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DESCRIPCION
Polipéptidos quiméricos y su uso en descolonizacion bacteriana
Campo técnico

La presente invencion se refiere a polipéptidos quiméricos que comprenden un dominio de unién a células (Cell
Binding Domain, CBD) de bacteriocina y al menos un dominio activo enzimatico (Enzymatic Active Domain, EAD)
que tiene actividad litica de pared celular bacteriana, que son utiles en la terapia y la profilaxis de la colonizacion
bacteriana patogénica, incluyendo infecciones bacterianas y enfermedades bacterianas, tal como se define en la
reivindicacion 1.

Antecedentes de la invencion

El nimero rapidamente creciente de bacterias resistentes a antibiéticos constituye un reto cada vez mayor para la
medicina y los sistemas de atencion sanitarios en todo el mundo. Especialmente, el niumero de infecciones con
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA) aumenta de
manera drastica en los paises desarrollados. En los Paises Bajos, las infecciones adquiridas en hospitales se
gestionan con éxito mediante el examen de pacientes que entran en el hospital para detectar si son portadores de
MRSA vy la consiguiente descolonizacion de tales pacientes. La estrategia establecida de la descolonizacion de S.
aureus de pacientes es la erradicacion de S. aureus en la nariz usando un antibidtico (por ejemplo, mupirocina) y la
descolonizacion de la piel usando desinfectantes. Los problemas de este régimen de descolonizacion son (i) uso
extenso de antibidticos, (ii) resistencia inminente de S. aureus frente a antibidticos (por ejemplo, frente a
mupirocina), (iii) altos costes debido a un tiempo de tratamiento muy largo (normalmente 5-7 dias), y (iv) infecciones
oportunistas debido a la completa erradicacion de flora natural de la piel.

Considerando estos graves inconvenientes, la comunidad esta buscando enfoques alternativos para la
descolonizacion eficaz en un tiempo corto y evitando el uso de antibidticos. Las lisinas, que son enzimas hidroliticas
o liticas inducidas por bacteriéfagos responsables de la lisis del huésped bacteriano, ofrecen tales ventajas en
general pero tienen que optimizarse para diversos aspectos. Se han designado lisinas de bacteriéfagos (fagos)
usando diversos nombres incluyendo lisinas, lisinas de fagos, virolisinas, y endolisinas. Estructuralmente, las lisinas
se encuentran comunmente como proteinas modulares con al menos un dominio que confiere la actividad
enzimatica para hidrolizar uniones especificas en la capa de mureina o peptidoglicano de la pared celular bacteriana
(dominio activo enzimatico - EAD), y un dominio que confiere especificidad de unién a un epitopo de hidrato de
carbono de la pared celular (dominio de unién a células - CBD). Por tanto, los miembros de la familia de lisina
(hidrolasas de peptidoglicano o pared celular) presentan un disefio modular en el que un dominio catalitico se
fusiona a un dominio de unién o especificidad.

Durante el ciclo de reproduccion de bacteriéfagos (fagos), tras el ensamblaje de las nuevas particulas de fago, se
producen lisinas (endolisinas) para destruir la pared celular bacteriana. Las endolisinas pueden dividirse en cinco
clases segun sus actividades liticas de pared celular: (1) N-Acetiimuraminidasas (lisozimas), (2) Endo-B3-N-
acetilglucosaminidasas, (3) Transglicosidasas liticas, (4) N-acetiimuramoil-L-alanina amidasas, y (5)
Endopeptidasas. Cuando las (1) a (3) mencionadas anteriormente se escinden dentro del resto de azucar del
peptidoglicano, (4) se escinde en el enlace amida entre el esqueleto de azlcar y el ligador peptidico y (5) se escinde
dentro del puente cruzado peptidico.

Se describe que las endolisinas tienen un espectro estrecho con respecto a su diana. En el caso de bacterias Gram-
positivas, las endolisinas actian en las paredes celulares desde el interior asi como desde el exterior, convirtiendo,
por tanto, estas moléculas en candidatos a farmacos antimicrobianos (Borysowski et al. 2006). Mientras que los
intervalos de huésped de bacteriéfago son muy restrictivos, es decir sélo reconocen un antigeno especifico en su
huésped bacteriano, las lisinas de fago son menos restrictivas, reconociendo una molécula de hidrato de carbono
especifico comun a las especies particulares de bacterias huésped. Aunque el intervalo de bacterias que son la
diana de lisinas es menos restrictivo que el correspondiente bacteriéfago, las lisinas todavia mantienen un grado de
especificidad, y tienen efectos minimos sobre otras bacterias, incluyendo organismos comensales.

El uso de endolisinas para destruir bacterias se dio a conocer por primera vez por Gasson en 1991 (documento GB
2 255 561). Nelson et al. 2001 han descrito aplicaciones terapéuticas y profilacticas adicionales, incluyendo sistemas
de modelos animales. Este trabajo describe una aplicacion tépica de endolisinas contra estreptococos y
neumococos del grupo A en tratamiento oral y nasofaringeo. En el campo del tratamiento de estafilococos con
lisinas derivadas de bacteridfagos, Rashel et al. 2007 han mostrado que la endolisina del fago phiMR11 puede
erradicar MRSA en orificios nasales de ratones y protege a los ratones de muerte séptica mediante inyeccion
intraperitoneal. En el documento US 5.997.862 se describen regimenes de tratamiento y composiciones
farmacéuticas adicionales para tratar y prevenir infecciones bacterianas usando lisinas derivadas de fagos. Sin
embargo, en todos los ejemplos publicados hasta ahora usando endolisinas derivadas de bacteriéfagos para el
tratamiento de infecciones bacterianas, la cantidad de proteina para un tratamiento eficaz es muy alta. Esto se debe
a la escasa estabilidad de las enzimas y se debe a la inhibicidon de la actividad en matrices relevantes de aplicacion.

En el caso de lisinas contra bacterias Staphylococcus, se han clonado y caracterizado varias endolisinas silvestres.
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Por ejemplo, la proteina 17 del fago P68 es una endolisina de estafilococo, que se notifica que presenta actividad
antimicrobiana contra aislados de S. aureus incluyendo aislados clinicos (Takac y Blasi 2005). Diversos grupos
investigaron la endolisina del bacteriéfago phi11 de S. aureus en aplicaciones antimicrobianas. Navarre et al. 1999
identificaron dos dominios de actividad enzimatica (amidasa y endopeptidasa) en lisina de phi11 y mostraron que un
mutante con delecion del dominio amidasa todavia es activo. Se han caracterizado mutantes de endolisina de phi11
(y phi12) mediante diferentes ensayos de actividad en paredes celulares de S. aureus, bacterias inactivadas por
calor y en biopeliculas bacterianas (Sass y Bierbaum 2007). Todas estas investigaciones tienen en comun que estan
usando condiciones experimentales artificiales para la caracterizacién funcional de las endolisinas. Por tanto, no
pueden extraerse evidencias en cuanto a la eficacia en células vivas en condiciones relevantes de aplicaciéon a partir
de estas publicaciones.

Otra enzima estafilococica se deriva del bacteriéfago phiK. Esta endolisina, denominada lysK, se ha caracterizado
en mas detalle por los grupos de David M. Donavan y R. Paul Ross (O’Flaherty ef al. 2005; documento WO
2008/001342; Becker et al. 2008; Horgan et al. 2009). Han podido demostrar que lysK tiene una amplia actividad
bactericida contra bacterias de staphylococcus vivas sin discriminar entre los diferentes géneros. LysK consiste en
un CBD y dos EAD, una cisteina-histidina aminopeptidasa (Cysteine-Histidine Amino Peptidase, CHAP) y un dominio
amidasa. Al expresar los EAD individuales, pudieron demostrar que el dominio de CHAP solo es suficiente para
destruir, pero no el dominio amidasa. Un mutante de delecion, sin el dominio amidasa (lyskKA221-390), posee la
misma actividad de destruccion que la proteina silvestre. Al determinarse los valores de MIC para los constructos de
truncamiento/delecion, sélo pudieron medirse los valores de MIC para lysKA221-390 y LysK silvestre en medio TSB.
El dominio CHAP no mostro solo actividad medible dentro de una matriz compleja de este tipo. Los valores de MIC
determinados son considerablemente altos, 78 upg/ml y 63 upg/ml para lysK silvestre y lysKA221-390,
respectivamente. Hasta ahora no se ha descrito ninguna lisina quimérica basada en los dominios de lysK.

Todos los datos publicados usando endolisinas silvestres muestran claramente que estas moléculas son bastante
eficaces en destruir bacterias en disoluciones tampon. La ventaja de estas moléculas es el tiempo de comienzo muy
rapido (de minutos a horas), y el modo de accion desde el exterior sin implicacion de procesos metabdlicos dentro
de la célula. De hecho, para las endolisinas no se ha descrito en la bibliografia la induccién/adquisicién de
resistencia. Por otra parte, las endolisinas silvestres tienden a ser bastante inestables a temperaturas elevadas y la
funcionalidad se reduce en composiciones complejas como medios de cultivo o fluidos biolégicos. Todos los valores
de MIC (concentracion inhibitoria minima) o valores de MBC (concentracion bactericida minima) publicados estan en
el intervalo > 50 pug/ml. Puede especularse que en muchos casos los valores de MIC no se notifican por motivos
experimentales.

También pueden encontrarse en bacterias enzimas con propiedades de degradacion de pared celular similares a las
lisinas de bacteriéfagos (endolisinas). Las autolisinas son enzimas bacterioliticas que digieren el peptidoglicano de la
pared celular de las bacterias que las producen. Las autolisinas estan implicadas en la reconstruccion de la pared
celular durante la divisién de células bacterianas. Aunque potencialmente letales, las autolisinas parecen ser
universales entre las bacterias que poseen peptidoglicano. “Autolisina” es el término usado para las lisinas, que se
producen por bacterias y estan implicadas en la divisién celular, mientras que el término “lisina” o “endolisina” se
refiere a enzimas liticas, que estan implicadas en la liberacién de fagos, tal como se describié anteriormente en el
presente documento. Las bacteriocinas son moléculas también producidas y secretadas por microorganismos. Son
sustancias antibacterianas de naturaleza proteica que se producen por diferentes especies bacterianas. Una
subclase de bacteriocinas consiste en enzimas (toxinas proteicas) que se producen por bacterias para inhibir el
crecimiento de cepa(s) bacteriana(s) de concurrencia similar o estrechamente relacionada(s) en su habitat. Muchas
bacterias producen péptidos de bacteriocina antimicrobianos. También contienen CBD y EAD. Las bacteriocinas
seleccionan como diana procariotas pero no eucariotas, lo que las hace seguras para el consumo humano.

La bacteriocina lisostafina se produce de manera natural por Staphylococcus simulans para combatir
Staphylococcus aureus. Es altamente eficaz in vitro y puede destruir bacterias en medios complejos (Kumar J.
2008). La lisostafina consiste en un CBD y un dominio glicil-glicina endopeptidasa, que escinde el puente cruzado de
pentaglicinas caracteristico en paredes celulares de S. aureus. Esta molécula se ha sometido a prueba en diversos
modelos animales y presenta buena eficacia incluso en matrices complejas (Kokai-Kun et al. 2007; Kusuma et al.
2007). Los valores de MIC notificados de lisostafina son mas de 1000 veces inferiores en comparacion con lysK
(<0,02 pg/ml). La principal desventaja de lisostafina es la aparicion de resistencia en S. aureus. Hasta ahora se han
descrito dos mecanismos de escape genético diferentes: En primer lugar, la incorporacion de serina en el puente de
pentaglicinas (DeHart et al. 1995). En segundo lugar, el acortamiento del puente de glicinas; gly3 o gly2 (Ehlert et al.
1997; Strandén et al. 1997). Puede suponerse que tal marcador de resistencia monogénica se seleccionara
rapidamente bajo presion de seleccion.

Los dominios activos enzimaticos (EAD) pueden encontrarse ademas en proteinas estructurales de bacteri6fagos.
Forman parte de la maquinaria de infeccion temprana del bacteriéfago, hidrolizando localmente la pared celular
antes de la inyeccion de ADN.

Con el fin de abordar el hecho de desarrollo de resistencia, los grupos comenzaron a investigar la combinacion de
diferentes lisinas. Por ejemplo, se han descrito efectos sinérgicos entre lysK y lisostafina (Becker et al. 2008), dando
como resultado concentraciones eficaces reducidas para destruir S. aureus. El inconveniente de este concepto es
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que, en el caso de aparicion de resistencia contra un componente (por ejemplo, lisostafina), la concentracion del
segundo componente ya no sera eficaz. Ademas, una composicién con dos componentes activos es dificil de
desarrollar y es caro de producir.

Se sabe que es posible una combinacion de dominios (CBD y EAD) de organismos de diferentes fuentes. Sin
embargo, el fin de tales experimentos de intercambio de dominios siempre fue alterar o ampliar la especificidad de
huésped de las lisinas (Diaz et al. 1990; Croux et al. 1993; Donovan et al. 2006). Hasta ahora, no se han realizado
experimentos de intercambio de dominio sistematicos con EAD derivados de endolisina para obtener moléculas
liticas con propiedades mejoradas con respecto a la eficacia, el potencial de resistencia y la estabilidad.

