.° 5.545.806;
Surani et al., patente estadounidense n.° 5.545.807.

Un anticuerpo puede tener uno o mas sitios de unién. Si hay mas de un sitio de unién, los sitios de unién pueden
ser idénticos entre si o pueden ser diferentes. Por ejemplo, una inmunoglobulina que se produce de manera
natural tiene dos sitios de unién idénticos, un anticuerpo de cadena sencilla o un fragmento Fab tiene un sitio de
unioén, mientras que un anticuerpo “biespecifico” o “bifuncional” tiene dos sitios de unidn diferentes. La capacidad
de un anticuerpo individual para internalizarse, liberar una carga util y destruir una célula diana puede variar
enormemente dependiendo de la afinidad y del epitopo diana concreto al que se adhiera el anticuerpo. Para una
diana determinada, en este caso IL1RAPL-1, debe desarrollarse un panel de anticuerpos (que cubrira un rango
de afinidades de unidn y epitopos) para la conjugacion de ADC. El término “anticuerpo humano” incluye todos los
anticuerpos que tienen una o mas regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina
humana. En una realizacion, todos los dominios variables y constantes se derivan de secuencias de
inmunoglobulina humana (un anticuerpo totalmente humano). El término “anticuerpo quimérico” se refiere a un
anticuerpo que contiene una o mas regiones de un anticuerpo y una o mas regiones de uno o mas de otros
anticuerpos diferentes. En una realizacion, una o mas de las CDR se derivan de un anticuerpo humano
especifico. En una realizacién mas preferida, todas las CDR se derivan de un anticuerpo humano. En otra
realizacion preferida, las CDR de mas de un anticuerpo humano se mezclan y combinan en un anticuerpo
quimérico. Por ejemplo, un anticuerpo quimérico puede comprender una CDR1 de la cadena ligera de un primer
anticuerpo humano en combinacién con CDR2 y CDR3 de la cadena ligera de un segundo anticuerpo humano, y
las CDR de la cadena pesada pueden derivarse de un tercer anticuerpo. Ademas, las regiones de entramado
pueden derivarse de uno de los mismos anticuerpos, de uno o mas anticuerpos diferentes, tales como un
anticuerpo humano, o de un anticuerpo humanizado. (Quimérico no se enumera en la pagina 4, véanse
anticuerpos y fragmentos especificos para la proteina diana).

Seccion experimental
Condiciones de cultivo celular

Se adquirieron células endoteliales de la aorta humana derivadas primariamente de Promocell GmbH
(Heidelberg, Alemania). Se hicieron crecer las células de manera rutinaria en frascos de cultivo tisular Cell+ T75
que contenian medio de crecimiento de células endoteliales Promocell MV suplementado con suero de ternera
fetal al 5%, suplemento de crecimiento de células endoteliales/extracto hipotalamico bovino al 0,4%, heparina
(90 mg/ml), hidrocortisona (1 mg/ml), factor de crecimiento epidérmico (10 ng/ml) y antibiéticos (penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml). Se hicieron crecer las células en una atmodsfera humidificada del 5% de
CO2/el 95% de aire a 37°C. Para todos los experimentos se usaron células entre los pases 6 y 12. Las HAoEC
se sembraron a 0,4x108 en placas de 6 pocillos y se hicieron crecer hasta alcanzar la confluencia. Las HAoEC se
sometieron a cizalladura aplicando 10 dyn/cm2 de tensién de cizalladura durante 24 horas. Después de la
cizalladura, las células o bien se sometieron a experimentos en la placa de 6 pocillos o bien se recogieron para
sembrarlas en ensayos de adhesion, proliferacion y permeabilidad.

Condiciones de cultivos bacterianos
Se hicieron crecer cultivos bacterianos de S. aureus y E. coli hasta la fase estacionaria a 37°C en caldo de
infusién de cerebro corazén. Se hizo crecer L. lactis hasta la fase estacionaria a 37°C en agar M17

complementado con glucosa hasta una concentracion final del 0,5%. Se hicieron crecer cepas mutantes L. lactis
+CIfA en presencia de eritromicina hasta una concentracion final de 5 ug/ml y se hizo crecer L. lactis +CIfA PY en
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presencia de cloranfenicol hasta una concentracién final de 10 ug/ml. Se recogieron las bacterias y se lavaron
mediante centrifugacion a 2600 x g durante 7 minutos y resuspendiéndolas en PBS de pH 7,4 y ajustandolas a
DO1 a 600 nm. Para los experimentos que utilizan tincién fluorescente, se us6 una solucion salina tamponada
con Tris (TBS) pH 7,4 (Tris 50 mM, NaCl 150 mM) en lugar de PBS para evitar cualquier incompatibilidad con los
grupos fosfato del tampodn.

