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DESCRIPCION
CAMPO TECNICO

La presente invencién se refiere a un vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium
y Escherichia coli; a un vector de expresién que puede expresar un gen deseado en un microorganismo del género
Bifidobacterium mediante la utilizacion del vector lanzadera; a un microorganismo del género Bifidobacterium
transformado con el vector de expresion; y a un agente antitumoral que comprende el microorganismo del género
Bifidobacterium como principio activo.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

La Bifidobacterium longum es una bacteria anaerobia Gram-positiva y que presenta un genoma con un
gran contenido en GC (véase por ejemplo, el Documento 1 no de patente). Esta Bifidobacterium longum no es
patégena y constituye la mayor parte de la microflora normal en el intestino delgado de la especie humana y de
otros animales (véase por ejemplo, el Documento 2 no de patente). Este microorganismo se dice que tiene
propiedades de estimulacion de la salud del hospedador tal como el aumento de la inmunorreaccion (véase por
ejemplo, el Documento 3 no de patente), efecto inhibidor del comienzo del céncer (véase por ejemplo, el
Documento 4 no de patente), la proteccion del los hospedadores contra la infeccion virica (véase por ejemplo, los
Documentos 5y 6 no de patente) y posiblemente de produccidn de sustancias antibacterianas (véase por ejemplo,
el documento 7 no de patente). Algunos microorganismos del género Bifidobacterium son muy utilizados
mundialmente en la preparacion de productos lacteos fermentados.

Ademas, cabe esperar que los plasmidos del género Bifidobacterium se apliquen a los vectores probioticos
y a los vectores de vacunas bucales contra enfermedades infecciosas. Recientes publicaciones han dado a conocer
gue la Bifidobacterium longum se acumula en el tumor sélido hipéxico después de la administracion general (véase
por ejemplo, los Documentos 8 y 9 no de patente) y que un plasmido recombinante pBLES100-S-eCD portador de
codA de Escherichia coli fusionado con un activador hup de Bifidobacterium longum expresa la citosina desaminasa
en microorganismos (véase por ejemplo, el Documento 1 de patente y los documentos 10y 11 no de patente). Esto
confirmo la teoria de que el Bifidobacterium longum recombinante es eficaz para la terapia de enzima-profarmaco.
Sin embargo, aunque estos plasmidos estan atrayendo la atenciéon en los campos de la alimentacion, de los
productos farmacéuticos y en la industria, sus propiedades genéticas son poco conocidas debido a la falta de un
sistema de transferencia génica replicable eficaz.

El pBLES100, que se utilizé en la construccién del plasmido pBLES100-S-eCD recombinante, es un vector
lanzadera construido a partir del plasmido pTB6 de una DK51 de Bifidobacterium longum y el plasmido pBR322 de
Escherichia coli (véase por ejemplo, el Documento 12 no de patente). Este vector lanzadera pBLES100 transformo
la Bifidobacterium longum con una eficacia de 2,2 x 10* transformantes/ug de ADN y era estable en las células en
cuanto a la estructura y segregacion de fenotipos (véase por ejemplo, el Documento 13 no de patente). Sin
embargo, como el plasmido que presenta ADN inalterado puede escindirse con una enzima de restriccion en el
microorganismo durante la transfeccion, la clonacion de un gen extrafio requiere gran eficacia de transformacion.

Documento 1 de patente: solicitud de patente n® 2002-97144 japonesa abierta al publico

Documento 1 no de patente: Scardovi, Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology vol 2, eds. Sneath et
al., pp. 1418-1434 (1986)

Documento 2 no de patente:Mitsuoka,Elsevier Applied Science, pp 69-114 (1992)

Documento 3 no de patente: Yasui et al., J. Dairy Sci., 74, 1187-1195 (1991)

Documento 4 no de patente: Reddy et al., Cancer Res., 53, 3914-3918 (1993)

Documento 5 no de patente: Duffy et al., Pediatr. Res., 35, 690-695 (1994)

Documento 6 no de patente: Saaverdra et al., Lancet., 344, 1046-1049 (1994)

Documento 7 no de patente: Ibrahim et al., J. Food Prot., 56, 713-715 (1993)

Documento 8 no de patente: Yazawa et al., Cancer Gene Ther. , 7, 269-274 (2000)

Documento 9 no de patente: Yazawa et al., Breast Cancer Res. Treat., 66, 165-170 (2001)
Documento 10 no de patente: Nakamura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 66, 2362-2366 (2002)
Documento 11 no de patente: Fujimori et al., Curr. Opin. Drug Discov. Devel., 5, 200-203 (2002)
Documento 12 no de patente: Matsumura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 61, 1211-1212 (1997)

Documento 13 no de patente: Matsumura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 61, 1211-1212 (1997)
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

[Problema que debe resolver la invencién]

Tal como se describié anteriormente, un vector lanzadera pBLES100 para un microorganismo del género
Bifidobacterium y Escherichia coli transformé Bifidobacterium longum con a una eficiencia de 2,2 x 10*
transformantes/ug de ADN vy resultaba estable en las células en cuanto a la estructura y segregacion de fenotipos.
Sin embargo, como el plasmido que tiene ADN inalterado puede escindirse con una enzima de restriccion en el
microorganismo durante la transfeccion, la clonacién de un gen extrafio requiere mayor eficacia de transformacion.
El objetivo de la presente invencién consiste en proporcionar un vector lanzadera para un microorganismo del
género Bifidobacterium y Escherichia coli con una amplia gama de hospedadores y un nimero grande de copias en
los microorganismos del género Bifidobacterium y que puede expresar en gran medida una proteina deseada en un
microorganismo del género Bifidobacterium cuando se utiliza como vector de expresién; un vector de expresion que
puede expresar un gen deseado en un microorganismo del género Bifidobacterium mediante la utilizacién del vector
lanzadera; un microorganismo del género Bifidobacterium transformado con el vector de expresién; y un agente
antitumoral que comprende el microorganismo del género Bifidobacterium como principio activo.

[Medios para resolver los problemas]

Se determind la secuencia completa (3624 pb; SEC. ID. n° 1) de un plasmido pTB6 procedente de BK51 de
Bifidobacterium longum e identificaron algunas secuencias génicas de este microorganismo del género
Bifidobacterium que incluyen el origen de replicacion OriV del pldsmido. Se observo que OriV es una secuencia de
358 pb que contiene dso y sso, y que un fragmento procedente del pTB6 de aproximadamente 1900 pb en toda su
longitud que contiene una proteina de replicacion (RepB, 693 pb) esta disponible como “unidad de replicaciéon de un
microorganismo del género Bifidobacterium”. La capacidad de replicacion no se confirmé para una unidad que
contenia OriV y una parte de RepB. Se completé la presente invencién observando que la expresion de un producto
para la expresion de un gen de resistencia a la ampicilina que actia como marcador selectivo, particularmente la
expresion de la regiébn N terminal del mismo, es desfavorable en cuanto a la expansion de una gama de
hospedadores en los microorganismos del género Bifidobacterium.