Hay un ejemplo en la literatura de construir una lisina quimérica altamente estable basada en un CBD de lisostafina
fusionado a un dominio de enzima de degradacion de mureina asociada a la cola (Tail Associated Murein-Degrading
Enzyme, TAME) (documento WO 2007/130655). Este dominio puede considerarse como estable ya que es una
parte de una proteina estructural de bacteriéfago. El inconveniente de tales constructos es la actividad especifica
muy baja en comparacion con endolisinas. Por tanto, se requiere mas proteina para alcanzar concentraciones
eficaces. Ademas, la inhibicion de las moléculas en matrices complejas no puede excluirse porque no se ha
proporcionado ninguna caracterizacion en este sentido.

Hay una necesidad en la actualidad de terapias y agentes eficaces en el control de contaminacion, colonizacion e
infeccion bacteriana. Un gran problema en la medicina ha sido el desarrollo de bacterias resistentes a farmacos ya
que se usan mas antibiéticos para una gran variedad de enfermedades y otros estados. El sobreuso de antibidticos
ha aumentado el numero de bacterias que muestran resistencia. Ademas, antibidticos ampliamente reactivos
pueden afectar a la flora normal y pueden causar resistencia a antibidticos en estos organismos debido a la
frecuencia de uso de farmacos. El numero de personas que estan haciéndose hiperalogénicas a antibioticos parece
aumentar debido al sobreuso de antibiéticos. Por consiguiente, hay una necesidad comercial de nuevos antibiéticos
(o sustancias bactericidas), especialmente aquellos que funcionan en nuevas modalidades o proporcionan nuevos
medios de matar bacterias patdgenas.

Sumario de la invenciéon

El uso de dominios liticos de una endolisina de bacteriéfagos, una bacteriocina o una autolisina bacteriana,
especificamente dominios liticos de bacteriéfago derivados de endolisinas, para el tratamiento de infecciones
bacterianas es una alternativa prometedora para superar el nimero creciente de resistencia a antibiéticos en
bacterias. Tal como mostraron en principio varios investigadores, es posible destruir bacterias in vitro y en modelos
animales. La ventaja de tales proteinas liticas es el rapido comienzo de accién y el menor riesgo de desarrollo de
resistencia contra estas enzimas. Como un inconveniente general, hasta ahora todos los estudios han mostrado que
se requiere una concentracion relativamente alta de lisina para la completa erradicacion de las bacterias diana. El
motivo de la necesidad de tales concentraciones altas puede explicarse con la reducida actividad de las moléculas
en matrices complejas y su baja estabilidad a temperatura elevada. Datos de actividad relevante de aplicacién como
(i) valores de MIC en medios de crecimiento bacteriano, (ii) valores de MBC en matrices relevantes de aplicacion
(suero, medios de crecimiento, mucina etc.), (iii) Valores log de reduccion de cfu en matrices relevantes (suero,
medios de crecimiento, mucina etc.), (iv) actividad de lisina en dependencia de fase de crecimiento bacteriano, y (v)
intervalo de pH de actividad, apenas han sido publicados por tanto. Una desventaja adicional de las lisinas de
estafilococos actuales es que tienden a ser bastante inestables y a menudo muestran escasa solubilidad.

La presente invencion proporciona con éxito nuevos polipéptidos quiméricos tal como se reivindican contra bacterias
Gram positivas, Staphylococcus aureus, especificamente incluyendo MRSA, con eficacia sustancialmente mejorada
en matrices relevantes tales como medios de cultivo, mucina o suero. Ademas, los polipéptidos quiméricos segun la
presente invencion presentan excelente estabilidad térmica y buena solubilidad. La actividad de los polipéptidos
quiméricos segun la presente invencion puede no ser dependiente de la fase de crecimiento bacteriano. Los
polipéptidos quiméricos proporcionados por la presente invenciéon son utiles en el tratamiento y la profilaxis de la
colonizacién bacteriana patogénica, incluyendo infecciones bacterianas y enfermedades bacterianas,
especificamente bacterias Gram positivas patogénicas incluyendo bacterias de Staphylococcus patogénicas.

La presente invencion proporciona los elementos tal como se reivindican.

Los polipéptidos quiméricos de la presente invencion seleccionan como diana bacterias patogénicas especificas y
éstas no interfieren con la flora bacteriana normal. También, los polipéptidos quiméricos de la presente invencion
atacan principalmente estructuras de pared celular, que no se ven afectadas por variacion de plasmido. Las
acciones de los dominios activos enzimaticos de los polipéptidos quiméricos de la presente invencién son rapidas y
pueden no depender del crecimiento bacteriano. Los polipéptidos quiméricos de la presente invenciéon pueden
dirigirse al revestimiento mucoso en el que, en residencia, pueden destruir bacterias de colonizacion,
especificamente bacterias Gram positivas, mas especificamente cepas de Staphylococcus, todavia mas
especificamente especies y sub-especies de Staphylococcus aureus, y lo mas especificamente MRSA.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados de tratamiento de una piel humana con un polipéptido quimérico de la presente
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invencion (Ejemplo 9). “Desinfectante” representa el control positivo. “Antes del tratamiento” representa el control
negativo.

La figura 2 muestra los resultados de tratamiento de Staphylococcus aureus en placas de Agar-LB con un
polipéptido quimérico (Ejemplo 10). La figura 2A representa el experimento de control.

La figura 3 muestra la actividad dependiente de pH de PRF119 en un cultivo de Staphylococcus aureus.
Descripcion detallada de la invencién

Los polipéptidos quiméricos proporcionados por la presente invencion tienen actividad de destruccion contra dos o
mas cepas bacterianas Gram positivas. En un aspecto, los polipéptidos quiméricos presentan un efecto litico en
multiples cepas gram positivas, preferiblemente cepas de Staphylococcus, mas preferiblemente cepas de
Staphylococcus aureus. Especificamente, la presente invencion proporciona polipéptidos quiméricos para el
tratamiento y la prevencion de infecciones de Staphylococcus aureus.

Lo anterior ha explicado resumidamente las caracteristicas de diversas realizaciones con el fin de que la descripcion
detallada que sigue se entienda mejor. A continuacion en el presente documento se describiran caracteristicas y
ventajas adicionales de diversas realizaciones que constituyen el objeto de las reivindicaciones de la invencion.

En un aspecto, los polipéptidos quiméricos de la presente invencién son Utiles para aplicacion, en particular
aplicacion topica, para la descolonizacion de bacterias Gram positivas, especificamente Staphylococcus aureus'y S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA), basandose en la actividad enzimatica del(de los) dominio(s) litico(s) en
combinacién con actividad, estabilidad y especificidad mejoradas de los polipéptidos quiméricos. Sorprendentemente
se ha encontrado que un polipéptido quimérico seguin la presente invencion muestra actividad litica mejorada,
selectividad y estabilidad de huésped mejoradas en comparacion con endolisinas silvestres. Especificamente, se
encontraron una actividad mejorada (expresada por valor de MIC) y estabilidad mejorada para un polipéptido
quimérico, que comprende una primera parte y una segunda parte, en el que dicha primera parte comprende una
secuencia de aminoacidos del CBD de lisostafina, preferiblemente el CBD de SEQ ID NO: 4, y en el que dicha
segunda parte comprende una secuencia de aminoacidos del dominio CHAP de lysK, preferiblemente el dominio
CHAP de SEQ ID NO: 1. Un polipéptido quimérico tal también ha demostrado que presenta una selectividad de
huésped mejorada, preferiblemente para cepas de Staphylococcus.

Asimismo, se encontraron una actividad mejorada (expresada por el valor de MIC) y estabilidad mejorada para un
polipéptido quimérico, que comprende una primera parte y una segunda parte, en el que dicha primera parte
comprende una secuencia de aminoacidos del CBD de lisostafina, preferiblemente el CBD de SEQ ID NO: 4, y en el
que dicha segunda parte comprende una secuencia de aminoacidos del dominio CHAP de lysK, preferiblemente el
dominio CHAP de SEQ ID NO: 1, y una secuencia de aminoacidos del dominio litico de lisostafina, preferiblemente
el dominio litico de SEQ ID NO: 2. Un polipéptido quimérico tal también ha demostrado que presenta una
selectividad de huésped mejorada, preferiblemente para cepas de Staphylococcus.

En otro aspecto, los polipéptidos quiméricos de la presente invencién poseen valores de MIC valores inferiores a
10 pug/ml, preferiblemente inferiores a 1 pg/ml, todavia mas preferiblemente inferiores a 0,3 pg/ml, y lo mas
preferiblemente inferiores a 0,1 pg/mil.

En un aspecto adicional, los polipéptidos quiméricos de la presente invencion poseen valores de MBC (99,99%) para
reduccion de log 4 de células bacterianas vivas inferiores a 10 ug/ml, preferiblemente inferiores a 1 ug/ml, mas
preferiblemente inferiores a 0,5 ug/ml, todavia mas preferiblemente inferiores a 0,05 pg/ml, y lo mas preferiblemente
inferiores a 0,01 ug/ml. Es un objeto de la presente invencion que los valores de MBC para reduccion de log 4 de
células bacterianas de los polipéptidos quiméricos proporcionados en el presente documento no estén
significativamente inhibidos en matrices complejas tales como mucina y/o sangre y/o suero.

En una realizacion de la presente invencion, se usa al menos un dominio activo enzimatico (EAD), que se escinde
entre restos altamente conservados dentro del puente cruzado peptidico de paredes celulares de S. aureus.

En un aspecto, la presente invencion proporciona polipéptidos quiméricos, que se optimizan ya que permiten
discriminar entre S. aureus y otras especies de estafilococos.

En un aspecto adicional, los polipéptidos quiméricos de la presente invencién son altamente activos y poseen
estabilidad mejorada.

En la presente invencion, el término “CBD” representa la abreviatura para dominio de unién a células, mas
especificamente dominio de unién a la pared celular. Por tanto, el término “CBD” también puede representar la
abreviatura para dominio de union a la pared celular. Los términos “dominio de unién a células” y “dominio de unién
a la pared celular” pueden usarse de manera intercambiable. La definicion estructural y funcional de un CBD segun
la presente invencion se facilita en otro lugar de la descripcion.

En la presente invencion, “EAD” representa la abreviatura para dominio activo enzimatico. La definicion estructural y
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funcional de un EAD segun la presente invencion se facilita en otro lugar de la descripcion.

Un “polipéptido quimérico” segun la presente invencién es una proteina tal como se reivindica. En este contexto, los
términos “proteina” y “péptido” pueden usarse de manera intercambiable con el término “enzima”. En otras palabras,
un “polipéptido quimérico” de la presente invencion es un polipéptido, que comprende dominios heterdlogos. La
presente invencién se describe en las reivindicaciones.

En la presente invencion, la fuente o el origen de los dominios comprendidos por la primera y segunda parte del
polipéptido quimérico de la presente invencion es diferente. Esto no significa que mientras que la primera parte
comprende a modo de definicién un CBD de bacteriocina, la segunda parte no pueda comprender al menos un
dominio activo enzimatico (EAD), que es un dominio litico de una bacteriocina, aunque la lisostafina se excluye como
un polipéptido quimérico de la presente invencion. Es decir, el CBD y el EAD del polipéptido quimérico de la
presente invencién pueden no tener su origen en la misma bacteriocina, pero pueden tener su origen en
bacteriocinas diferentes. Las bacteriocinas son diferentes entre si cuando provienen de una diferente fuente u origen
de organismo. Las bacteriocinas también son diferentes entre si cuando no reconocen miembros de la misma
especie, sino de especies estrechamente relacionadas o diferentes mediante sitios de receptor de unién en
organismos sensibles, o susceptibles.

Una especie o0 sub-especie bacteriana patogénica se define por similitudes halladas entre sus miembros.
Propiedades tales como reacciones bioquimicas, composicién quimica, estructuras celulares, caracteristicas
genéticas, y caracteristicas inmunoldgicas se usan para definir una especie o sub-especie bacteriana patogénica y
por tanto diferenciar especies y sub-especies bacterianas patogénicas diferentes.

Las secuencias génicas que codifican para el CBD de bacteriocinas segun la presente invencion pueden derivarse
de la correspondiente informacion genética de las células, que codifican para los dominios/proteinas de unién a la
pared celular.

Las lisinas de bacteriofagos estan en tres categorias, glicosidasas, amidasas, y endopeptidasas, en funcién del tipo
de enlace quimico que escinden dentro del peptidoglicano. Las glicosidasas pueden subdividirse ademas en las
muramidasas, glucosaminidasas, y transglicosilasas.

No sélo se sabe que los bacteriéfagos codifican para y producen lisinas, sino también las denominadas enzimas
muraliticas asociadas con la cola (TAME), que también pueden hidrolizar paredes celulares bacterianas. Mientras
que las lisinas se producen en la fase final del ciclo vital del fago para facilitar la liberacion de los fagos progenie a
partir de la bacteria huésped, en cambio las TAME se producen durante la primera fase del proceso de infecciéon de
una célula huésped. La primera fase del proceso de infeccion de fago comprende las etapas de adsorcion a y
penetracion en la célula huésped, lo cual se media usando, entre otras cosas, la TAME. Muchos pero no todos los
fagos tienen colas unidas a la cabeza del fago.