Inmunohistoquimica

Se adhirieron cubreobjetos de vidrio (tipo 1, 24 x 24 mm vy vidrio de borosilicato de 0,17 mm de grosor) a la base
de un cultivo tisular de 6 pocillos sellando los bordes inferiores con un rotulador PAP. Se sembraron HAoEC en el
pocillo a 600.000 células por pocillo y se incubaron durante 24 horas para asegurar su adhesion a los
cubreobjetos de vidrio. Se reemplazé el medio en el pocillo y se expusieron las células a una fuerza de
cizalladura de 10 dyn/cm? durante 24 horas. Después de la cizalladura, se retird el medio, se retird el
cubreobjetos del pocillo y se lavaron las células con PBS a 37°C. Se fijaron las células con formaldehido al 3,7%
en PBS durante 20 minutos en hielo, se lavaron y se permeabilizaron con Triton 100X al 0,2% en PBS durante 5
minutos a temperatura ambiente. Se retird el liquido y se lavaron las células con 2 ml de PBS tres veces. Se
bloquearon las células con 1,5 ml por pocillo de BSA al 5% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente y
se lavaron tres veces con PBS. Se afiadié anticuerpo monoclonal anti ZO-1 a las células a una dilucién 1:100 en
400 pl de BSA al 5% y se incub6 durante la noche a 4°C. Después se lavaron las células y se afiadié anticuerpo
secundario de conejo anti-IgG de cabra conjugado con Alexaflour 488 a una concentracion de 1:1000 en 1 ml de
BSA incubando en las células durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad. Después de la tincién con
el anticuerpo secundario, las células se lavaron tres veces en 1 ml de PBS. Se afiadié una gota de ProLong®
Diamond Antifade Mountant con DAPI a un portaobjetos de vidrio y se monté en él el cubreobjetos con las
células. Se adquirieron imagenes usando un microscopio de fluorescencia invertido (Zeiss AxioObserverZ1)
equipado con un objetivo de inmersién en aceite 63x/1,40 (EX’Em 488nm/>505nm para ZO-1 y 350/> 400nm
para DAPI). Se prepararon células estaticas para compararlas con las sometidas a cizalladura de la misma
manera pero omitiendo la etapa de cizalladura durante la noche.

Ensayo de unién

Se sembraron HAOEC sometidas a cizalladura en pocillos de una placa de cultivo tisular de 96 pocillos a una
densidad de 2,5%10* células por pocillo en un volumen de 100 pl. Se llevaron a cabo experimentos o bien en
presencia o bien ausencia de TNFo a 10 ng/ml. Se incubaron las HAOEC a 37°C y el 5% de CO2 durante 4 horas
para facilitar la adhesién y el contacto célula-célula en la placa. Tras las 4 horas de incubacidn, se retiré el medio
y se afiadieron 100 pl de plasma pobre en plaquetas humanas (PPP), fibrin6geno 4 mg/ml o IgG 1 mg/ml a cada
pocillo y se incubaron durante 1 hora a 37°C y el 5% de CO2. Se lavaron los pocillos con PBS y se bloquearon
los pocillos con 100 pul de prepocillo al 1% durante 1 hora a 37°C. Por ultimo, se lavaron los pocillos con 100 pl de
TBS y se afiadieron 100 pl de bacterias tefidas con SYBR green Il por pocillo a una MOI de 400. Se incubaron
las células durante 1 hora adicional a 37°C y el 5% de CO2 y luego se leyeron en un lector de placas
fluorescentes (1420 Victor V3, Perkin Elmer, Dublin, Irlanda) a 485/535 nm. Luego se retiraron las bacterias
suavemente con una pipeta y se lavo la placa con 100 pl de TBS/pocillo. Se leyé de nuevo la placa a
485/535 nm. Se calcularon las bacterias adheridas como un porcentaje restante de la lectura inicial multiplicado
por el numero de bacterias afiadidas. El agotamiento del plasma se llevd a cabo volviendo a suspender un
sedimento de 1 ml de DO1 de L. /actis +CIfA en 1 ml de plasma humano hirudinizado. Esto se dej6é en un rotador
a 37°C durante 1 h, se centrifugd a 3200 x g durante 5 minutos y se retiré el sobrenadante. El plasma ahora
deficiente en las proteinas plasmaticas unidas por CIfA se usé en el ensayo de adhesién bacteriana. El bloqueo
de las células endoteliales con ¢(RGDfV) se llevd a cabo mediante una etapa adicional después de la incubacion
de 4 horas con TNFa y antes de la adicion de fibrindgeno. Al retirar el medio que contenia TNFa, se anadieron
100ul de un nuevo medio que contenia C(RGDfV) 0,05 uM a las células endoteliales y se incubaron durante
1 hora a 37°C. Este experimento se repitié usando E. coli.