Es decir, la presente invencion se refiere a (1) un vector lanzadera para un microorganismo del género
Bifidobacterium y Escherichia coli caracterizado porque comprende una parte de la region procedente de pTB6 que
comprende una regién (oriV)-repB origen de replicacion de pTh6 pero que no comprende las regiones MembB,
MobA, Orfl y oriT de pTB6 y una parte del plasmido procedente de Escherichia coli que comprende una regiéon
origen (ori) de replicacién de Escherichia coli; (2) el vector lanzadera para un microorganismo del género
Bifidobacterium y Escherichia coli segun (1), en el que la parte de la region procedente del pTB6 consiste en una
parte de la region procedente de TB6 que comprende una secuencia nucleotidica de 1260 pb constituida por una
secuencia nucleotidica representada por los nucledtidos 305 al 1564 en la SEC. ID. n° 1; (3) vector lanzadera para
un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun (1) 6 (2), en el que la parte del plasmido
procedente de Escherichia coli que comprende una region origen (ori) de replicacion es una parte del pladsmido que
no comprende un gen de resistencia a la ampicilina (ampR) o que tiene ADN suprimido que codifica una region con
terminal N de producto de expresion B-lactamasa del gen de resistencia a la ampicilina (ampR); (4) el vector
lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun cualquiera de los apartados
(1) a (3), en el que el microorganismo del género Bifidobacterium es Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum o Bifidobacterium adolescentis; (5) vector lanzadera para un
microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun cualquiera de los apartados (1) a (4), en el que
el vector lanzadera presenta un nimero medio de copias de 6 a 30; (6) vector lanzadera para un microorganismo
del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun cualquiera de los apartados (1) a (5), en el que el vector
lanzadera es pAV001; (7) vector de expresion que puede expresar un gen deseado en un microorganismo del
género Bifidobacterium, que comprende el vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y
Escherichia coli segiin cualquiera de los apartados (1) a (6), en el que se inserta una unidad de expresion del gen
deseado ligada en el marco entre un activador y un terminador implicados en la expresién de un gen procedente de
Bifidobacterium longum que codifica una proteina de unién al ADN (proteina HU) similar a la histona; (8) vector de
expresion segun el apartado (7), en el que el gen deseado es un gen de la citosina desaminasa; (9) microorganismo
del género Bifidobacterium transformado con un vector de expresidon segun el apartado (7) 6 (8); (10) agente
antitumoral que comprende el microorganismo del género Bifidobacterium segun el apartado (9) como principio
activo; (11) unidad de replicacion del plasmido procedente de pTB6 de un microorganismo del género
Bifidobacterium que comprende una region (oriV)-repB origen de replicacién de pTB6 pero que no comprende las
regiones MembB, MobA, Orfl y oriT de pTB6; y (12) la unidad de replicacion de plasmido procedente del pTB6 de un
microorganismo del género Bifidobacterium segun la reivindicacion 11, que comprende una secuencia nucleotidica
de 1260 pb constituida por una secuencia nucleotidica representada por los nucleétidos 305 a 1564 en la SEC. ID.
n°1.

Otros aspectos de la presente invencion se resumen en los parrafos numerados siguientes:

1. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli que
comprende una parte de la regidn procedente del pTh6 que comprende una region del pTB6 origen
de replicacion (oriV)-repB pero que no comprende las regiones MembB, MobA, Orfl y oriT del pTB6 y
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una parte del plasmido procedente de Escherichia coli que comprende una regién del origen de
replicacion (oriC) de Escherichia coli.

2. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segin el
parrafo 1, en el que la parte de la region procedente del pTB6 esta constituida por una parte de la
regiéon procedente del pTh6 que comprende una secuencia nucleotidica de 1260 pb constituida por
una secuencia nucleotidica representada por los nucleétidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1.

3.  Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun el
parrafo 1 6 2, en el que la parte del plasmido procedente de Escherichia coli que comprende una
regién del origen de replicacién (oriC) de Escherichia coli es una parte del plasmido que no
comprende un gen de resistencia a ampicilina (ampR) o que tiene ADN suprimido que codifica una
region con terminal N de un producto B-lactamasa para la expresion del gen de resistencia a la
ampicilina (ampR).

4. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun
cualquiera de los péarrafos 1 a 3, en el que el microorganismo del género Bifidobacterium es
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum o
Bifidobacterium adolescentis.

5. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun
cualquiera de los péarrafos 1 a 4, en el que el vector lanzadera tiene un niumero de copias medio de 6
a 30.

6. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun
cualquiera de los péarrafos 1 a 5, en el que el vector lanzadera es pAV001.

7. Vector de expresion que puede expresar un gen deseado en un microorganismo del género
Bifidobacterium, que comprende el vector lanzadera para un microorganismo del género
Bifidobacterium y Escherichia coli segun cualquiera de los parrafos 1 a 6, en el que se inserta una
unidad de expresion del gen deseado ligado en el marco entre un activador y un terminador
implicados en la expresion de un gen procedente de Bifidobacterium longum que codifica una
proteina de union al ADN similar a una histona (proteina HU).

8. Vector de expresidon segun el parrafo 7, en el que el gen deseado es un gen de la citosina
desaminasa.

9.  Microorganismo del género Bifidobacterium transformado con el vector de expresion segun el parrafo
7u8.

10. Agente antitumoral que comprende el microorganismo del género Bifidobacterium segin el parrafo 9
como principio activo.

11. Unidad de replicacion del plasmido procedente de pTB6 de un microorganismo del género
Bifidobacterium que comprende una region repB del origen de replicacién (oriV) de pTB6 pero que no
comprende las regiones MembB, MobA, Orfl y oriT de pTB6.

12. Unidad de replicacion del plasmido procedente de pTB6 del microorganismo del género
Bifidobacterium segun el parrafo 11, que comprende la secuencia nucleotidica de 1260 pb constituida
por una secuencia nucleotidica representada por los nucleétidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[Fig. 1]

La figura 1 es un diagrama que presenta una cartografia lineal de un plasmido pTB6 (3624 pb) y la
estructura de oriV. figura 1(a) representa las supuestas RepB, MembB, MobA, y una supuesta proteina Orfl. Las
flechas indican la direccién de transporte y las cifras indican la posicién de los nucleétidos. La figura 1(b) representa
esquematicamente dos series de IR (305 a 417) en sso y 1 serie de IR (481 a 504) y 4 unidades repetidas
(indicadas por los triangulos) (577 a 664) en dso situada en oriV. El diagrama estéa indicado sin referencia a escala.