Las lisinas de bacteriéfagos se componen estructuralmente de dos dominios, un dominio activo enzimatico litico y un
dominio de union a células. En la presente invencion, la segunda parte del polipéptido quimérico puede comprender
una secuencia de aminoacidos del dominio litico de una lisina de bacteriéfagos. Estan excluidas de la presente
invencion enzimas muraliticas asociadas a la cola (TAME) de bacterioéfagos. Por tanto, mientras que la segunda
parte del polipéptido quimérico de la presente invencion puede comprender una secuencia de aminoacidos del
dominio litico de una lisina de bacteri6fagos (endolisina), se excluye que el dominio litico de una lisina de
bacteriéfagos segun la presente invencion pueda ser una denominada enzima muralitica asociada a la cola (TAME)
de bacteriofagos tal como se describié anteriormente en el presente documento. En otras palabras, estan excluidas
de la presente invencion partes de cola de bacteriéfagos o las denominadas enzimas muraliticas asociadas a la cola
(TAME) de bacteriéfagos que presentan la actividad de hidrolizar paredes celulares bacterianas.

En un aspecto de la presente invencion, una bacteria Gram positiva es preferiblemente una bacteria Gram positiva
patogénica. Mas preferiblemente, en la presente invencion una bacteria Gram positiva es una bacteria de
Staphylococcus patogénica. Todavia mas preferiblemente, en la presente invencion una bacteria de Staphylococcus
patogénica es una especie 0 sub-especie patogénica de Staphylococcus. En un aspecto de la presente invencion,
una bacteria de Staphylococcus patogénica es preferiblemente S. aureus o MRSA. En otro aspecto de la presente
invencion, una bacteria patogénica que pertenece al género Staphylococcus es preferiblemente S. epidermidis o S.
haemolyticus. En todavia otro aspecto de la presente invencion, una bacteria patogénica que pertenece al género
Staphylococcus es preferiblemente S. simulans o S. saprophyticus. En un aspecto adicional de la presente
invencion, una bacteria patogénica que pertenece al género Staphylococcus es preferiblemente S. hyicus o S.
warneri. En un aspecto, una bacteria patogénica que pertenece al género Staphylococcus es S. xylosus.

El dominio litico de lisostafina tiene una accion litica especifica contra Staphylococcus. En particular, el dominio litico
de lisostafina tiene actividad glicil-glicina endopeptidasa. Por consiguiente, en un aspecto de la presente invencion el
dominio litico del polipéptido quimérico de la invencién es el dominio litico de lisostafina, que tiene actividad glicil-
glicina endopeptidasa. En una realizacion preferida, el dominio litico del polipéptido quimérico de la presente
invencion es el dominio litico de lisostafina y por tanto el polipéptido quimérico se usa en profilaxis o terapia de
infecciones de estafilococos y/o colonizaciones de estafilococos.
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La actividad enzimatica de un dominio activo enzimatico (EAD) se refiere a un polipéptido que tiene la actividad de
lisar una bacteria cuya pared celular contiene peptidogliano. Preferiblemente, la bacteria que tiene una pared celular
que contiene peptidoglicano es una bacteria Gram positiva. La naturaleza de peptidoglicano es conocida para el
experto en la técnica como un polimero de aminoaztcares entrecruzados por péptidos cortos que forma una matriz
covalente que rodea a la membrana citoplasmica y constituye el mayor componente de esqueleto de la pared
celular.

Los dominios liticos de la presente invencidon pueden aislarse de la naturaleza o puede producirse por medios
recombinantes o sintéticos. La expresion “dominio litico” especificamente abarca formas naturales (por ejemplo,
formas alternativamente cortadas y empalmadas o modificadas) y variantes naturales de la enzima. En un ejemplo,
la enzima de la secuencia nativa es un polipéptido maduro o de longitud completa que se codifica por un gen de un
bacteriéfago especifico para estafilococos patogénicos, preferiblemente Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA).

Un “fago” o “bacteriéfago”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la categoria bien conocida de
virus que infectan bacterias. Los fagos incluyen secuencias de ADN o ARN encapsidadas en una envuelta o cubierta
de proteinas (“capside”).

El término “CHAP” usado en el contexto de la presente invencién es conocido para el experto en la técnica como
amidohidrolasas/peptidasas dependientes de cisteina-histidina.

En la presente invencion, el término “bacteria” preferiblemente describe una “bacteria diana”, y se refiere a una
bacteria que se une mediante un polipéptido quimérico de la presente invencién y/o cuyo crecimiento, supervivencia
o replicacion se inhibe mediante la actividad enzimatica del dominio activo enzimatico (EAD) de la segunda parte del
polipéptido quimérico segun la presente invencion. La inhibicion del crecimiento bacteriano se refiere a la
ralentizacion o detencion de la velocidad de division de una célula bacteriana o al cese de la division celular
bacteriana o a la muerte de las bacterias. El término “bacteria diana” incluye especificamente bacterias diana Gram
positivas.

“MIC” se refiere a concentracion inhibitoria minima. El valor de MIC se define como la concentracion mas baja de un
polipéptido quimérico de la presente invencion que evita el crecimiento visible de bacterias de prueba. Los ensayos
de MIC se determinaron mediante el método de dilucién de caldo en una modificacion de normas del NCCLS (2003;
Métodos para la prueba de susceptibilidad antimicrobiana de diluciéon para bacterias que crecen de manera aerobica;
norma aprobada M7-A6). La concentracion de polipéptidos quiméricos usada oscildé de desde 200 pug/ml hasta
0,00019 pg/ml. Se realizaron diluciones de dos veces en caldo de infusion de cerebro y corazon (Brain Heart
Infussion, BHI) suplementado con albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) al 0,1% en una placa de
microtitulacién de 96 pocillos. Cada pocillo se inoculd con 1 x 10° UFC/ml de estafilococos diluidos de un cultivo de
toda la noche crecido en BHI. Se incluyé crecimiento sin proteina como un control. La placa de microtitulacion se
incubd a 30°C durante 24 horas. Los valores se determinaron midiendo la absorbancia a 620 nm en un lector de
microplacas.

“MBC” se refiere a concentracion bactericida minima. Las MBC para polipéptidos quiméricos se determinaron
mediante una modificacion de las normas de NCCLS (1999; Métodos para determinar actividad bactericida en
agentes antimicrobianos; directrices aprobadas Vol.19). La concentracion de polipéptidos quiméricos usada oscil6 de
desde 50 ug/ml hasta 0,00005 pg/ml. Se realizaron diluciones de diez veces en Tris/HCI 20 mM pH 8, NaCl 60 mM,
CaClz 2 mM complementado con albumina de suero bovino (BSA) al 1% en tubos de reaccion. Estafilococos de un
cultivo de toda la noche en BHI se diluyeron hasta un indculo final de 1 x 10° UFC/ml en cada tubo. Se incluyé un
tubo que contenia tampdn y BSA pero ninguna proteina como un control. Los tubos de dilucién se incubaron a 30°C
durante 1 hora. Un volumen de cada muestra (100 ul) se sembré en placas de Agar-LB. El valor de MBC se definioé
como la dosis de polipéptido quimérico que llevé a una caida de log 3 o superior desde la concentracion bacteriana
inicial (destruccion del 99,9% del indculo inicial).

“Polipéptido” se refiere a una molécula compuesta por aminoacidos que corresponde a polipéptidos codificados por
una secuencia de polinucleétidos que es natural. El polipéptido puede incluir sustituciones conservativas en las que
el aminoacido natural se sustituye con uno que tiene propiedades similares, en las que tales sustituciones
conservativas no alteran la funcién del polipéptido (véase, por ejemplo, Lewin “Genes V” Oxford University Press
Capitulo 1, pag. 9-13 1994). Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” normalmente se usan de manera
intercambiable en el presente documento para referirse a un polimero de residuos de aminoacidos. Puede hacerse
referencia a aminoacidos en el presente documento o bien por sus simbolos de tres letras bien conocidos o bien por

los simbolos de una letra recomendados por la Comisién de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB.

En un aspecto de la divulgacion, se proporciona en el presente documento una variate del dominio litico de una
lisina o endolisina de bacteriéfagos descrita en el presente documento, que tiene al menos el 80%, preferiblemente
el 90%, mas preferiblemente el 95%, de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 1.
En diversos aspectos de la divulgacion, se proporciona en el presente documento una variante del dominio litico de
una lisina o endolisina de bacteriéfagos descrita en el presente documento, que tiene al menos el 81%, 82%, 83%,
84%, 85%, 86%, 87%, 88%, o 89%, preferiblemente al menos el 91%, 92%, 93%, o0 94%, y mas preferiblemente el
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96%, 97%, 98%, o 99%, de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 1. En otro
aspecto de la divulgaciéon, se proporciona en el presente documento una variante del dominio litico de una
bacteriocina descrita en el presente documento, que tiene al menos el 80%, preferiblemente al menos el 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99%, de identidad de
secuencia de aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 2. En todavia otro aspecto de la divulgacion, se
proporciona en el presente documento una variante del dominio litico de una autolisina bacteriana descrita en el
presente documento, que tiene al menos el 80%, preferiblemente al menos el 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99%, de identidad de secuencia de
aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 3. En otro aspecto adicional de la divulgacion, se proporciona en el
presente documento una variante del CBD de bacteriocina descrito en el presente documento, que tiene al menos el
80%, preferiblemente al menos el 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, o 99%, de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 4.
Preferiblemente, estas variantes tienen esencialmente la misma actividad bioldgica que los correspondientes
polipéptidos de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, y SEQ ID NO: 4, respectivamente.

También se proporcionan en el presente documento variantes de los polipéptidos quiméricos de SEQ ID NO: 10 y
SEQ ID NO: 15, respectivamente, en el que cada una de las variantes tiene al menos el 80%, preferiblemente al
menos el 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o
99%, de identidad de secuencia de aminoacidos con el correspondiente polipéptido de SEQ ID NO: 10 y SEQ ID
NO: 15, respectivamente. En una realizacion preferida, tales variantes tienen un valor de MIC <10 ug/ml,
preferiblemente <1 pug/ml, y mas preferiblemente <0,1 ug/ml. Ademas, tales variantes tienen preferiblemente un valor
de MBC (99,99%) de <0,5 pg/ml, preferiblemente <0,05 pug/ml.

“Porcentaje (%) de identidad de secuencia de polipéptidos” con respecto a las secuencias de polipéptidos
identificadas en el presente documento se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia
candidata que son idénticos a los residuos de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de referencia especifica,
tras alinear las secuencias en el mismo marco de lectura e introducir huecos, si es necesario, para lograr el maximo
porcentaje de identidad de secuencia, y no considerando ninguna sustitucion conservativa como parte de la
identidad de secuencia. La alineacion con el fin de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de
aminoacidos puede lograrse de varias maneras conocidas por los expertos en la técnica, tal como usando software
informatico disponible al publico tal como software blast.

La invencion proporciona variantes de los polipéptidos quiméricos mencionados anteriormente, que aumentan la
estabilidad y/o actividad de los mismos.

Las partes biolégicamente activas de un fragmento de proteina o péptido, tal como se describe en el presente
documento, incluyen polipéptidos que comprenden secuencias de aminoacidos suficientemente idénticos a o
derivados de la secuencia de aminoacidos de los EAD y los CBD segun la presente invencién, que incluyen menos
aminoacidos que la proteina de longitud completa y presentan la misma actividad de la correspondiente proteina de
longitud completa.

La presente divulgacion proporciona acidos nucleicos que codifican para los polipéptidos quiméricos de la presente
invencion. Ademas, se proporcionan en el presente documento acidos nucleicos que codifican para los CBD y los
EAD segun la presente invencion. También se proporcionan vectores que portan tales acidos nucleicos y células
huésped transformadas o transfectadas con tales vectores.

Tal como se usa en el presente documento, un “acido nucleico” normalmente se refiere a polimeros de
desoxirribonucleodtido o ribonucledtidos (puros o mixtos) en forma mono o bicatenaria. La expresion puede abarcar
acidos nucleicos que contienen analogos de nucledtidos o residuos o enlaces de esqueleto modificados, que son
sintéticos, naturales, y no naturales, que tienen propiedades de union, estructurales o funcionales similares al acido
nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a los nucledtidos de referencia. Ejemplos no
limitantes de tales analogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforamidatos, fosfonatos de metilo, fosfonatos
de metilo quirales, 2-O-metil ribonucleodtidos, y acidos peptidonucleicos (Peptide-Nucleic Acids, PNA). La expresion
acido nucleico puede, en algunos contextos, usarse de manera intercambiable con gen, ADNc, ARNm,
oligonucledtido y polinucledtido.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen vectores que comprenden un polinucleétido o polinucleétidos que
codifican para una de las secuencias de polipéptidos descritas en el presente documento, o variantes o fragmentos
de las mismas. Otros ejemplos se refieren a células huésped que se modifican con ingenieria genética con vectores
de la divulgacion y la produccion de polipéptidos de la divulgacion por técnicas recombinantes. También pueden
emplearse sistemas de traduccion libres de células para producir tales proteinas usando ARN derivados de los
constructos de ADN de la divulgacion.