Transferencia puntual

Crecimientos durante la noche de S. aureus de tipo natural Newman Wild, mutantes, L. /actis transfectada de
manera simulada y cepas mutantes ajustadas a DO1 a 600 nm en PBS y lisadas usando tampén RIPA. Se
colocd una mancha del lisado en una membrana de nitrocelulosa que se dejo secar a temperatura ambiente. Se
bloqued la membrana con proteinas de leche desnatada al 5% p/v. Se sondaron las membranas con anticuerpos
anti-CIfA o anti-SpA seguido de anticuerpos secundarios conjugados con HRP. Se detectd el anticuerpo
secundario mediante la adicion de una disoluciéon de quimioluminiscencia potenciada a la membrana durante 5
minutos antes de transferir la membrana a un casete radiografico y exponer la pelicula de rayos X a las
membranas en una sala oscura.

Citometria de flujo

Se expusieron las HAOEC sometidas a cizalladura en una placa de 6 pocillos a 1 ng de TNFa por cada 25.000
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células endoteliales o medios recién preparados y se incubaron durante 4 horas a 37°C. Se retir6 el medio que
contenia TNFa y se afiadio 1 ml de Fg 4mg/ml en el medio a 37°C durante 1 hora. Se separaron las células por
tripsinizaciéon y se sedimentaron. Se lavé el sedimento celular en PBS helado (4°C) antes de sondarse con el
anticuerpo anti-aVB3 LM609 durante 15 minutos, se lavd y se sondd con un anticuerpo secundario anti-IgG de
raton 535. Se analizaron las células en un citdmetro de flujo (citometro de flujo BD FACSCanto™ I1).

Ensayo de proliferacion

Se sembraron HAOEC sometidas a cizalladura en una placa de seis pocillos a 150.000 células por pocillo en
1,6 ml de medio que contenia 10 ng/ml de TNFa. Se incubaron las células durante 4 horas a 37°C en el 5% de
CO2. Se reemplazé el medio por 1,6 ml de o bien medio recién preparado o bien de medio que contenia 0,05 uM
de cilengitida y se incub6 durante 1 hora. Tras esto se retird el medio y se afadié 1 ml de fibrinégeno 4 mg/ml por
pocillo, incubandose durante una hora adicional. Se retird el medio y se lavd el pocillo con medio libre de
antibidticos. A cada pocillo se afiadieron 1,6 ml de medio libre de antibidticos con S. aureus Newman o S. aureus
ACIfA para una MOI de 400. Se incubaron las células a 37°C durante 24 horas. Tras la incubacion, se retiré el
medio de las células y se lavaron 4 veces con PBS caliente. Se separaron las células de la placa de 6 pocillos
por tripsinizacion y se contaron en un hemocitometro.

Ensayo de apoptosis

Se expusieron HAOEC sometidas a cizalladura en una placa de 6 pocillos a 1 ng de TNFa por cada 25.000
células endoteliales y se incubaron durante 4 horas a 37°C. Se retird el medio que contenia TNFa y se coloco 1
ml de Fg 4 mg/ml en el medio a 37°C durante 1 hora. Se retird el medio y se sustituy6é por 1 ml de medio libre de
antibiéticos que contenia S. aureus Newman WT o Newman ACIfA hasta una MOI de 400 en un volumen final por
pocillo de 2 ml. Se incubaron las células durante 24 horas a 37°C. Tras la incubacion, se retir6 el medio y se
lavaron los pocillos 3 veces con PBS caliente. Se separaron las células por tripsinizacion y se sedimentaron. Se
lavé el sedimento celular en PBS frio (4°C) antes de tefiirlo con un kit de apoptosis de anexina V TACS™. Se
analizaron las células en un citometro de flujo (citdmetro de flujo BD FACSCanto™ II). Se repitio el experimento
para someter a prueba el bloqueo de aVp3 mediante cilengitida a 0,05 uM durante 1 hora entre la exposicion al
TNFa y la adicion de fibrinbgeno 4 mg/ml durante 1 hora. Este experimento se repitid6 usando E. coli y E. coli
AompA en lugar de S. aureus Newman WT o Newman ACIfA.