[Fig. 2]

La figura 2 es un diagrama que representa las secuencias en RepB y oriT. Las secuencias (a) de
aminoacidos de la region 1 y de la regiéon 2 en RepB y las secuencias de nucleétidos DR (b) e IR(c) en oriV estan
indicadas en el diagrama. Las cifras superiores a la secuencia indican la posicién de aminoacidos en RepB
predicha de pTBS6, y las cifras por encima de la linea de puntos indican el nUmero de aminoacidos en las regiones.
La posicion (nuc) del nucleétido en la figura 2(b) indica el locus génico de DR, y las secuencias nucleotidicas de las
unidades repetidas estan ordenadas. La posicién (nuc) del nucleétido en la figura 2(c) indica el locus génico de IR, y
sus secuencias estan ordenadas. Los rectangulos con puntos superpuestos representan las regiones conservadas
de los amino&cidos o los nucledtidos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2357372 T3

[Fig. 3]

La figura 3 es un diagrama que presenta una secuencia de aminoacidos en MobA y una secuencia
nucleotidica en oriV. En la figura 3(a), las secuencias parciales de aminoacidos (aminoacidos 1 a 27 y 121 a 145)
de MobA de pTB6 y las secuencias parciales de aminoacidos (aminoacidos 1 a 27 y 108 a 131) de un plasmido
RSF1010 en linea con MOBo (depdsito n°® M28829) estan ordenadas. El simbolo * indica un Tyr activo asociado a la
actividad de rayado-cierre del ADN en el motivo | y del motivo 3H en el motivo lll. En la figura 3(b), la secuencia
nucleotidica de los nucleétidos 3454 a 3510 del supuesto oriV del pTB6 y la secuencia nucleotidica en la posicion
3169 a 3132 de oriT de RSF1010 estan ordenadas. Las flechas indican la IR caracteristica, y la cabeza de flecha
indica un punto de rayado (nic) por MobA de RSF1010. Las cifras por encima y por debajo de las secuencias
indican la posicion del aminoacido de MobA o la posicion de los nucleétidos de pTB6. Las regiones indicadas por
los rectangulos rellenos con puntos indican secuencias nucleotidicas homdlogas con los aminoacidos emparejados.

[Fig. 4]

La figura 4 es un diagrama que representa las cartografias lineales de plasmidos reconstituidos. El
fragmento Pstl-Fspl del pTB6 (nucledtidos 1 a 1872) se insert6 en la zona Pstl-Fspll del pUC18 para obtener un
plasmido compuesto. El fragmento Hincll-Hindlll de 1,6 kpb que contenia spc de pBLES100 se ligé con el
fragmento Hindlll-Sspl (4,0 kpb) y el fragmento Hindlll-Fspl (3,4 kpb) del plasmido compuesto para obtener
pBRASTA100 (5,6 kpb) y pBRASTA101 (5,0 kpb), respectivamente. El fragmento Sspl-Fspl de 0,6 kpb (indicado por
el rectangulo con un subrayado corto y una linea sombreada) de pUC18 se insert6 en la zona BamHI y en las zonas
BamHlI y Hindlll de pBRASTA101 para obtener pBRASTA102 (5,6 kpb) y pPBRASTA103 (6,2 kpb), respectivamente.
Se construy6 un plasmido pSS030Sp (5,4 kpb) por el mismo procedimiento que en la construccion pBRASTA100
excepto que el fragmento de ADN Pstl-Fspl (nucle6tidos 1873 a 3624) de pTB6 en lugar del fragmento de ADN Pstl-
Fspl (nucledtidos 1 a 1872) se insertd en la zona Pstl-Hincll del pUC18. El fragmento Aatll-EcoRV que contiene spc
(1,3 kpb) de pBLES100 se lig6 a un fragmento Aatll-Fspl de molécula recombinante (1,4 kpb) construido insertando
el fragmento de ADN (nucle6tidos 472 a 1872) del pTB6 en la zona Aatll-Hincll del pUC18, para construir un
plasmido pDS044Sp (4,3 kpb). Los rectangulos con una linea de sombreado indican sso y dso. El diagrama se
indica sin referencia a la escala.

[Fig. 5]

La figura 5 es un diagrama que presenta el proceso de produccion de Bifidobacterium longum::pAV001-
HU-eCD y Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD.

[Fig. 6]

La figura 6 es un diagrama que representa el resultado de comparacion del nivel de expresion de una
proteina citosina desaminasa en Bifidobacterium longum. El diagrama demuestra que la proteina citosina
desaminasa es expresada 2 a 8 veces por Bifidobacterium longum::;pAV001-HU-eCD en comparacion con la
expresada por Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD.

[Fig. 7]

La figura 7 es un diagrama que representa un desplazamiento temporal en los recuentos bacterianos
obtenido como resultado de comparacion de la actividad enzimética de la proteina citosina desaminasa
(comparacion de la actividad de conversion 5FC a 5FU) en Bifidobacterium longum.

[Fig. 8]

La figura 8 es un diagrama que representa una concentracion de 5-FU obtenida como resultado de
comparacion de la actividad enzimatica de la proteina citosina desaminasa (comparacion de la actividad de
conversion 5FC a 5FU) en Bifidobacterium longum.

[Fig. 9]

La figura 9A es un diagrama que representa el resultado del andlisis Southern, después de cultivar
Bifidobacterium longum::pAV001-HU-eCD vy Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD, digeriendo los ADN
extraidos de las células bacterianas respectivas con una enzima de restriccion y separando los acidos nucleicos por
electroforesis en gel de agarosa para someter a analisis Southern utilizando reactivos de marcado directo AlkPhos
(Amersham Bioscience). La figura 9B es un diagrama que representa el resultado de comparacion de los nimeros
de copias del plasmido de Bifidobacterium longum::pAV001-HU-eCD y Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD
basado en la intensidad de sefial.

MEJOR MODO DE PONER EN PRACTICA LA INVENCION

Un vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli de la presente
invencion no esta particularmente limitado con tal que sea un vector lanzadera que comprende una parte de la
regiéon derivada de pTB6 que comprende un origen de replicacién (oriV; los nucleétidos 305 a 664 en la secuencia
nucleotidica representada por la SEC. ID. n° 1)-repB (nucledtidos 872 a 1564 en la secuencia nucleotidica
representada por la SEC. ID. n°® 1) region de pTB6 pero que no comprende MembB (nucleétidos 1543 a 2355 en la
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secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. n° 1), MobA (nuclettidos 2212 a 3300 en la secuencia
nucleotidica representada por la ID. n° 1), Orfl (nucleétidos 3587 a 517 en la secuencia nucleotidica representada
por la SEC. ID. n° 1) y oriT (nucledtidos 3454 a 3510 en la secuencia nucleotidica representada por la SEC. ID. n° 1)
regiones de pTB6 y una parte del plasmido derivado de Escherichia coli que comprende una region del origen (ori)
de replicacién de. Sin embargo, una unidad de replicacién que comprende una secuencia nucleotidica de 1260 pb
constituida por una secuencia nucleotidica representada por los nucleétidos 305 a 1564 en la la SEC. ID. n° 1, por
ejemplo, una unidad de replicacién minima de 1260 pb constituida por una secuencia nucleotidica representada por
los nucledtidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1, una unidad de replicacion de 1900 pb constituida por una secuencia
de nucleodtidos representada por los nucleétidos 1 a 1900 en la SEC. ID. n° 1 y una unidad de replicacién maxima
de 2355 pb constituida por una secuencia nucleotidica representada por los nucleétidos 1 a 2355 en la SEC. ID. n°®
1, resultan preferidos. Por tanto, utilizando una unidad de replicacion mas pequefia sin las regiones MembB, MobA,
Orfl y oriT, puede aumentarse el nimero de copias en las células hospedadoras. Resulta preferido que el vector
lanzadera tenga un nimero de copias superior al de un vector lanzadera pBLES100 para Bifidobacterium longum y
Escherichia coli que puede construirse por el procedimiento descrito en Biosci. Biotech. Biochem., 61, 1211 (1997),
y tiene un nimero medio de copias aumentado, por ejemplo, de 3 a 30, particularmente preferentemente 6 a 30.