Para la produccién recombinante, pueden modificarse con ingenieria genética células huésped para incorporar
sistemas de expresion o partes de los mismos o polinucleétidos de la divulgacion. Puede realizarse la introduccion
de un polinucledtido en la célula huésped mediante métodos descritos en muchos manuales de laboratorio estandar.
Ejemplos representativos de huéspedes apropiados incluyen células bacterianas, tales como estreptococos,
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estafilococos, enterococos, células de E. coli, Streptomyces y Bacillus subtilis; células fungicas, tales como células
de levaduras y células de Aspergillus; células de insecto tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9;
células animales tales como CHO, COS, HelLa, C127, 3T3, BHK, 293 y células de melanoma de Bowes; y células de
plantas.

Puede usarse una gran variedad de sistemas de expresion para producir los polipéptidos de la divulgacion. Tales
vectores incluyen, entre otros, vectores cromosémicos, episomales y derivados de virus, por ejemplo, vectores
derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriéfago, de transposones, de episomas de levaduras, de elementos de
insercion, de elementos de cromosomas de levaduras, de virus tales como baculovirus, papovavirus, tales como
SV40, virus vacuna, adenovirus, virus de viruela aviar, virus y retrovirus de pseudorrabia, y vectores derivados de
combinaciones los mismos, asi como aquellos derivados de elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos, tales
como cosmidos y fagéomidos. Los constructos de sistema de expresion pueden contener regiones de control que
regulan y también engendran la expresion. Generalmente, cualquier sistema o vector adecuado para mantener,
propagar o expresar polinucleétidos y/o para expresar un polipéptido en un huésped puede usarse para la expresion
en este sentido. La secuencia de ADN apropiada puede insertarse en el sistema de expresion mediante cualquiera
de una variedad de técnicas bien conocidas y de rutina. Para la secrecion de la proteina traducida en el lumen del
reticulo endoplasmico, en el espacio periplasmico o en el entorno extracelular, pueden incorporarse sefiales de
secrecion apropiadas en el polipéptido expresado. Estas sefiales pueden ser endégenas al polipéptido o pueden ser
sefiales heterologas.

Los polipéptidos de la divulgacion pueden recuperarse y purificarse de cultivos de células recombinantes mediante
métodos bien conocidos incluyendo precipitacion con sulfato de amonio o etanol, extraccion con acido,
cromatografia de intercambio anionico o catidnico, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia con hidroxiapatita y cromatografia con lecitina. La cromatografia
liquida de alta eficacia también se emplea para la purificacion. Pueden emplearse técnicas bien conocidas para el
replegamiento de proteina para regenerar la conformacion activa cuando el polipéptido se desnaturaliza durante el
aislamiento y/o la purificacion.

El acido nucleico esta “operativamente unido” cuando se coloca en una relacion funcional con otra secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una secuencia lider de secrecidon o presecuencia esta operativamente
unido al ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido;
un promotor o potenciador esta operativamente unido a una secuencia de codificacion si afecta a la transcripciéon de
la secuencia; o un sitio de unién a ribosomas esta operativamente unido a una secuencia de codificacién si esta
posicionado de modo que facilita la traduccion. Generalmente, “operativamente unido” significa que las secuencias
de ADN que estan uniéndose son contiguas, y, en el caso de una secuencia lider de secrecion, contiguas y en fase
de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que ser contiguos. La unidn se logra mediante ligacion en sitios
de restriccion convenientes. Si no existen tales sitios, se usan adaptadores o ligadores de oligonucleétidos sintéticos
segun la practica convencional.

Debe entenderse que no todos los vectores, secuencias de control de expresion y huéspedes funcionaran
igualmente bien para expresar las secuencias de ADN de esta invencion. Tampoco todos los huéspedes funcionaran
igualmente bien con el mismo sistema de expresion. Sin embargo, el experto en la técnica sera capaz de seleccionar
los vectores, secuencias de control de expresion, y huéspedes correctos sin experimentacion excesiva para lograr la
expresion deseada sin apartarse del alcance de la invencion.

Los fragmentos y variantes de los polipéptidos descritos anteriormente en el presente documento incluyen proteinas
o péptidos y fragmentos de péptidos que se sintetizan quimicamente o se preparan mediante técnicas de ADN
recombinantes, o ambos. Cuando la proteina o péptido se produce mediante sintesis quimica, esta preferiblemente
sustancialmente libre de precursores quimicos u otros quimicos, es decir, se separa de precursores quimicos u otros
quimicos que estan implicados en la sintesis de la proteina. Tales variantes de polipéptido incluyen, por ejemplo,
polipéptidos en los que uno o mas residuos de aminoacidos se afiaden, o delecionan en el extremo N- o C-terminal
de la secuencia de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 15.

Pueden emplearse variantes que son fragmentos de los polipéptidos de la divulgacién para producir el
correspondiente polipéptido de longitud completa mediante sintesis de péptidos; por tanto, pueden emplearse estas
variantes como intermedios para producir los polipéptidos de longitud completa de realizaciones de la divulgacion.

Los fragmentos de péptidos pueden prepararse mediante cualquiera de las numerosas técnicas convencionales.
Fragmentos de péptidos deseados pueden sintetizarse quimicamente. Un enfoque alternativo implica generar
fragmentos de enzimas liticas mediante digestion enzimatica, por ejemplo, tratando la proteina con una enzima que
se sabe que escinde proteinas en sitios definidos por residuos de aminoacidos particulares, o digiriendo el ADN con
enzimas de restriccion adecuadas y aislando el fragmento deseado. Todavia otra técnica adecuada implica aislar y
amplificar un fragmento de ADN que codifica para un fragmento de polipéptido deseado, mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Los oligonucledtidos que definen los extremos terminales deseados del fragmento
de ADN se emplean en los cebadores 5’y 3’ en la PCR.

El polipéptido quimérico segun la presente invencion comprende una secuencia de ligador. En una realizacion,
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“secuencia de ligador” se refiere a una secuencia de aminoacidos que une las dos partes del polipéptido quimérico,
o fragmentos o variantes de la misma. En general, tal como se usa en el presente documento, un ligador es una
secuencia de aminoacidos que une de manera covalente los polipéptidos para formar un polipéptido de fusién. El
ligador comprende al menos un enlace peptidico. Como apreciara un experto en la técnica, el ligador puede
comprender aminoacidos adicionales, tales como glicina y otros aminoacidos neutros pequefos.

La presente invencion también se refiere al uso de polipéptidos quiméricos proporcionados por la presente invencion
para la reduccion de determinadas poblaciones bacterianas, incluyendo métodos y composiciones para el
tratamiento de varias infecciones bacterianas. Por tanto, la presente invencion también se refiere a composiciones y
formulaciones que comprenden polipéptidos quiméricos segun la presente invencion y el uso de tales composiciones
en profilaxis o terapia de enfermedades bacterianas, infecciones bacterianas o colonizaciones bacterianas. En un
aspecto, una composicion o formulacién de la presente invencidon es una composicion de descontaminacién o
formulacién de descontaminacion. En otro aspecto, una composicién o formulacion de la presente invencién es una
composicion de descolonizaciéon o formulacion de descolonizaciéon. En todavia otro aspecto, una composiciéon o
formulacién de la presente invencion es un desinfectante.

En un aspecto de la presente invencion, los polipéptidos quiméricos se aplican en un método para el tratamiento o
profilaxis de infecciones de Staphylococcus en un sujeto, en particular para el tratamiento o profilaxis de infecciones
por S. aureus, S. aureus (MRSA), S. epidermidis, S. haemolyticus, S. simulans, S. saprophyticus, S. chromogenes,
S. hyicus, S. warneri ylo S. xylosus. El sujeto puede ser un sujeto humano o un animal, en particular animales
usados en explotacion de ganado y/o explotacion de ganado lechero tales como ganado bovino y cerdos. El método
de tratamiento abarca la aplicacion del polipéptido quimérico de la presente invencion al sitio de infeccién o sitio que
va a tratarse de manera profilactica contra la infecciéon en una cantidad suficiente.

En particular, el método de tratamiento puede ser para el tratamiento o la profilaxis de infecciones, en particular por
Staphylococcus aureus o S. aureus (MRSA), de la piel, de tejidos blandos, de bacteriemia y/o endocarditis.

Ademas, un polipéptido quimérico de la presente invencion puede usarse de manera profilactica como agente
higienizante, en particular antes o después de cirugia, o por ejemplo durante hemodialisis. De manera similar,
prematuros y personas con inmunidad comprometida, o aquellos sujetos que necesitan dispositivos protésicos
pueden tratarse con un polipéptido quimérico de la presente invencién, o bien de manera profilactica o durante
infeccion aguda. En el mismo contexto, infecciones nosocomiales por Staphylococcus, en particular por S. aureus o
S. aureus (MRSA), pueden tratarse de manera profilactica o durante la fase aguda con un polipéptido quimérico de
la presente invencioén. En esta realizacion, un polipéptido quimérico de la presente invencidén puede usarse como un
desinfectante también en combinacion con otros ingredientes utiles en una disolucion desinfectante tal como
detergentes, tensioactivos, disolventes, antibidticos, lantibiéticos, o bacteriocinas.

En una realizacion particular, un polipéptido quimérico de la presente invencién se usa para tratamiento médico, si la
infeccion que va a tratarse (o prevenirse) esta causada por cepas de Staphylococcus multirresistentes, en particular
por cepas resistentes a vancomicina, linezolid o daptomicina.

Una composicion tal como se da a conocer en el presente documento puede comprender mas de un polipéptido
quimérico segun la presente invencion y/o puede comprender uno o mas agentes adicionales. Ejemplos no
limitantes de un agente adicional incluyen una enzima, un antibiético, un agente antifingico, un bactericida, un
analgésico y un agente antiinflamatorio.

Una composicién o formulacién segun la presente invencion preferiblemente comprende un vehiculo adecuado para
administrar el polipéptido quimérico al sitio de la enfermedad bacteriana, infeccién bacteriana o colonizaciéon
bacteriana. Las composiciones y formulaciones segun la presente invencion son utiles para tratar y eliminar
infestaciones bacterianas en cualquier lugar, incluyendo infecciones respiratorias superiores, infecciones topicas y
sistémicas, infecciones vaginales, infecciones oculares, infecciones del oido, infecciones que requieren tratamiento
parenteral, asi como para la eliminacion de bacterias en cualquier superficie, incluyendo la piel humana y membrana
mucosa, preferiblemente la membrana mucosa del tracto respiratorio superior, mas preferiblemente la membrana
mucosa de la cavidad nasal. Las composiciones y formulaciones segun la presente invencion son particularmente
utiles para la profilaxis y el tratamiento de infecciones respiratorias superiores, infecciones de piel, heridas,
quemaduras, infecciones vaginales, infecciones oculares, ftrastornos intestinales y trastornos dentales.
Especificamente, la invencién proporciona la aplicacion de los polipéptidos quiméricos para la descolonizacion nasal
y/o de piel de humanos y animales.

Las composiciones y formulaciones que comprenden un polipéptido quimérico de la presente invenciéon como
principio activo se aplican en una cantidad eficaz cuando se usan en profilaxis y terapia. La expresion “cantidad
eficaz” se refiere a una cantidad de un principio activo suficiente para lograr un efecto deseado sin causar un efecto
secundario no deseado. En algunos casos, puede ser necesario lograr un equilibrio entre obtener un efecto deseado
y limitar la gravedad de un efecto no deseado. La cantidad de principio activo usado variara en funcion del tipo de
principio activo y el uso pretendido de la composicion y/o formulacion de la presente invencion.

En realizaciones preferidas, la presente invencion se refiere a polipéptidos quiméricos de la invencién como un

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2597 579 TS

tratamiento profilactico para prevenir aquellos sujetos, preferiblemente sujetos humanos, que posiblemente hayan
sido expuestos a bacterias de Staphylococcus, o como un tratamiento terapéutico para aquellos sujetos,
preferiblemente sujetos humanos, que ya hayan enfermado de una infeccién con bacterias de Staphylococcus. Los
polipéptidos quiméricos descritos en el presente documento son especificos para la descolonizaciéon de bacterias de
Staphylococcus, y preferiblemente degradan de manera eficaz y efectiva la pared celular de bacterias de
Staphylococcus, preferiblemente de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA).

Los polipéptidos quiméricos de la presente invenciéon pueden formularse segin métodos conocidos para preparar
composiciones farmacéuticamente Utiles, por lo que el polipéptido quimérico se combina en mezcla con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las composiciones, que pueden usarse para el tratamiento profilactico y terapéutico
de una infeccion bacteriana, preferiblemente una infeccion por bacterias de Staphylococcus, también incluyen un
medio de aplicacion (tal como un sistema de vehiculo o un modo de administracion oral) al revestimiento mucoso de
la cavidad oral y nasal, de modo que la enzima se pone en el sistema de vehiculo o modo de administracion oral
para alcanzar el revestimiento mucoso.

Los “vehiculos”, tal como se usa en el presente documento, incluyen vehiculos, excipientes o estabilizantes
farmacéuticamente aceptables, que no son toxicos para la célula o el sujeto que esta exponiéndose a los mismos a
las dosis y concentraciones empleadas. A menudo el vehiculo fisioldgicamente aceptable es una disolucion
tamponada de pH acuosa. Ejemplos de vehiculos fisiolégicamente aceptables incluyen tampones tales como fosfato,
citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo acido ascorbico; polipéptido de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas;
polimeros hidrdfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o
lisina; monosacaridos, disacaridos, y otros hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa, o dextrinas; agentes
quelantes tales como EDTA; alcoholes de azucares tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales
tales como sodio; y/o tensioactivos no ionicos tales como Tween®, polietilenglicol (PEG), y Pluronics®.