Permeabilidad

Se evalud la permeabilidad de la barrera endotelial usando un aparato Transwell con ligeras modificaciones. Se
tripsinizaron HAoEC sometidas a cizalladura y se sembraron en insertos colgantes, se colocaron en una placa de
6 pocillos. En la camara inferior (abluminal) de la placa se afadieron 4 ml de medio celular y en la camara
superior (luminal) se afiadieron 2 ml de medio con 200.000 células/ml. Se incubaron las placas de pocillos a 37°C
en una atmosfera humidificada y con el 5% de CO:2 durante la noche para formar una monocapa confluente. El
medio de la camara abluminal se cambié a un medio libre de antibiéticos y, simultaneamente, se retiré el medio
de la camara luminal y se lavé con un medio libre de antibidticos. Se infectaron las células con S. aureus
Newman WT y S. aureus ACIfA en 2 ml de medio libre de antibitticos para infectar las células a una MOI de 400
durante 3 horas a 37°C. Se afiadio dextrano FITC (40 kDa) a la camara superior hasta una concentracion final de
250 pg/ml en 2 ml. Se tomaron muestras del medio de la camara abluminal 24 horas después de la infeccion,
que se midieron en un lector de placas a la fluorescencia Ex/Em 485/535 nm. El experimento se repitié para
analizar el bloqueo de oVp3 por cilengitida a 0,05 uM durante 1 h entre la exposicién al TNFa y la adicion de
fibrindgeno 4 mg/ml en lugar de plasma durante 1 h. Este experimento se repitié usando E. coliy E. coli AompA
en lugar de S. aureus Newman WT o Newman ACIfA.

Ensayo de citotoxicidad MTT

Se midi6 la actividad metabdlica de las células utilizando un kit de ensayo MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Se sembraron HAOEC sometidas a cizalladura en una placa de microtitulacion
transparente de 96 pocillos a una densidad de 2,5x10* células/pocillo en 100 ul en un medio que contenia TNFa.
10 ng/ml. Se incubaron las células durante 4 horas a 37°C. Se retird el medio de los pocillos después de 4 horas
y se reemplazé con 100 pl de medio celular recién preparado, medio celular que contenia un vehiculo o medio
celular que contenia cilengitida 0,05 uM. Se incubd la placa durante una hora adicional antes de cambiar el
medio por 100 pl de medio celular recién preparado con 10 ul de caldo de MTT 12 mM y se incubd la placa a
37°C durante 4 horas. Se retird todo el liquido de cada pocillo menos 25 ul y se afiadieron 10 ul de DMSO por
pocillo. Se incubé la placa durante 10 minutos a 37°C antes de leer en un lector de placas la absorbancia a 570
nm.
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REIVINDICACIONES

1. Cilengitida para su uso en el tratamiento o la prevencion de septicemia en un paciente, en la que la cilengitida
se administra al paciente por via intravenosa.

2. Cilengitida para su uso segun la reivindicacion 1, para la prevencién o inhibicion temprana del desarrollo de
septicemia en un paciente que tiene o se sospecha que tiene una infeccion bacteriana de la sangre.

3. Cilengitida para su uso segun la reivindicacion 1, para la prevencién o inhibicion temprana del desarrollo de
septicemia grave o choque séptico en un paciente que tiene o se sospecha que tiene septicemia.

4. Cilengitida para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, para el tratamiento de septicemia grave o
choque séptico en un paciente.

5. Cilengitida para su uso segun cualquier reivindicacion anterior, en la que el paciente también se trata con una

intervencion seleccionada de: antibidticos intravenosos; liquidos intravenosos; e intervencion especifica de
organos.
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Figura 1.
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Figura 2.

S. aureus unida a HAoEC
(recuento celular x10° por pocillo)

L. lactis unida a HACEC
(recuento celular x10° por pocillo) (3

>
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Figura 3.
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Figura 6.

Condicién Unién a LM80S-PE de aumento| valordep
(unidades de fl)
En reposo 2543

(sin TNFao)

Activada 332 31+ X % =0.05
(con TNFx)

60

50

40

30 -

20

10 .—
0 +

cﬂntml de cilengitida
vehiculo 0.05 uM

L. lactis unida a HAoEC
{recuento celular x10° por pocillo)

Clfa de Lactococcus lactis

% —
8 c
é @ 6000
23 5000 - - ]
35
s 3 4000
o O
£ S 3000
L =
N
£ 2000
L D
o & 1000 +
£ =]
5= 0
WT control de cilengitida

vehiculo

CIfA de Laciococcus lactis

29



ES2925697 T3

Figura 7.
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Figura 10.
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Figura 12.
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Figura 14.
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Figura 15.
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Figura 15E.
Proteina Funcion Ndmero de registro
Proteina de anillo M flagelar SEKRGDSLN WP 000994423.1
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fliH
Receptor de colicina | HRDRGDTYN AAN81146.1
Receptor hemo de SRDRGDLRQ AANB2744.1
membrana externa
Maltoporina SFGRGDSDE WP_000973666.1
Proteina A de membrana extema MPYKGDNIN AAN79561.1
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Figura 16.
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