En el vector lanzadera de la presente invencion, resulta preferido que la parte del plasmido procedente de
Escherichia coli que comprende una regién de origen (ori) de replicacion de Escherichia coli no comprenda un gen
de resistencia a ampicilina (ampR) o, si existe, resulta preferido que se suprima una parte en la que el ADN que
codifica la region del terminal N de su producto de expresion B-lactamasa. La expresion de carece de la region N-
terminal de la B-lactamasa permite la expansion de un intervalo de hospedador en los microorganismos del género
Bifidobacterium.

En el vector lanzadera de la presente invencién, el microorganismo del género Bifidobacterium puede estar
representado concretamente por Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescents, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium bifidum. En cambio, no esta confirmada la replicacion del vector
lanzadera pBLES100 en otros microorganismos del género Bifidobacterium aparte de Bifidobacterium longum.

El vector lanzadera de la presente invencidon puede estar representado preferentemente por el vector
lanzadera pAV001 descrito en el ejemplo 2.

Una unidad de replicacion del plasmido derivado del pTB6 de un microorganismo del género
Bifidobacterium de la presente invencion no esta particularmente limitada siempre que sea una parte de la region
derivada del pTB6 que comprende un origen de replicacion (oriV; nucletdtidos 305 a 664 en la secuencia
nucleotidica representada por SEC. ID. n° 1)- la regién repB (nucleétidos 872 a 1564 en la secuencia nucleotidica
representada por SEC. ID. n° 1) del pTB6 pero que no comprende MembB (nucleétidos 1543 a 2355 en la
secuencia nucleotidica representada por SEC. ID. n° 1), MobA (nucledtidos 2212 a 3300 en la secuencia
nucleotidica representada por SEC. ID. n® 1), Orfl (nucledtidos 3587 a 517 en la secuencia nucleotidica
representada por SEC. ID. n°® 1) y las regiones OriT (nucledtidos 3454 a 3510 en la secuencia nucleotidica
representada por SEC. ID. n°® 1) de pTB6. La unidad de replicacion de plasmido puede estar ilustrada
preferentemente por una unidad de replicacion que comprende una secuencia nucleotidica de 1260 pb constituida
por secuencia nucleotidica representada por los nucledtidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1, por ejemplo, una
unidad de replicacion minima de 1260 pb constituida por una secuencia nucleotidica representada por los
nucledtidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1, una unidad de replicacién formada por una secuencia nucleotidica
representada por los nucleétidos 1 a 1900 en la SEC. ID. n°® 1 y una unidad de replicacién maxima de 2355 pb
formada por una secuencia nucleotidica representada por los nucleétidos 1 a 2355 en la SEC. ID. n° 1.

Un vector de expresion de la presente invencidn que puede expresar un gen deseado en un
microorganismo del género Bifidobacterium no esta particularmente limitado con tal que sea un vector que
comprende el vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli de la presente
invencion en el que se inserta una unidad de expresion del gen deseado ligado en el marco entre un activador y un
terminador implicado en la expresion del gen derivado de Bifidobacterium longum que codifica una proteina de
enlace al ADN (proteina HU) similar a la histona. El gen deseado no esta particularmente limitado y puede ser
ilustrado preferentemente por un gen que codifica una citocina o un inhibidor angiégeno con actividad antitumoral y
un gen que codifica una enzima que puede convertir un precursor de la sustancia antitumoral poco toxico en una
sustancia antitumoral (en adelante abreviado como enzima conversora).

El activador y el terminador en la unidad de expresion pueden preferentemente estar ilustrados por un ADN
representado por los nucledtidos 1 a 192 y un ADN representado por los nucleétidos 472 a 600, respectivamente,
en la secuencia nucleotidica que puede estar representada por la SEC. ID. n® 2. El vector de expresion que
presenta el activador y el terminados implicados en la expresion de un gen HU puede prepararse escindiendo un
gen HU con una enzima de restriccion procedente del ADN de Bifidobacterium longum, incorporando a continuacion
el gen HU en un vector de clonacién, e incorporando ademas el gen deseado corriente abajo del activador
implicado en la expresion del gen HU. El gen deseado puede expresarse de manera eficaz utilizando el activador y
el terminador implicados en la expresion del gen HU. Los ejemplos de un procedimiento para aislar el gen HU
incluyen un procedimiento que digiere el ADN cromosomico de Bifidobacterium longum con la enzima de restriccion
Hindlll. Para ser mas especifico, el ADN cromosémico de Bifidobacterium longum se digiere en primer lugar con
una enzima de restriccion Hindlll y a continuacién se purifica mediante tratamiento con fenol y precipitacion en
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etanol. Por otra parte, pBR322 (TAKARA SHUZO) se digiere también con Hindlll y se somete a tratamiento de
desfosforilacion seguido de la purificacion de la misma manera. Los ADN respectivos se ligan para obtener ADN
recombinante. A continuacion el ADN recombinante se utiliza para transformar mH3 de Escherichia coli (Gene, 45,
37 (1986)) segun un método convencional para obtener un transformante que presenta resistencia a la ampicilina y
sensibilidad a la tetraciclina. EIl ADN plasmido se extrae del transformante obtenido segun un procedimiento
convencional y se introduce en una cepa YK2741 de Escherichia coli (Gene, 89, 133 (1990)) segin un
procedimiento convencional para transformar la cepa bacteriana. La cepa YK2741, que tiene los genes para HU e
IHF (factor de hospedador de integracién) suprimidos, presenta sensibilidad al frio, y con esta propiedad el
transformante se selecciona colocando en placas en medio agar-agar que contiene ampicilina y cultivando a 27°C.
Posteriormente, el transformante de la cepa YK2741 obtenido de este modo se cultiva mas y el plasmido retenido
en la cepa se extrae segun un procedimiento convencional y se introduce en YK1340 de Escherichia coli (J. Mol.
Biol., 204, 581 (1988)) segln un procedimiento convencional para transformar la cepa bacteriana. El transformante
obtenido se somete a una prueba de infeccion con el fago Mu segun un procedimiento convencional. La cepa
YK1340 es una cepa con los genes HU suprimidos, y como la proliferacién del fago Mu requiere proteinas HU, un
transformante que es lisado por infeccidn y proliferacion del fago Mu puede ser un potente candidato de una cepa
gue lleva el gen para HU procedente de Bifidobacterium longum. Por tanto, el plasmido pBLHU15 que tiene el
activador y el terminador implicados en la expresion del gen HU derivado de Bifidobacterium longum puede
obtenerse seleccionando un plasmido conservado en la cepa que presenta resistencia a la ampicilina y es lisado
por infeccion y proliferacion del fago Mu. Ademas, una zona desarrollada utilizando NsvV y Hpal resulta preferida
como zona de introduccion del gen deseado.