Antes de, o en el momento en que un polipéptido quimérico de la invencién se pone en el sistema de vehiculo o
modo de administraciéon oral, la enzima puede estar en un ambiente de tampoén estabilizante para mantener un
intervalo de pH adecuado, tal como entre aproximadamente 5,0 y aproximadamente 8,0, incluyendo un pH de
aproximadamente 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 o cualquier intervalo de pH de 0,05 entre los mismos, o cualquier intervalo que es
multiplo de 0,05 entre los mismos, es decir, incluyendo por ejemplo valores de pH de 5,2, 6,5, 7,4, 7,5y 8,5.

Las formulaciones terapéuticas se preparan para el almacenamiento mezclando el principio activo que tiene el grado
deseado de pureza con vehiculos, excipientes o estabilizantes fisiolégicamente aceptables (Remington’s
Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o disoluciones
acuosas.

Cualquiera de los vehiculos para los polipéptidos quiméricos de la presente invencion puede fabricarse por medios
convencionales. Sin embargo, si se usa alcohol en el vehiculo, la enzima debe estar en una micela, liposoma, o un
liposoma “inverso”, para evitar la desnaturalizacién de la enzima. De manera similar, cuando el polipéptido quimérico
esta colocandose en el vehiculo, y el vehiculo se calienta o se ha calentado, tal colocacion debe hacerse después
de que el vehiculo se haya enfriado ligeramente, para evitar la desnaturalizacion por calor de la enzima. El vehiculo
preferiblemente es estéril. Uno o mas polipéptidos quiméricos pueden afadirse a estas sustancias en una forma
liquida o en un estado liofilizado, con lo que se solubilizara cuando se encuentre con un cuerpo liquido.

Un tampodn estabilizante debe permitir la actividad 6ptima del polipéptido quimérico. El tampdn puede contener un
reactivo reductor, tal como ditiotreitol. El tampdn estabilizante también puede ser o incluir un reactivo de quelacién
de metal, tal como la sal disédica de acido etilendiaminotetraacético, o también puede contener un tampoén de
fosfato o citrato fosfato, o cualquier otro tampén.

Farmacos segun la presente invencion pueden incluir agentes antiinflamatorios, agentes antivirales, agentes
anestésicos locales, corticosteroides, agentes de terapia destructiva, antifingicos, y/o antiandrégenos. Anestésicos
locales incluyen tetracaina, clorhidrato de tetracaina, lidocaina, clorhidrato de lidocaina, diclonina, clorhidrato de
diclonina, clorhidrato de dimetisoquina, dibucaina, clorhidrato de dibucaina, picrato de butambeno y clorhidrato de
pramoxina. Un ejemplo de concentracion para anestésicos locales es de aproximadamente del 0,025% a
aproximadamente el 5% en peso de la composicion total. Anestésicos tales como benzocaina también pueden
usarse a una concentracion preferida de aproximadamente el 2% a aproximadamente el 25% en peso.

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

También pueden usarse agentes de terapia destructiva tales como acido salicilico o acido lactico. Puede usarse una
concentracion de aproximadamente el 2% a aproximadamente el 40% en peso. Puede utilizarse cantaridina, por
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ejemplo, en una concentracion de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 30% en peso. Antifungicos tipicos
que pueden usarse en composiciones tépicas y ejemplos de concentraciones en peso adecuadas incluyen: nitrato
de oxiconazol (del 0,1% al 5,0%), ciclopirox olamina (del 0,1% al 5,0%), ketoconazol (del 0,1% al 5,0%), nitrato de
miconazol (del 0,1% al 5,0%), y nitrato de butoconazol (del 0,1% al 5,0%). Pueden incluirse otros agentes topicos
para abordar una variedad de co-infecciones tépicas que pueden producirse tal como apreciaran los expertos en la
técnica.

Para acelerar el tratamiento de la infeccion, el agente terapéutico puede incluir ademas al menos un agente
complementario que también puede potenciar la actividad bactericida del dominio litico del polipéptido quimérico de
la invencion. El agente complementario puede ser eritromicina, claritromicina, azitromicina, roxitromicina, y otros
miembros de la familia de los macrdlidos, penicilinas, cefalosporinas, y cualquier combinaciéon de los mismos en
cantidades que son eficaces para realzar sinérgicamente el efecto terapéutico del polipéptido quimérico de la
invencion. De manera similar, otras enzimas liticas puede incluirse en el vehiculo para tratar otras infecciones
bacterianas. Pueden incluirse proteinas de holina en el tratamiento terapéutico.

En algunas realizaciones, puede usarse un tensioactivo suave en una cantidad eficaz para potenciar el efecto
terapéutico del polipéptido en o en combinacién con una composicion terapéutica o profilactica. Tensioactivos
suaves adecuados incluyen, entre otros, ésteres de sorbitan polioxietiienado y acidos grasos (serie Tween),
octilfenoxipolietoxietanol (serie Tritén X), n-octil-B-D-glucopirandsido, n-octil-3-D-tioglucopirandsido, n-decil-3-D-
glucopiranésido, n-dodecil-B-D-glucopirandsido, y tensioactivos bioldgicos, por ejemplo, acidos grasos, glicéridos,
monoglicéridos, desoxicolato y ésteres de desoxicolato.

Composiciones terpéuticas que comprenden uno o mas polipéptidos quiméricos o variantes o fragmentos de los
mismos pueden administrarse o aplicarse a un sujeto por cualquier medio adecuado. Medios de aplicacion del(de
los) polipéptido(s) quimérico(s) (modificados o no modificados) de la invencién incluyen, pero no se limitan a, medios
directos, indirectos, de vehiculo y especiales o cualquier combinacion de medios. La aplicacion directa del
polipéptido quimérico puede ser por pulverizadores nasales, gotas nasales, ungiientos nasales, lavados nasales,
inyecciones nasales, taponamientos nasales, pulverizadores bronquiales e inhaladores, o indirectamente a través
del uso de grageas para la garganta, colutorios o gargaras, o través del uso de unglentos aplicados a los orificios
nasales, o cualquier combinacién de éstos y similares métodos de aplicacién. Las formas en las que el polipéptido
quimérico puede administrarse incluyen pero no se limitan a polvos, pulverizadores, liquidos, geles, ungientos y
aerosoles. Lo mas probable es que la exposicion a las bacterias sea a través de la nariz. Se prefieren
pulverizadores, liquidos, geles, ungiientos y aerosoles. Se prefieren particularmente liquidos, geles y unguentos. Lo
mas preferido son liquidos y geles.

Cuando el polipéptido quimérico se introduce directamente mediante el uso de pulverizadores nasales, gotas
nasales, ungientos nasales, lavados nasales, inyecciones nasales, taponamiento nasal, pulverizadores bronquiales,
pulverizadores orales o inhaladores, el polipéptido quimérico puede estar en un ambiente liquido o de gel, con el
liquido actuando como el vehiculo. Puede administrarse una versién anhidra seca de la enzima modificada mediante
el inhalador y el pulverizador bronquial, aunque también puede usarse una forma liquida de administracion.

Especificamente, se proporcionan en el presente documento recetas de formulacion de los polipéptidos quiméricos
de la invencién en matrices acuosas liquidas.

Especificamente, se proporcionan en el presente documento recetas de formulacion de los polipéptidos quiméricos
de la invencién en matrices semisdlidas para aplicaciones tépicas.

Tal como se observd anteriormente, el polipéptido quimérico también puede colocarse en un pulverizador nasal, en
el que el pulverizador es el vehiculo. El pulverizador nasal puede ser un pulverizador de accioén larga o de liberacién
sostenida, y puede fabricarse por medios bien conocidos en la técnica. También puede usarse un inhalable, de
modo que la enzima puede alcanzar mas abajo el tracto bronquial, incluyendo el interior de los pulmones.

Cualquiera de los vehiculos para el polipéptido quimérico puede fabricarse por medios convencionales. Sin
embargo, se prefiere que cualquier colutorio o productos de tipo similar no contengan alcohol para evitar la
desnaturalizacion de la enzima, aunque pueden usarse enzimas en liposomas y en otros modos y formas de
proteccién en alcohol.

La dosis y via de administracion usadas en un método de tratamiento (o profilaxis) segun la presente invencion
depende de la enfermedad/sitio de infeccién especifico que va a tratarse. La via de administracién puede ser, por
ejemplo, en realizaciones particulares via oral, topica, nasofaringea, parenteral, intravenosa, rectal o cualquier otra
via de administracion.

Las velocidades o cantidades de dosis eficaces de la(s) enzima(s) para tratar la infeccion dependeran en parte de si
el polipéptido quimérico se usara de manera terapéutica o profilactica, la duraciéon de la exposicion del receptor a las
bacterias infecciosas, el tamafio y peso del individuo, etc. La duracion para el uso de la composicion que contiene el
polipéptido quimérico también depende de si el uso es con fines profilacticos, en los que el uso puede ser de forma
horaria, diaria o semanal, durante un periodo de tiempo corto, o si el uso sera con fines terapéuticos en los que
puede ser necesario un régimen mas intensivo del uso de la composicién, de modo que el uso puede durar horas,
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dias o semanas, y/o todos los dias, o a intervalos programados durante el dia. Cualquier forma de dosis empleada
debe proporcionar un nimero minimo de unidades para una cantidad minima de tiempo. La concentraciéon de las
unidades activas de polipéptido quimérico que pueden proporcionar una cantidad o dosis eficaz del polipéptido
quimérico puede estar en el intervalo de 10 unidades/ml a 500.000 unidades/ml de fluido en el ambiente mojado o
himedo de las cavidades orales y nasales, y topicamente también y posiblemente en el intervalo de 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, o 100 unidades/ml a 50.000 unidades/ml. Valores representativos por tanto incluyen
aproximadamente 200 unidades/ml, 300 unidades/ml, 500 unidades/ml, 1.000 unidades/ml, 2.500 unidades/ml, 5.000
unidades/ml, 10.000 unidades/ml, 20.000 unidades/ml, 30.000 unidades/ml, y 40.000 unidades/ml. Mas
especificamente, la exposicién temporal a las unidades de enzima activa puede influir en la concentracion deseada
de unidades activas de enzima por ml. Debe observarse que los vehiculos que se clasifican como vehiculos de
liberacion “larga” o “lenta” (tal como, por ejemplo, determinados pulverizadores nasales o grageas) podrian poseer o
proporcionar una menor concentracion de unidades activas (de enzima) por ml, pero a lo largo de un periodo de
tiempo mas largo, mientras que un vehiculo de liberaciéon “corta” o “rapida” (tal como, por ejemplo, una gargara)
podria poseer o proporcionar una alta concentracion de unidades activas (de enzima) por ml, pero a lo largo de un
periodo de tiempo mas corto. La cantidad de unidades activas por ml y la duracidon de tiempo de exposicion
dependen de la naturaleza de la infeccion, de si el tratamiento va a ser profilactico o terapéutico y otras variables.
Por tanto, el numero de dosis dependera de las circunstancias y puede oscilar desde 1 hasta 4 veces al dia o mas,
con duraciones desde un dia hasta multiples semanas.

“Tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas, en los que el
objeto es prevenir o ralentizar (reducir) la condicién o trastorno patoldgico diana, que es una condicién o trastorno
causado por bacterias patoldgicas, especificamente bacterias patoldgicas Gram positivas, mas especificamente
estafilococos, mas especificamente Staphylococcus aureus, y lo mas especificamente MRSA. Aquellos en
necesidad de tratamiento incluyen aquellos ya con el trastorno asi como aquellos con tendencia a tener el trastorno
0 aquellos para los que el trastorno ha de prevenirse.

“Animal” con fines de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluyendo animales
domésticos y de granja, y animales de zooldgicos, deportes, o de mascota, tales como perros, gatos, ganado bovino,
caballos, ovejas, cerdos, cabras, conejos, etc.

Las formulaciones que van a usarse para la administracion in vivo son preferiblemente estériles. Esto se logra
facilmente mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles, antes de o seguido de liofilizacion y
reconstitucion.

La via de administracion es segin métodos conocidos. Al tratar una exposicion o infeccion bacteriana, el polipéptido
quimérico puede administrarse de cualquier modo adecuado, incluyendo administracion topica o a través de la
cavidad oral o nasal. Para la aplicacion topica, un polipéptido de la presente invenciéon puede administrarse mediante
una locién o apdsito. Para la aplicacion nasofaringea, un polipéptido quimérico segun la presente invenciéon puede
formularse en suero fisioldgico para aplicarse mediante un pulverizador a la nariz.

Las dosis y concentraciones de farmaco deseadas de las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden variar en funciéon del uso particular contemplado. La determinacién de la dosis o via de administracion
apropiada esta dentro de las capacidades de un médico.

Se prevé que formulaciones diferentes seran eficaces para compuestos de tratamiento diferentes y trastornos
diferentes, que la administracion que selecciona como diana un érgano o tejido, por ejemplo, puede necesitar la
administracion de manera diferente a la de otro érgano o tejido.

Las composiciones y formulaciones para tratar infecciones tépicas comprenden una cantidad eficaz de al menos un
polipéptido quimérico de la presente invencion producido segun esta divulgacion y un vehiculo para administrar al
menos un polipéptido quimérico a la piel infectada. EIl modo de aplicacién para el polipéptido quimérico incluye
numerosos tipos y combinaciones diferentes de vehiculos que incluyen, pero no se limitan a, un liquido acuoso, un
liquido de base de alcohol, un gel hidrosoluble, una locion, un unglento, una base liquida no acuosa, una base de
aceite mineral, una mezcla de aceite mineral y vaselina, lanolina, liposomas, vehiculos de proteina tales como
albumina de suero o gelatina, carmel celulosa en polvo, y combinaciones de los mismos. En una realizacion, un
vehiculo preferido es un liquido acuoso. En otra realizacién preferida, un vehiculo preferido es un liquido de base de
alcohol. En una realizacion adicional, un vehiculo preferido es un gel hidrosoluble. En una realizacion adicional, un
vehiculo preferido es una base liquida no acuosa. En otra realizacién adicional, un vehiculo preferido es una locién o
un unguento.

Un modo de administracion del vehiculo que contiene el agente terapéutico incluye, pero no se limita a, un
extendido, un pulverizador, un parche de liberaciéon sostenida, un pafo impregnado en liquido, y combinaciones de
los mismos. Un modo de administracion preferido del vehiculo que contiene el agente terapéutico es un extendido.
En un aspecto, un modo de administracion preferido del vehiculo que contiene el agente terapéutico es un
pulverizador. En una realizacion, un modo de administracién preferido del vehiculo que contiene el agente
terapéutico es un pafo impregnado en liquido. En una realizacion adicional preferida, un modo de administracion
preferido del vehiculo que contiene el agente terapéutico es un pafo impregnado en liquido.
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El polipéptido quimérico puede aplicarse a una venda o bien directamente o bien en uno de los otros vehiculos. Las
vendas pueden venderse hiumedas o secas, en las que el polipéptido quimérico esta en una forma liofilizada en la
venda. Este método de aplicacion es lo mas eficaz para el tratamiento de la piel infectada.

También pueden usarse conservantes en esta invencion y pueden comprender, por ejemplo, aproximadamente el
0,05% al 0,5% en peso de la composicion total. El uso de conservantes garantiza que si el producto esta
contaminado con microbios, la formulacion prevendra o disminuira el crecimiento de microorganismos. Algunos
conservantes Utiles en esta invencion incluyen metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, cloroxilenol, benzoato
soédico, DMDM hidantoina, carbamato de 3-yodo-2-propilbutilo, sorbato potasico, digluconato de clorhexidina, o una
combinacioén de los mismos.

Todas las aplicaciones médicas dependen del efecto de los polipéptidos quiméricos de la presente invencion para
lisar de manera especifica e inmediata bacterias, preferiblemente bacterias Gram positivas, mas preferiblemente
bacterias Gram positivas patogénicas, y todavia mas preferiblemente bacterias de estafilocos patogénicas cuando
se encuentran. Esto tiene un impacto inmediato en el estado de salud del sujeto tratado proporcionando una
reduccion en bacterias patogénicas y carga bacteriana y simultaneamente alivia el sistema inmunitario. Por tanto, la
mayor tarea a la que se enfrenta un experto en la técnica es formular los polipéptidos quiméricos de la presente
invencién de manera precisa para la enfermedad respectiva que va a tratarse. Con este fin, habitualmente puede
usarse la misma formulacion galénica que se emplea para medicamentos convencionales para estas aplicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacion de PRF115 / Secuencia = CHAPyysk-Lisostafina

Se cloné PRF115 mediante “PCR de corte y empalme por extension de solapamiento” (Splicing by Overlap
Extension, SOE-PCR). En dos reacciones PCR separadas, se amplificaron CHAPys y Lisostafina, generando
fragmentos solapantes, que se combinan en el constructo de longitud completa en una tercera PCR. Se amplificd
CHAPys usando pET14b_Lysk como una plantilla con un 5-oligonucleétido-promotor de T7 y un 3’-oligonucleétido
que se hibrida al extremo terminal 3’ del CHAP y que contiene 15 bases del extremo terminal 5’ de Lisostafina. Se
amplifico Lisostafina usando pET14b_Lisostafina como una plantilla con un 5-oligonucleétido’ que se hibrida al
extremo terminal 5’ de Lisostafina y que contiene 15 bases del extremo terminal 3' de CHAPyysk y 3’-oligonucleotido-
terminador de T7. En una tercera reaccion PCR, se usaron los fragmentos solapantes de las primeras PCR como
plantilla y se amplific el gen PRF115 de longitud completa usando oligonucleétidos-promotor de T7 y terminador de
T7. Se digirio el producto de PCR resultante (i) con Ncol y BamHI, se ligo en pET14b y pQEG60 respectivamente y se
transformé en E. Coli HMS174(DE3) y E.coli M15 respectivamente. Se confirmé la secuencia mediante la
secuenciacion completa del gen PRF115.

ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAAAGCGACCAGCTATGATCCGAGCTTTGGCGTGATGCAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCAAACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGAAAAAAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTGAAAGCGGGCACCACCGTGAAAAAAGAAACCG
CGAAAAAAAGCGCGAGCAAAACCCCGGCGCCGAAAAAAAAAGCCACCCTGAAAGTGAGCAAAAAC
CACATCAACTATACGatgGCGGCGACGCACGAGCATAGCGCCCAGTGGCTGAATAATTACAARAA
GGGTTACGGTTATGGCCCGTACCCGCTGGGCATCAATGGCGGCATGCACTATGGCGTAGACTTCT
TTATGAACATTGGCACGCCGGTTAAAGCGATCAGTTCCGGTAAAATTGTGGAAGCGGGCTGGAGT
AACTACGGTGGTGGTAACCAGATCGGCTTGATTGAAAATGATGGCGTGCACCGTCAGTGGTACAT
GCATCTGTCGAAATATAACGTAAAGGTGGGCGACTATGTGAAAGCGGGTCAAATTATTGGTTGGT
CCGGTAGCACCGGTTATAGTACGGCGCCGCACCTGCATTTCCAGCGTATGGTGAATAGCTTTTCT
AATAGTACCGCACAAGACCCGATGCCGTTTCTGAAATCCGCGGGTTATGGCAAAGCGGGCGGCAC
CGTGACTCCGACCCCGAACACGGGCTGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAARAGCGAGA
GCGCATCTTTTACGCCAAACACGGACATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATGCCA
CAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCCAGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGGCCA
TGTGTGGGTGGGCTATACCGGCAACAGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGAATA
AAAGCACCAATACCTTAGGCGTGTTATGGGGTACCATTAAG

14



10

15

20

25

ES 2597 579 TS

MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDLITDY VLWL
TDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGIVYDGGNTSTF
TILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVKAGTTVKKETAKKSASKTPAPKKKATLKVSKN
HINYTMAATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWS
NYGGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLSKYNVRVGDYVKAGQITIGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSFS
NSTAQDPMPFLKSAGYGRAGGTVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDI ITRTTGPFRSMP
QSGVLRAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

Ejemplo 2: Clonacion de PRF119 / Secuencia = CHAPysk-CBDiisostafina

Se cloné PRF119 mediante “PCR de corte y empalme por extension de solapamiento” (SOE-PCR). En dos
reacciones PCR separadas, se amplificaron CHAPlysk y CBDLisostafina, generando una zona de solapamiento en
ambos fragmentos. Se amplific6 CHAPysk, usando pET14b_Lysk como una plantilla con 5’-oligonucleétido-promotor
de T7 y un 3'-oligonucledtido que se hibrida al extremo terminal 3’ del CHAP que contenia 15 bases del extremo
terminal 5’ del CBD lisostafina. Se amplific6 CBDjisostafina Usando pET14b_Lisostafina como una plantilla con un 5'-
oligonucledtido que se hibrida al extremo terminal 5° del CBDjisostatina Y que contiene 15 bases del extremo terminal 3’
de CHAPIysK y 3’-oligonucledétido-terminador de T7. En una segunda reaccion PCR, se usaron como plantilla los
fragmentos solapantes de las primeras PCR y se amplifico el gen PRF119 de longitud completa usando
oligonucledtidos-promotor de T7 y terminador de T7. Se digirié el producto de PCR resultante (i) con Ncol y BamHI,
se ligb en pET14b y pQEG60 respectivamente y se transform6 en E. Coli HMS174(DE3) y E.coli M15
respectivamente. Se confirmoé la secuencia mediante la secuenciacion completa del gen PRF119.

ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAAAGCGACCAGCTATGATCCGAGCTTTGGCGTGATGGAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCAAACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGAAAAAAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTGATGTCTAATAGCACCGCGCAGGACCCGATGC
CGTTCTTGAAGTCGGCGGGCTATGGCAAAGCAGGCGGCACCGTGACTCCGACCCCGAACACGGGC
TGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAAAAGCGAGAGCGCATCTTTTACGCCAAACACGGA
CATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATGCCACAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCC
AGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGGCCATGTGTGGGTGGGCTATACCGGCARC
AGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAATACCTTAGGCGTGTT
ATGGGGTACCATTAAGTAA

MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDLITDYVLWL
TDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGIVYDGGNTSTF
TILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEI PVMSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTG
WRTNKYGTLYKSESASFTPNTDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGN
SGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

Ejemplo 3: Clonacion de PRF102 / Secuencia = CHAPyN-CBDiisostafina

Se cloné PRF102 mediante “PCR de corte y empalme por extension de solapamiento” (SOE-PCR). En dos
reacciones PCR separadas, se amplificaron CHAPIytN y CBD lisostafina, generando una zona de solapamiento en
ambos fragmentos.

Se amplific6 CHAPyw usando pET14b_CHAP,w como una plantilla con 5’-oligonucleétido-promotor de T7 y un 3’-
oligonucleétido que se hibrida al extremo terminal 3° del CHAPy« que contenia 15 bases del extremo terminal 5’ del
CBDiisostafina- Se amplificd CBDjisostafina Usando pET14b_Lisostafina como una plantilla con un 5’-oligonucledtido que
se hibrida al extremo terminal 5° del CBDiisostafina Y que contiene 15 bases del extremo terminal 3’ de CHAPy y 3'-
oligonucledtido-terminador de T7r. En una segunda reaccion PCR, se usaron los fragmentos solapantes de las
primeras PCR como plantilla y se amplificd el gen PRF102 de longitud completa usando oligonucleétidos-promotor
de T7 y terminador de T7. Se digirié el producto de PCR resultante (i) con Ncol y BamHI, se ligdé en pET14b y pQEG0
respectivamente y se transformé en E. Coli HMS174(DE3) y E.coli M15 respectivamente. Se confirmé la secuencia
mediante la secuenciacion completa del gen PRF102.
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ATGGCGAGTACATTAAATTATTTGAAARAACATTAGAGAATAGAGGATGGGATTTCGACGGTAGTTA
TGGATGGCAATGTTTCGATTTAGTTAATGTATATTGGAATCATCTTTATGGTCATGGATTAAAAG
GATATGGAGCTAAAGATATACCATATGCAAATAATTTTAATAGTGAAGCTAAAATTTATCACAAC
ACACCAACTTTCAAAGCTGAACCTGGGGACTTAGTGGTTTTTAGTGGAAGATTTGGTGGAGGATA
TGGTCATACAGCTATTGTCTTAAATGGTGATTATGATGGAAAATTAATGAAGTTCCAAAGTTTAG
ATCAAAACTGGAATAATGGTGGATGGCGTAAAGCAGAGGTTGCACATAAAGTTGTTCATAATTAT
GAAAATGATATGATTTTTATTAGACCATTTAAAAAAGCAATGTCTAATAGCACCGCGCAGGACCC
GATGCCGTTCTTGRAAGTCGGCGGGCTATGGCAAAGCAGGCGGCACCGTGACTCCGACCCCGAACA

CGGGCTGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAAAAGCGAGAGCGCATCTTTTACGCCAAAC
ACGGACATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATGCCACAGAGCGGCGTCTTGAAAGC
GGGCCAGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGGCCATGTGTGGGTGGGCTATACCG
GCAACAGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAATACCTTAGGC
GTGTTATGGGGTACCATTAAGTAA

MASTLNYLKTLENRGWDFDGSYGWQCFDLVNVYWNHLYGHGLKGYGAKDI PYANNFNSEAKTIYHN
TPTFKAEPGDLVVFSGRFGGGYGHTAIVLNGDYDGKLMKFQSLDONWNNGGWRKAEVAHKVVHNY
ENDMIFIRPFKKAMSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPN
TDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNT
VLWGTIK '

Ejemplo 4: Datos de MIC

La determinacion de valores de MIC se realizd en placas de 96 pocillos (Nunc, Nunclon A). Se mezclaron
concentraciones desde 200 ug/ml hasta 0,00019 ug/ml de proteina con 2 x 104 ufc/pocillo de cultivo de células de
Staphylococcus en medio BHI. Se incubd la placa a 30°C y se midio la densidad éptica a 600 nm tras 24 horas. Los
valores de MIC se correlacionan con la concentracion de proteina mas baja a la que no se observé ningun
crecimiento de bacterias. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Concentracion inhibitoria minima (MIC)