Para el gen que codifica un citocina con actividad antitumoral, los ejemplos incluyen interferon (IFN-a, IFN-
B, IFN-y, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), interleucina (IL)-1a, IL-18, IL-2, IL-
3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IL-27, factor de necrosis tumoral (TNF)-a, linfotoxina (LT)-B, factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), factor
inhibidor de la migracion de microfagos (MIF), factor inhibidor de leucemia (LIF), factores coestimuladores B7
(CD80) y B7-2 (CD86) para la activacion de linfocitos T, kit ligando y oncostatina M. Especificamente, es preferible
la IL-2. Alternativamente, estas citocinas pueden utilizarse en combinacién de dos o més de ellas, y, por ejemplo, la
combinacion de IL-6 con TNF-a, IFN-a, IFN-B o IFN-y, la combinaciéon de TNF-a con IFN-y y la combinacién de
antiFas con IFN-y son preferibles. Los inhibidores angiégenos tales como endostatina, angiostatina, rosquilla 1,
rosquilla 2, rosquilla 3, rosquilla 4, rosquilla 5 y NK4 pueden utilizarse de manera ventajosa como sustancias que
presentan otra actividad antitumoral aparte de la citocina.

Los ejemplos del gen que codifica una enzima conversora incluyen: una combinacion de 5-fluorocitosina
(5-FC) como precursor de la sustancia antitumoral, 5-fluorouracilo (5-FU) como sustancia antitumoral y citosina
desaminasa como enzima conversora; una combinacion de 5-aziridino-2,4-dinitrobenzamida (CB1954) como
precursor de la sustancia antitumoral, un agente alquilante conocido porque produce enlace en puente en el ADN
bicatenario como sustancia antitumoral, y nitrorreductasa como enzima conversora; y una combinacion de
ganciclovir como precursor de la sustancia antitumoral, su metabolito como sustancia antitumoral y timidina cinasa
del virus tipo | del herpes simple (HSV1-TK) como enzima conversora. Ademas, convirtiendo una sustancia
antitumoral en un precursor (incluyendo un producto inactivado) poco téxico para cuerpos humanos por
modificacion tal como conjugacion de glucurénido, conjugacion de glicina o conjugacion de lisina, y la enzima que
desmodifica el precursor puede utilizarse como enzima conversora. Cualquiera de los conocidos per se en la
técnica puede utilizarse como enzima que desmodifica el precursor. Por ejemplo, puede proporcionarse a titulo de
ejemplo la combinacion de un precursor de sustancia antitumoral conjugado con glucurénido con B-glucuronidasa
como enzima conversora.

El microorganismo del género Bifidobacterium de la presente invencion no esta particularmente limitado
siempre que sea un microorganismo del género Bifidobacterium transformado con el vector de expresién de la
presente invencion. Los ejemplos concretos del mismo incluyen Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium thermophirum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis y Bifidobacterium animalis. Entre éstos se resultan preferidos los
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum o Bifidobacterium infantis conocidos
por habitar en los intestinos de los seres humanos independientemente de la edad, y el Bifidobacterium longum
resulta el mas preferido. Todas estas bacterias estan disponibles en el mercado o pueden adquirirse facilmente en
las instituciones depositarias. Por ejemplo, pueden utilizarse Bifidobacterium longum ATCC-15707, Bifidobacterium
bifidum ATCC-11863 y Bifidobacterium infantis ATCC-15697.

La unidad de replicacion del plasmido, el vector lanzadera, el vector de expresion y el microorganismo
transformado del género Bifidobacterium de la presente invencion pueden prepararse segun los procedimientos
descritos en los manuales de experimentacion comercializados, por ejemplo, Gene Manual (Kodansha), Methods for
Experiments in Gene Manipulation (ed., Yasusaka Takagi, Kodansha), Molecular Cloning (Cold Spring Harbor
Laboratory (1982), Molecular Cloning 22 ed. (Cold Spring Harbor Laboratory (1989), Methods in Enzymology, 194
(1991) y Gene Experiments Yeasts, Experimental Medicine Suppl. (Yodosha (1994)).

El microorganismo transformado del género Bifidobacterium puede proliferar solamente en tejidos
tumorales en un medio anaerobio y expresa sustancias con actividad antitumoral, enzimas conversoras y similares
en los tejidos tumorales. Por tanto, el microorganismo transformado del género Bifidobacterium se utiliza como
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medicina eficaz para tratar el tumor que presenta un medio aerobio, preferentemente un tumor sélido. El agente
antitumoral de la presente invencibn no estd limitado de manera especifica siempre que comprenda el
microorganismo del género Bifidobacterium como principio activo. La administracion del agente antitumoral de la
presente invencion no esta particularmente limitada e incluye la administracion oral y la administracion parenteral,
aunque resulta particularmente preferida la administracion parenteral. Los ejemplos de administracién parenteral
pueden incluir la administracién por las vias respiratorias, intrarrectal, subcutanea, intramuscular e intravenosa. Los
ejemplos de preparaciones adecuadas para administracion bucal incluyen comprimidos, granulos, granulos finos,
polvos, jarabes, soluciones, capsulas y suspensiones. Ejemplos de preparaciones adecuadas para administracion
parenteral incluyen inyecciones, infusiones, inhaladores, propulsores, supositorios, absorbentes transdérmicos y
absorbentes a través de las mucosas. En la presente invencion, resulta preferido que las preparaciones se utilicen
como inyecciones, particularmente las inyecciones intravenosas.

El microorganismo transformado del género Bifidobacterium puede suministrarse tras el tratamiento
conocido por si mismo en la técnica. Por ejemplo, puede realizarse purificacion parcial por centrifugacion. Ademas,
después de la purificacion parcial, el microorganismo puede disolverse o ponerse en suspension, en un disolvente
utilizado convencionalmente en la técnica tal como PBS (solucién salina tamponada con fosfato), o solucion de
Ringer lacteada, si se desea. Ademas, la liofilizacion o secado por atomizacion puede realizarse para preparar un
producto en polvo o granulado, si se desea.