Proteina | Valor de MIC para S. aureus (pg/ml)
PRF115 0,059

PRF119 0,39

PRF102 9,95

PRF133 0,1

Lysk 875

Ejemplo 5: Datos de MBC

Se hizo crecer un cultivo de Staphylococcus con una densidad optica de 0,1 en medio BHI a 37°C hasta una
densidad optica de 0,8 (se correlaciona con 108 Ufc/ml). Se recogieron las células (4.500 rpm, 4°C, 10 minutos) y se
resuspendieron en el mismo volumen de (i) Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 60 mM, CaCl, 2 mM, BSA al 0,1% estéril.
Entonces se diluyo el cultivo a 10° Ufc/ml en Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 60 mM, CaCl, 2 mM, BSA al 0,1% estéril. Se
mezclaron las células con concentraciones de proteina desde 50 pg/ml hasta 0,00005 ug/ml y se incubaron a 30°C
durante 1 hora. Se sembraron diluciones desde 10% hasta 10% Ufc/ml en placas de Agar-LB, se incubaron durante
toda la noche a 37°C y se contaron las colonias. Los valores de MBC (99,99%) se correlacionan con la
concentracion de proteina mas baja a la que se midié una reduccion de log cuatro de células bacterianas. El
resultado se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Concentracién bactericida minima (MBC)

Proteina | Valor de MBC (99,99%) para S. aureus {ug/ml)

PRF102 0,05
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Ejemplo 6: Reduccion log en Mucina

Se hizo crecer un cultivo de Staphylococcus con una densidad optica de 0,1 en medio BHI a 37°C hasta una
densidad optica de 0,8 (se correlaciona con 108 Ufc/ml). Se recogieron las células (4.500 rpm, 4°C, 10 minutos) y se
resuspendieron en el mismo volumen de (i) Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 60 mM, CaCl, 2 mM estéril y (ii) Tris 20 mM pH
7,5, NaCl 60 mM, CaCl, 2 mM estéril mas mucina bovina al 2%. Se mezclaron muestras de ambas preparaciones
con proteina 0,1 mg/ml y se sembraron las diluciones en placas de Agar Manitol Salado tras 1 - 10 minutos. Se
incubaron las placas a 37°C y se contaron las colonias. Los resultados de muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Reduccion log de células de S. aureus en mucina

Proteina | Reduccion log

FRF119 5
PRF102 5
PRF133 6,5

Ejemplo 7: Datos de estabilidad

La estabilidad térmica se sometié a ensayo mediante un ensayo cinético térmico fotométrico. Se calentaron las
disoluciones de proteina de 0,1 mg/ml en tampon deseado en cubetas de cuarzo 1°C por minuto desde 20°C hasta
95°C y se siguié la agregacion midiendo la dispersion de luz a 360 nm. La temperatura a la que comienza la
agregacion se determiné como cambio térmico. Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: Estabilidad térmica

Proteina | Cambio térmico
PRF115 61°C
PRF119 54°C
PRF102 34oC>
PRF133 55°C*

La estabilidad a largo plazo se determind incubando altas concentraciones de proteina a -20°C, 4°C, 25°C y 37°C.
Se tomaron las muestras o bien semanalmente, diariamente o bien después de horas y se centrifugaron. Se
determind la concentracion de proteina residual y la actividad litica siguiendo el descenso de densidad dptica en un
ensayo fotométrico. Se siguid la estabilidad hasta 1 afio. Se analizaron también las muestras por SDS-PAGE para
observar la estabilidad proteolitica. Los resultados tras el almacenamiento durante 38 dias se muestran en la tabla

4.1.
Tabla 4.1: Estabilidad a largo plazo

Proteina | Actividad residual tras 38 dias a 37°C

FRF119 5%

PRF133 85%

Ejemplo 8: Selectividad de S. aureus frente a S. epidermidis frente a S. haemolyticus

La selectividad se midié determinando el valor de MIC para las diferentes cepas de Staphylococcus (véase el
ejemplo 4). Los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Selectividad (Valores de MIC en ug/ml)

Proteina | S. aureus | S. epidermis | S. haemaolyticus

PRF115 | 0,059 0,18 67
PRF119 | 0,39 3125 nd.
PRF102 | 9,95 12,5 12,5
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Ejemplo 9: Experimento in vivo (aplicacion tépica)

Se tomaron muestras de flora de piel no tratada usando placas de contacto de Manitol Agar salado especifico para
Staphylococcus y de Agar-LB del antebrazo. Se trataron areas de piel de 2 x 2 cm con 10 - 20 ug de proteina
dispersando 100 - 200 pl de un hidrogel que contenia 0,1 mg/ml de proteina (PRF-102). Tras 2 minutos, se tomaron
de nuevo muestras usando placas de contacto de MSA y LB. Ademas, se trataron areas de piel con un desinfectante
comun (Sterilium, Fa. Bode) y se tomaron muestras tras 1 minuto. Se incubaron las placas a 37°C durante toda la
noche. Se identificaron colonias residuales encontradas en MSA Agar tras el tratamiento con gel de proteina como
Staphylococcus epidermidis. Los resultados se muestran en la figura 1. La aplicacion tépica de un polipéptido
quimérico de la presente invencion da como resultado la descolonizacion con éxito de la flora de la piel, tal como se
muestra por las placas de LB y MSA-Agar que reflejan las muestras tomadas de la piel humana tratada con hidrogel
que contiene 10 - 20 pg de proteina.

Ejemplo 10: Formulacion

Hidroxietilcelulosa (HEC) al 2,5%, que contiene una sustancia tampoén, por ejemplo fosfato sédico 25 - 50 mM o
Tris/HCI pH 5,5 o 7,5, e ingredientes estabilizantes, por ejemplo CaCl, 25 mM, Citrato 25 mM y L-arginina 300 mM.
Se hinché HEC en tampén estéril a baja temperatura hasta que se formd un gel homogéneo. Entonces se disperso
la proteina en el gel faciimente hinchado. La eficacia se mostré por ejemplo tratando Staphylococcus aureus en
placas de Agar. Se sembraron 10° células en placas de LB y poco después de que se secara la placa, se
dispersaron 100 pl de un hidrogel que contenia 0,1 mg/ml de proteina en la mitad de la placa. Entonces se incub¢ la
placa a 37°C durante toda la noche. Los resultados se muestran en la figura 2. La aplicacion de un polipéptido
quimérico de la presente invencion da como resultado la descolonizacion con éxito de Staphylococcus aureus, tal
como se muestra en la mitad superior de la placa de Agar de la figura 2B tratada con gel que contenia 10 pg de
PRF102.

Aunque se han dado a conocer realizaciones especificas en el presente documento en algun detalle, esto se ha
hecho solamente con el fin de describir varias caracteristicas y aspectos de realizaciones, y no pretende ser limitante
con respecto al alcance de estas realizaciones. Se contempla que puedan realizarse varias sustituciones,
alteraciones y/o modificaciones, que incluyen pero no se limitan a aquellas variaciones de implementacién que
pueden haberse sugerido en el presente documento, a las realizaciones dadas a conocer sin apartarse del espiritu y
alcance de las realizaciones tal como se definen en las siguientes reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 11: Clonacién de PRF133 / Secuencia = CHAPysk-ligador sintético-CBDiisostafina

Se cloné PRF133 mediante “PCR de corte y empalme por extension de solapamiento” (SOE-PCR). En dos
reacciones PCR separadas, se amplificaron CHAPyysk y CBDiisostafina, generando una zona de solapamiento en ambos
fragmentos. Se amplificd usando CHAPysx pET14b_LysK como una plantilla con 5’-oligonucleétido-promotor de T7 y
un 3’-oligonuclestido que se hibrida al extremo terminal 3’ del CHAP que contenia 33 bases de una secuencia de
ligador sintético. Se amplificd CBDjisostafina Usando pET14b_Lisostafina como una plantilla con un 5-oligonucleétido
que se hibrida 67 bases aguas abajo del extremo terminal 5 de CBDisostaina Y que contiene 33 bases de una
secuencia de ligador sintético y 3’-oligonucledtido-terminador de T7. En una segunda reaccion PCR, se usaron los
fragmentos solapantes de las primeras PCR como plantilla y se amplificé la PRF133 de longitud completa usando
oligonucledtidos-promotor de T7 y terminador de T7. Se digirio el producto de PCR resultante con Ncol y BamHI, se
ligd en pET14b y pQEG60 respectivamente. Se confirmd la secuencia mediante la secuenciacion completa del gen
PRF133.

ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAAAGCGACCAGCTATGATCCGAGCTTTGGCGTGATGGAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCAAACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGAAAAAAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTGGGCGGTAGCAAACCTGGAGGCACGAAGCCGG
GTGGAAGCAAACCAGGATCGACCGTGACTCCGACCCCGAACACGGGCTGGAAAACCAACAAGTAC
GGTACTCTTTACAAAAGCGAGAGCGCATCTTTTACGCCAAACACGGACATCATCACGCGCACCAC
CGGCCCATTTCGCAGCATGCCACAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCCAGACCATTCACTACGATG
AAGTTATGAAACAGGACGGCCATGTGTGGGTGGGCTATACCGGCAACAGCGGCCAGCGTATTTAT
TTACCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAATACCTTAGGCGTGTTATGGGGTACCATTAAGTA
A
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MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDLITD
YVLWLTDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGI
VYDGGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVGGSKPGGTKPGGSKPGS
TVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIITRTTGPFRSMPQSGVLRKAGQTIHYDEV
MKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

Ejemplo 12: Actividad dependiente de pH de PRF119

Se hizo crecer un cultivo de Staphylococcus aureus con una densidad 6ptica de 0,1 en medio BHI a 37°C hasta una
densidad optica de 1. Se recogieron las células (4.500 rpm, 4°C, 10 minutos) y se resuspendieron en acetato 10 mM,
Tris10 mM, borato 10 mM, NaCl 60 mM, CaCl, 2 mM, oscilando el pH de 5 - 9. Tras afadir 5 ug/ml de proteina, se
sigui6 el descenso de densidad dptica por minuto a 30°C. La figura 3 muestra los resultados.
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Lista de secuencias

SEQ ID NO: 1: secuencia de aminoacidos del dominio CHAP de lysK (163 residuos de aminoacidos; secuencia
traducida de la secuencia de nucledtios de SEQ ID NO: 5; origen: bacteriéfago phiK)

MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDLITDY VLWL
TDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGIVYDGGNTSTE
TILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPV

SEQ ID NO: 2: secuencia de aminoacidos del dominio litico de lisostafina (124 residuos de aminoacidos; secuencia
traducida de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 6; origen: Staphylococcus simulans)
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MAATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWSNYGGG
NQIGLIENDGVHRQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSF

SEQ ID NO: 3: secuencia de aminoacidos del dominio CHAP de IytN (143 residuos de aminoacidos; secuencia
traducida de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7; origen: Staphylococcus aureus)

MASTLNYLKTLENRGWDFDGSYGWQCFDLVNVYWNHLYGHGLKGYGAKDIPYANNFNSEAKIYHN
TPTFKAEPGDLVVFSGRFGGGYGHTAIVLNGDYDGKLMKFQSLDONWNNGGWRKAEVAHKVVHNY
ENDMIFIRPFKKA

SEQ ID NO: 4: secuencia de aminoacidos del CBD de lisostafina (123 residuos de aminoacidos; secuencia traducida
de la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 8; origen: Staphylococcus simulans)

SNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVT PTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIITRTTGPFRSM
PQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

SEQ ID NO: 5: secuencia de nucledétidos del dominio CHAP de lysK (489 nucledtidos; origen: bacteriéfago phiK)

ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAARAGCGACCAGCTATGATCCGAGCTTTGGCGTGATGGAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCAAACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGAAAAAAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTG

SEQ ID NO: 6: secuencia de nucledtidos del dominio litico de lisostafina (372 nucledtidos; origen: Staphylococcus
simulans)

ATGGCGGCGACGCACGAGCATAGCGCCCAGTGGCTGAATAATTACAAAAAGGGTTACGGTTATGG
CCCGTACCCGCTGGGCATCAATGGCGGCATGCACTATGGCGTAGACTTCTTTATGAACATTGGCA
CGCCGGTTAAAGCGATCAGTTCCGGTAAAATTGTGGAAGCGGGCTGGAGTAACTACGGTGGTGGT
AACCAGATCGGCTTGATTGAAAATGATGGCGTGCACCGTCAGTGGTACATGCATCTGTCGAAATA
TAACGTAAAGGTGGGCGACTATGTGAAAGCGGGTCAAATTATTGGTTGGTCCGGTAGCACCGGTT
ATAGTACGGCGCCGCACCTGCATTTCCAGCGTATGGTGAATAGCTTT

SEQ ID NO: 7: secuencia de nucledtidos del dominio CHAP de IytN (429 nucledtidos; origen: Staphylococcus
aureus)

ATGGCGAGTACATTAAATTATTTGAAAACATTAGAGAATAGAGGATGGGATT TCGACGGTAGTTA
TGGATGGCAATGTTTCGATTTAGTTAATGTATATTGGAATCATCTTTATGGTCATGGATTAAAAG
GATATGGAGCTAAAGATATACCATATGCAAATAATTTTAATAGTGAAGCTAAAATTTATCACAAC
ACACCAACTTTCAAAGCTGAACCTGGGGACTTAGTGGTTTTTAGTGGAAGATTTGGTGGAGGATA
TGGTCATACAGCTATTGTCTTAAATGGTGATTATGATGGAAAATTAATGAAGTTCCAAAGTTTAG
ATCAAAACTGGAATAATGGTGGATGGCGTAAAGCAGAGGTTGCACATAAAGTTGTTCATAATTAT
GAAAATGATATGATTTTTATTAGACCATTTAAAAAAGCA

SEQ ID NO: 8: secuencia de nucleétidos del CBD de lisostafina (369 nucledtidos; origen: Staphylococcus simulans)

TCTAATAGCACCGCGCAGGACCCGATGCCGTTCTTGAAGTCGGCGGGCTATGGCAAAGCAGGCGG
CACCGTGACTCCGACCCCGAACACGGGCTGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAAAAGCG
AGAGCGCATCTTTTACGCCAAACACGGACATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATG
CCACAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCCAGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGG
CCATGTGTGGGTGGGCTATACCGGCAACAGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGA
ATAAAAGCACCAATACCTTAGGCGTGTTATGGGGTACCATTAAG

SEQ ID NO: 9: secuencia de aminoacidos del clon PRF115 (447 residuos de aminoacidos; secuencia traducida de la
secuencia de nucleotidos de SEQ ID NO: 12; origen: bacteriéfago phiK 'y Staphylococcus simulans)
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MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCODLITDY VLWL
TDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGIVYDGGNTSTF
TILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVKAGTTVKKETAKKSASKTPAPKKKATLKVSKN
HINYTMAATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWS
NYGGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGY STAPHLHFQRMVNSFS
NSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDI ITRTTGPFRSMP
QSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

SEQ ID NO: 10: secuencia de aminoacidos del clon PRF119 (287 residuos de aminoacidos; secuencia traducida de
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 13; origen: bacteriéfago phiK'y Staphylococcus simulans)

MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDLITDY VLWL
TDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGIVYDGGNTSTF
TILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHFIEIPVMSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTG
WKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGN
SGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

SEQ ID NO: 11: secuencia de aminoacidos del clon PRF102 (267 residuos de aminoacidos; secuencia traducida de
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14; origen: Staphylococcus simulans y Staphylococcus aureus)

MASTLNYLKTLENRGWDFDGSYGWQCFDLVNVYWNHLYGHGLKGYGAKDI PYANNFNSEAKIYHN
TPTFKAEPGDLVVF SGRFGGGYGHTAIVLNGDYDGKLMKFQSLDQONWNNGGWRKAEVAHKVVHNY
ENDMIFIRPFKKAMSNSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPN
TDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEVMKQDGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLG
VLWGTIK

SEQ ID NO: 12: secuencia de nucledtidos del clon PRF115 (1.341 nucleédtidos; origen: bacteridfago phiK y
Staphylococcus simulans)

ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAAAGCGACCAGCTATGATCCCGAGCTTTGGCGTGATGGAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCAAACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGAAAAARAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTGAAAGCGGGCACCACCGTGAAAAAAGAAACCG
CGAAARAAAGCGCGAGCAAAACCCCGGCGCCGAAAAAANAAGCCACCCTGAAAGTGAGCAAAAAC
CACATCAACTATACGATGGCGGCGACGCACGAGCATAGCGCCCAGTGGCTGAATAATTACAAAAA
GGGTTACGGTTATGGCCCGTACCCGCTGGGCATCAATGGCGGCATGCACTATGGCGTAGACTTCT
TTATGAACATTGGCACGCCGGTTAAAGCGATCAGTTCCGGTAAAATTGTGGAAGCGGGCTGGAGT
AACTACGGTGGTGGTAACCAGATCGGCTTGATTGAAAATGATGGCGTGCACCGTCAGTGGTACAT
GCATCTGTCGAAATATAACGTAAAGGTGGGCGACTATGTGAAAGCGGGTCAAATTATTGGTTGGT
CCGGTAGCACCGGTTATAGTACGGCGCCGCACCTGCATTTCCAGCGTATGGTGAATAGCTTTTCT
AATAGTACCGCACAAGACCCGATGCCGTTTCTGAAATCCGCGGGTTATGGCAAAGCGGGCGGCAC
CGTGACTCCGACCCCGAACACGGGCTGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAAAAGCGAGA
GCGCATCTTTTACGCCAAACACGGACATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATGCCA
CAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCCAGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGGCCA
TGTGTGGGTGGGCTATACCGGCAACAGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGAATA
AAAGCACCAATACCTTAGGCGTGTTATGGGGTACCATTAAG

SEQ ID NO: 13: secuencia de nucledtidos del clon PRF119 (864 nucledtidos; origen: bacteridfago phiK y
Staphylococcus simulans)
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ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAAAGCGACCAGCTATGATCCGAGCTTTGGCGTGATGGAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCAAACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGAAAAAAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTGATGTCTAATAGCACCGCGCAGGACCCGATGC
CGTTCTTGAAGTCGGCGGGCTATGGCAAAGCAGGCGGCACCGTGACTCCGACCCCGAACACGGGC
TGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAAAAGCGAGAGCGCATCTTTTACGCCAAACACGGA
CATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATGCCACAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCC
AGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGGCCATGTGTGGGTGGGCTATACCGGCAAC

AGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAATACCTTAGGCGTGTT
ATGGGGTACCATTAAGTAA ‘

SEQ ID NO: 14: secuencia de nucledtidos del clon PRF102 (804 nucledtidos; origen: Staphylococcus simulans y
Staphylococcus aureus)

ATGGCGAGTACATTAAATTATTTGAAAACATTAGAGAATAGAGGATGGGATTTCGACGGTAGTTA
TGGATGGCAATGTTTCGATTTAGTTAATGTATATTGGAATCATCTTTATGGTCATGGATTAAAAG
GATATGGAGCTAAAGATATACCATATGCAAATAATTTTAATAGTGAAGCTAAAATTTATCACAAC
ACACCAACTTTCAAAGCTGAACCTGGGGACTTAGTGGTTTTTAGTGGAAGATTTGGTGGAGGATA
TGGTCATACAGCTATTGTCTTAAATGGTGATTATGATGGAAAATTAATGAAGTTCCAAAGTTTAG
ATCAAAACTGGAATAATGGTGGATGGCGTAAAGCAGAGGTTGCACATAAAGTTGTTCATAATTAT
GAAAATGATATGATTTTTATTAGACCATTTAAAAAAGCAATGTCTAATAGCACCGCGCAGGACCC
GATGCCGTTCTTGAAGTCGGCGGGCTATGGCAAAGCAGGCGGCACCGTGACTCCGACCCCGAACA
CGGGCTGGAAAACCAACAAGTACGGTACTCTTTACAAAAGCGAGAGCGCATCTTTTACGCCAAAC
ACGGACATCATCACGCGCACCACCGGCCCATTTCGCAGCATGCCACAGAGCGGCGTCTTGAAARGC
GGGCCAGACCATTCACTACGATGAAGTTATGAAACAGGACGGCCATGTGTGGGTGGGCTATACCG
GCAACAGCGGCCAGCGTATTTATTTACCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAATACCTTAGGC
GTGTTATGGGGTACCATTAAGTAA

SEQ ID NO: 15: secuencia de aminoacidos del clon PRF133 (281 residuos de aminoacidos; secuencia traducida de
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 16; origen: bacteriéfago phiK'y Staphylococcus simulans)

MAKTQAEINKRLDAYAKGTVDSPYRVKKATSYDPSFGVMEAGAIDADGYYHAQCQDLITD
YVLWLTDNKVRTWGNAKDQIKQSYGTGFKIHENKPSTVPKKGWIAVFTSGSYEQWGHIGI
VYDGGNTSTFTILEQNWNGYANKKPTKRVDNYYGLTHF IEI PVGGSKPGGTKPGGSKPGS
TVTPTPNTGWKTNKYGTLYKSESASFTPNTDIITRTTGPFRSMPQSGVLKAGQTIHYDEV
MKODGHVWVGYTGNSGQRIYLPVRTWNKSTNTLGVLWGTIK

SEQ ID NO: 16: secuencia de nucledtidos del clon PRF133 (846 nucledtidos; origen: bacteridéfago phiK y
Staphylococcus simulans)
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ATGGCGAAAACCCAGGCGGAAATTAACAAACGTCTGGATGCGTATGCGAAAGGCACCGTGGATAG
CCCGTATCGTGTGAAAAAAGCGACCAGCTATGATCCGAGCTTTGGCGTGATGGAAGCGGGTGCGA
TTGATGCGGATGGCTATTATCACGCGCAGTGCCAGGATCTGATTACCGATTATGTGCTGTGGCTG
ACCGATAACAAAGTGCGTACCTGGGGCAACGCGAAAGATCAGATCARACAGAGCTATGGCACCGG
CTTTAAAATCCATGAAAACAAACCGAGCACCGTGCCGARAAAAGGCTGGATTGCGGTGTTTACCA
GCGGCAGCTATGAACAGTGGGGCCATATTGGCATTGTGTATGATGGCGGCAACACCAGCACCTTT
ACCATTCTGGAACAGAACTGGAACGGCTATGCGAACAAAAAACCGACCAAACGCGTGGATAACTA
TTATGGCCTGACCCATTTTATTGAAATTCCGGTGGGCGGTAGCAAACCTGGAGGCACGAAGCCGG
GTGGAAGCAAACCAGGATCGACCGTGACTCCGACCCCGAACACGGGCTGGAAAACCAACAAGTAC
GGTACTCTTTACAAAAGCGAGAGCGCATCTTTTACGCCAAACACGGACATCATCACGCGCACCAC
CGGCCCATTTCGCAGCATGCCACAGAGCGGCGTCTTGAAAGCGGGCCAGACCATTCACTACGATG
AAGTTATGAAACAGGACGGCCATGTGTGGCTGGGCTATACCGGCAACAGCGGCCAGCGTATTTAT
TTACCGGTTCGCACCTGGAATAAAAGCACCAATACCTTAGGCCTGTTATGGGGTACCATTAAGTA
A
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REIVINDICACIONES

Un polipéptido quimérico que comprende una primera parte y una segunda parte unidas por un ligador, en
el que

(a) dicha primera parte comprende una secuencia de aminoacidos de un dominio de unién a células (CBD)
de bacteriocina; y

(b) dicha segunda parte comprende una secuencia de aminoacidos de al menos un dominio activo
enzimatico (EAD) seleccionado del dominio litico de una endolisina de bacteriéfagos, en el que el dominio
litico tiene al menos el 80%, preferiblemente el 90%, de identidad de secuencia de aminoacidos con el
polipéptido de SEQ ID NO: 1;

en el que el polipéptido quimérico tiene al menos el 80%, preferiblemente el 90%, de identidad de
secuencia de aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 10, o SEQ ID 15, y tiene actividad litica de
pared celular bacteriana.

El polipéptido quimérico segun la reivindicacion 1, en el que el CBD tiene al menos el 80%, preferiblemente
el 90%, de identidad de secuencia de aminoacidos con el polipéptido de SEQ ID NO: 4.

El polipéptido quimérico segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la endolisina de bacteriéfagos es lysK.

El polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el CBD es un CBD de
lisostafina.

Una composicién que comprende el polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
4.

Una formulacion, preferiblemente una formulacién topica, que comprende el polipéptido quimérico segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

El polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la composicion segun la
reivindicacion 5, o la formulacion segun la reivindicacién 6, para su uso en profilaxis o terapia.

El polipéptido quimérico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o la composicion segun la
reivindicacion 6, para su uso en tratar o prevenir una enfermedad bacteriana, una infeccién bacteriana o
colonizacién bacteriana.

El polipéptido quimérico o composicién para su uso segun la reivindicacion 8, en el que la actividad litica

(a) disminuye la aparicion o gravedad de una enfermedad bacteriana o infeccién bacteriana local o
sistémica, o

(b) previene o elimina colonizacién bacteriana.

El polipéptido quimérico, composicion o uso segun la reivindicacion 9, en el que la enfermedad bacteriana,
infecciéon bacteriana o colonizacion bacteriana estan provocadas por bacterias Gram positivas.

El polipéptido quimérico, composicién o uso segun la reivindicacién 10, en el que las bacterias Gram
positivas son Staphylococcus, preferiblemente Staphylococcus aureus, y mas preferiblemente
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA).

El polipéptido quimérico o composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en
el que la enfermedad bacteriana, infeccién bacteriana o colonizacién bacteriana es una enfermedad
bacteriana, una infeccién bacteriana o colonizacidon bacteriana de la piel o una membrana mucosa,
preferiblemente la membrana mucosa del tracto respiratorio superior, mas preferiblemente la membrana
mucosa de la cavidad nasal.
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Figura 1

Antes del tratamiento

Hidrogel que contiene 10-20 g

de proteina

Desinfectante
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Figura 2

Figura 2A
Control: La mitad superior de la placa se traté con gel que no

contenia proteina

Figura 2B

La mitad superior se tratdé con gel que contenia 10 ug de PRF102
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Figura 3
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