La solucion o suspension del microorganismo transformado del género Bifidobacterium o el polvo seco o el
producto granulado del microorganismo transformado puede administrarse directamente como agente antitumoral
de la presente invencion. Sin embargo, es generalmente deseable que el agente antitumoral se administre en forma
de composicion farmacéutica que comprende las sustancias anteriores que actian como principio activo y uno o
mas aditivos farmacéuticos. Dichas composiciones farmacéuticas pueden producirse segin un procedimiento bien
conocido o comunmente utilizado por si mismo en el campo farmacéutico.

Los ejemplos de aditivos farmacéuticos que pueden utilizarse en la produccion de las preparaciones
liquidas adecuadas para administracion oral incluyen: agua; sacaridos tales como cafa de azlcar, sorbita y aztcar
de frutas; glicoles tales como polietilenglicol y propilenglicol; aceites tales como aceite de sésamo, aceite de oliva 'y
aceite de soja; y conservantes tales como ésteres del acido p-hidroxibenzoico. La produccién de las preparaciones
sélidas tales como capsulas, comprimidos, polvos y granulos comprende: excipientes tales como lactosa, glucosa,
cafia de azucar y manita; disgregadores tales como almidén y alginato sddico; lubricantes tales como estearato de
magnesio Yy talco; aglutinantes tales como alcohol polivinilico, hidroxipropilcelulosa y gelatina; tensioactivos tales
como éster de acido graso; y plastificantes tales como glicerina, pueden utilizarse.

De las preparaciones adecuadas para administracion parenteral, pueden prepararse preferentemente
preparaciones para administracion intravascular tales como inyecciones e infusiones utilizando un medio acuoso
isoténico con la sangre humana. Por ejemplo, pueden prepararse inyecciones en forma de solucién, suspension o
dispersion junto con un auxiliar apropiado segin un procedimiento convencional utilizando un medio acuoso
seleccionado de entre solucion salina, solucion de glucosa o una mezcla de solucién salina y solucion de glucosa.
Los supositorios para administracion intestinal pueden prepararse utilizando un vehiculo, por ejemplo, manteca de
cacao, grasa hidrogenada o acido bicarboxilico. Pueden prepararse propelentes utilizando un vehiculo que no
proporciona estimulacién a la cavidad bucal humana ni a la mucosa de las vias respiratorias y que puede favorecer
la absorcién del microorganismo del género Bifidobacterium de la presente invencion actuando como principio
activo al dispersar al microorganismo en particulas finas. Por ejemplo, puede utilizarse lactosa o glicerina como
vehiculo. Ademas, pueden prepararse preparaciones en forma de aerosoles y polvos anhidros. Por ejemplo, uno o
dos o mas aditivos farmacéuticos seleccionados de entre diluyentes, aromatizantes, conservantes, excipientes,
disgregadores, lubricantes, aglutinantes, tensioactivos y plastificantes pueden utilizarse en la produccion de
preparaciones para administracion parenteral. La forma y el procedimiento de produccion del agente antitumoral de
la presente invencion no se limitan a los ejemplos especificos mencionados anteriormente.

La dosis y la frecuencia de administracion del agente antitumoral de la presente invencion no estan
particularmente limitados y pueden seleccionarse de manera apropiada segun varias condiciones tales como el tipo
de gen retenido en el microorganismo del género Bifidobacterium, el tipo de una enfermedad moérbida que debe
tratarse, las vias de administracion, la edad y el peso corporal del paciente, los sintomas y la gravedad de la
enfermedad. Por ejemplo, cuando el agente antitumoral se administra de forma generalizada por inyeccion
intravenosa, la dosis diaria en el adulto es preferentemente aproximadamente 2 x 10° a 2 x 107
microorganismos/cuerpo. Cuando el agente antitumoral se administra localmente en el tumor, la dosis es
preferentemente aproximadamente 5 x 10% microorganismos/tumor. Sin embargo, la dosis no se limita a este
ejemplo especifico.

El agente antitumoral segun la presente invencion puede aplicarse al tumor que tiene un medio anaerobio,
preferentemente a varios canceres sélidos. Los ejemplos de canceres solidos incluyen cancer del intestino delgado,
tumor cerebral, cancer de craneo y cuello, cancer de mama, cancer pulmonar, cancer de es6fago, cancer gastrico,
cancer hepatico, cancer de vesicula biliar, cancer del conducto biliar, cancer pancreatico, insulinoma,
coriocarcinoma, cancer de colon, carcinoma de células renales, cancer adrenocortical, cancer de vejiga, cancer de
testiculos, cancer de préstata, tumor testicular, cancer de ovarios, cancer de Utero, coriocarcinoma, cancer de
tiroides, tumor carcinoide maligno, cancer de piel, melanoma maligno, osteosarcoma, sarcoma de tejido blando,
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neuroblastoma, tumor de Wilms, retinoblastoma, melanoma y carcinoma espinocelular.

La medicina de la presente invencién puede utilizarse con otras medicinas y similares. Particularmente,
cuando se administra el microorganismo del género Bifidobacterium que incorpora en éste el gen que codifica una
enzima conversora, resulta esencial la administracion de un precursor de la sustancia antitumoral. No obstante, el
precursor de la sustancia antitumoral puede formar una Unica preparacion junto con el microorganismo del género
Bifidobacterium que incorpora en éste el gen que codifica una enzima conversora; o sino, pueden ser preparaciones
independientes que deben administrarse simultdneamente o a intervalos de tiempo. Ademas, resulta preferido que
se utilice con lactulosa. La lactulosa es una fuente nutritiva para el microorganismo del género Bifidobacterium y no
es metabolizada por seres humanos, ratones ni cerdos. Por lo tanto, administrando lactulosa el ndimero de
microorganismos del género Bifidobacterium en el tejido tumoral aumenta de manera especifica. La dosis diaria de
la misma en el adulto es preferentemente de aproximadamente 24 a 48 g/cuerpo, y la frecuencia de administracion
no esta limitada. Ademas, la medicina de la presente invencion puede utilizarse en combinacién con otros agentes
antitumorales y similares.

El microorganismo del género Bifidobacterium de la presente invencién administrado a un paciente puede
ser destruido facilmente por un antibidtico. Esto es importante para aumentar mas la seguridad del sistema de
transferencia de genes segun la presente invencion.

A continuacion, la presente invencion se describira con mayor detalle haciendo referencia a los ejemplos.
Sin embargo, el alcance técnico de la presente invencion esta limitado a estas ilustraciones.

EJEMPLO 1
(Andlisis estructural del plasmido pTB6)
[Materiales y procedimientos]
1. Cepas bacterianas, plasmidos y medios

Las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en la presente invencion se proporcionan en la Tabla 1.
Se cultivd aerdbicamente Escherichia coli a 37°C en caldo de cultivo LB (10 g de Bacto-triptona, 5 g de extracto de
levadura, 5 g de NaCl y 0,1% de glucosa por litro) y se permitio la formacién de las colonias en el caldo de cultivo
LB que contenia 1,5% de agar-agar. 105-A de Bifidobacterium longum (véase el documento 12 no de patente) se
cultivé en medio anaerobio a 37°C en caldo de cultivo MRS (Difco Laboratories, EE.UU.) enriquecido con sacarosa
50 mM, cisteina al 0,34% y ascorbato de sodio al 0,02%. Se afiadi6 un antibiético (50 ug/ml de ampicilina (Ap) y/o
75 pg/ml de espectinomicina (Sp)) segun la necesidad. Se permitié la formacién de las colonias en el caldo de
cultivo que contenia agar-agar al 1,5% utilizando el sistema anaerobio Gas-Pack (BL, EE.UU.) segun el
procedimiento descrito en el documento 12 no de patente.

[Tabla 1]
Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este estudio

Cepa o plasmidos Caracteristicas relevantes Fuente de referencia

Cepas bacterianas

HMS174 de E.coli recAl hsdR ri/Sp° Sambrook et al.*
105-A de B. longum Sp® Matsumura et al.**
Plasmidos

puC18 2,7 kpb; ColE1 ori, amp Sambrook et al.*
pBLES100 9,1 kpb; ColE1 ori, whole pT86, spc Matsumura et al.**
pBRASTA100 5,6 kpb; ColE1 ori, pTB6 oriV-repB, spc, amp Este estudio
pBRASTA101 5,0 kpb; ColE1 ori, pTB6 oriV-repB, spc, Este estudio
pBRASTA102 5,6 kpb; ColE1 ori, pTB6 oriV-repB, spc, Este estudio
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pBRASTA103 6,2 kpb; ColE1 ori, pTB6 oriV-repB, spc, Este estudio
pDS044Sp 4,3 kpb; ColE1 ori, pTB6 oriV-repB, A sso, spc, Este estudio
pSS030Sp 5,4 kpb; ColE1 ori, pTB6 mobA, spc, amp Este estudio

*) Sambrook, J.E., Fritsch, F., y Maniatis, T., en “Molecular Cloning: a laboratory manual” 22 ed. Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York (1989).

**) Matsumura, H., Takeuchi, A., y Kano, Y., Constructions of Escherichia coli-Bifidobacterium longum shuttle vector
transforming B. longum 105-A y 108-A. Biosci. Biotechnol. Biochem., 61, 1211-1212 (1997).

2. Aislamiento de AND plasmido y manipulacién molecular

Se utilizd Plasmid Kit de Qiagen (QIAGEN, EE. UU.) segun los procedimientos descritos en el manual
adjunto para extraer ADN pladsmido por un procedimiento de lisis alcalina modificada. Se lavé Bifidobacterium
longum con NaCl al 0,9% y se trat6 a 37°C durante 30 minutos con lisozima (1 mg/ml) antes de la lisis alcalinay a
37°C durante 15 minutos con proteinasa K (0,1 mg/ml) antes del tratamiento con fenol.

Se prepararon células competentes de Bifidobacterium longum segun el procedimiento descrito en el
documento 12 no de patente. Las células recolectadas en la fase logaritmica tardia se lavaron tres veces con
solucién de sacarosa tamponada 50 mM y se pusieron en suspension en glicerina enfriada en hielo (10% v/v) de
aproximadamente una centésima del volumen del producto cultivado original. Ademas, se prepararon células
competentes de Escherichia coli segun el procedimiento descrito anteriormente (Takeuchi et al., Biosci. Biotechnol.
Biochem., 66, 598-603 (2002)). Se utilizé el aparato GenePulser (Bio-Rad Labs., EE.UU.) en condiciones de 200 Q
de resistencia en paralelo, 2,5 kV/cm y 25 pyF segun el procedimiento descrito en el documento 12 no de patente
para realizar la electroporacion utilizando 100 ng del ADN plasmido y 50 pl de las soluciones bacterianas.

Se ampli6é el ADN utilizando GeneAmp PCR System 9600 y LA Taq Polimerasa (TAKARA). Dos cebadores
[5-GGCCGGAATTCTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCC-3'(SEC.ID.n°3)y5’-GGCCGGAATTCAGTACTCATATA TA
CTTTAGATTGATTTA-3’ (SEC. ID. n° 4)] se utilizaron para ampliar por RCP ColE1 ori del pUC18. A continuacion,
utilizando dos cebadores [5- GCGGCGGATCCATTGAAAAAGGAAGAGTAT-3'(SEC.ID.n°5) y 5- CGG CCGG
ATCCTGCGCAACGTTGTTGCCAT-3’ (SEC. ID. n°® 6)] para construir pPBRASTA102 y dos cebadores [5’-GCGGCAA
GCTTATT-GAAAAAGGAAGAGTAT-3'(SEC.ID.n°7) y 5-CGGCCAAGCTTTGCGCAACGTT-GTT GCCAT-3' (SEC.
ID. n° 8)] para construir pPBRASTA103, una media region de amp para el activador se ampli6 en pUC18. Se
realizaron otras manipulaciones en el ADN todas segun el procedimiento descrito anteriormente (Sambrook et al.,
Molecular Cloning: a laboratory manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory, (1989)).

3. Secuenciado de ADN y analisis de la secuencia

Se escindi6 pBLES100 con Pstl para preparar el ADN completo (3,6 kpb) de pTB6. Después de la
digestion con Sau3Al o Alul, se subclon6 el ADN en el punto de multiclonacion de pUC18. ALF expresa el
secuenciador de Il ADN y el Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit of Thermo Sequenase CyTM 5 Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech) se utiliz6 para realizar el secuenciado. Se utilizd
el programa informatico DNASIS-Mac v.2.2 y GENETYX-MAC para poner en practica el montaje de la secuencia y
el analisis de la secuencia utilizando ordenador. Se utilizaron los servidores FASTA y BLAST para buscar la
homologia.

[Resultados]
1. Estructura del plasmido

Se determind la secuencia nucleotidica completa (3.624 pb) del pTB6 de la BK51 de Bifidobacterium
longum que actiia como un componente del vector lanzadera pBLES100. Se predijo pTB6 (figura 1(a)) a partir de la
busqueda en la base de datos que contenia 4 marcos de lectura abiertos (Orf), es decir, RepB (872 a 1564), MemB
(1543 a 2355), MobA (3300 a 2212) y una supuesta proteina Orfl (3587 a 1 a 517). El contenido por GC de pTB6
fue 65,1 mol% y tenia un nivel observado normalmente en el ADN gendémico y en el ADN plasmido de
Bifidobacterium longum.

La secuencia nucleotidica completa de pTB6 presentd 95% de homologia con los plasmidos pKJ36 (3625
pb) y pB44 (3624 pb) de Bifidobacterium longum que pertenecen al grupo 1 de la familia del plasmido tipo de
replicacion de circulo rodante (SCR) top NaC2 92% de homologia a pNAC2 (3684pb) con 89% de homologia a
PBLO1 (3626 pb). Hasta el 92% de homologia se detectdé también para un plasmido pDOJH10L (5308 a 8999 en
10073 pb) del grupo 1 (Tabla 2).
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[Tabla 2]
Homologia de nucleétidos e identidad de aa
Plasmido Homologia nuc (%)* Identidad de aa (%)

RepB** MobA MembB Orf | ***

pKJ36 95 92 85 88 -
pB44 95 91 85 - 31
pNAC2 92 89 58 - 31
pDOJH10L 92 90 46 57 30
pBLO1 89 81 57 - 31

Las cifras representan el tanto por ciento de homologia de nuc y la identidad de aa para pTB6.

* Las secuencias nuc completas se compararon con las de pTB6 (3.624 pb) excepto pDOJH10L en el que la
posicion 5308 a 8999 de nuc se comparo con la secuencia nuc de pTB6. **; Secuencia de aminoacidos de RepB de
las posiciones 1 a 230 de aa (pKJ36), desde 54 a 283 (pB44) y desde 54 a 281 (pNAC2, pBOJH10L y pBLO1) se
compar6 con la secuencia de aa de RepB completa (230 aa) de pTB6. El nimero de aa en RepB completo fue 230,
299, 297, 297, 297 para pKJ36, pB44, pNAC2, pDOJH10L y pBLO1, respectivamente. ***; Orf de pB44, Orf lll de
pNAC?2, Orf Il de pDOJH10L y Orf | de pBLO1, se compararon con Orf I. -; Homélogo de Orf con Orf | no se ha
publicado. Los numeros de registro en el GenBank para las secuencias del ADN plasmido y el tamafio de nuc de
plasmido son AF139129 para pKJ36 (3.625 pb), AY066026 para pB44 (3.624 pb), AY112723 para pNAC2 (3684
pb), AF538868 para pDOJH10L (10073 pb) y AF540971 para pBLO1 (3.626 pb).

2. RepBy oriV

La identidad de aminoéacidos de Orf predicho de pTB6 se representa en la Tabla 2. RepB (230 aminoacidos
(aa)) presentaba 92%, 91%, 90%, 89% y 81% de identidad con la secuencia de amino&cidos de RepB completa
(230 aa de pKJ36, la regién de aminoacidos de RepB de 54 a 283 aminoacidos de pB44 y la region de aminoacidos
de RepB de 54 a 281 aminoéacidos de pDOJH10L, pNAC2 y pBLO1, respectivamente. Dos zonas locales, la region
1(117 a 138 aa) y la region 2 (183 a 188 aa) no se conservaron en estos plasmidos (figura 2(a)).

El origen de replicacion oriV estd constituido por dso (origen de la doble cadena) y sso (origen de la
cadena individual) y es necesario para la iniciacion de la replicacion de la lectura y de las cadenas de aislamiento
(DelSolaretal., Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62, 434-494, (1998)). Este origen de replicacion fue predicho en una regién
entre los nucleétidos 305 y 664 de pTB6 (figura 1(b)). Se detectaron 2 series de IR (305 a 417) sso, mientras que IR
(481 a 504) y DR (577 a 644) se detectaron en dso (figura 1(b)). DR constaba de cuatro secuencias idénticas de 22
mondémeros (5-AACCTACACCAAAAGGGGAGCG-3’; SEC. ID. n° 9) con la excepcién de que la Ultima secuencia
presentaba T en el terminal 3'. Sus 11 nucleédtidos (5-CAAAA-3’ y 5-GGAGCG-3’) se conservaron en la DR de
pKJ36, pB44, pNAC2, pDOJH10L y pBLO1 (figura 2(b)). La secuencia nucleotidica de IR en dso se conservo
también en estos plasmidos salvo para 2 nucleétidos en la region del bucle (22 de 24 nucleoétidos) (figura 2(c)).

3. MobAy oriT

MobA es una proteina primaria del tratamiento del ADN para la movilizaciéon conjugativa del plasmido
(Becker et al., J. Bacteriol., 185, 3538-3546 (2003)). La identidad de aminoéacidos de la supuesta MobA del pTB6
fue 85%, 85%, 58%, 57% y 46% de la supuesta MobA de pKJ36, pNAC2, pBLO1 y pDOJH10L, respectivamente
(Tabla 2). MobA del pTB6 presenté también similitud notable con MobA del plasmido RSF 1010 de la familia MobQ
(Francia et al., FEMS Microbiol. Rev., 28, 79-100 (2004)). El resto de tirosina del motivo | (Francia et al., FEMS
Microbiol. Rev., 28, 79-100 (2004)), implicado en la accién de marcado-cierre del ADN y el motivo 3H del motivo IlI
gue ayuda al inicio de la transferencia por el motivo | se conservan en MobA del pTB6 (figura 3(a)). En oriT de RSF
1010, MobA escinde la secuencia nucleotidica de 13 mondmeros 5-GTAAGTGCGCCCT-3' (SEC. ID. n° 10)
adyacente a la repeticién invertida (figura 3(b)). La regién de los nucle6tidos 3454 a 3510 en oriT de pTB6 present6
similitud estructural con la secuencia nucleotidica observada en oriT de RSF1010 (Francia et al., FEMS Microbiol.
Rev., 28, 79-100 (2004)). A partir de estos resultados, el oriT de pTB6 se estimd que escindia en el punto nic de la
secuencia de 13 monémeros por MobA expresada en pTB6.

4. Memb y Orfl

Memb B de pKJ36 y pDOJH10L present6é 88% y 57% de identidad de aa, respectivamente, con la supuesta
MembB de pTB6. El supuesto Orfl del pTB6 esta constituido por 184 aminoacidos y presentaba identidad de aa
considerablemente baja (33% al 31%) para Orf de pB44, Orflll de pNAC2, Orfll de pDOJH10L y Orfl de pBLO1
(Tabla 2). Las funciones de estas proteinas contindian sin explicarse.
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5. Regioén esencial para la replicacion del plasmido

Para comprender el control de la replicacion del plasmido, es importante conocer la regién del ADN
esencial para la replicacion del plasmido. Se construyeron plasmidos recombinantes constituidos por pUC18, la
region oriV-RepB (nucledtidos 1 a 1872 de pTB6, y spc (1,1 kpb) de pBLES100 (Tabla 3, figura 4). Los plasmidos
pBRASTA100 y pBRASTA101 resultantes se extrajeron en HMS174 de Escherichia coli y se transfirieron a 105-A de
Bifidobacterium longum. Como se representa en la Tabla 3, ambos plasmidos transformaron eficazmente
Bifidobacterium Iongum El plasmido pBRASTA100 se transformé en 105-A de Bifidobacterium longum de manera
eficaz (5,9 x 10" transformantes/ug de ADN). Esta eficacia fue tan alta como la obtenida por pBLES100 (2,2 x 10*
transformantes/ug de ADN) publicado anteriormente. La eficacia de la transformacién 40 veces mejor que la de
pBRASTA100 se observd en pBRASTA101 (2,5 x 10° transformantes/ug de ADN). Estos plasmidos resultaban
estables en los transformantes en cuanto a la estructura y la segregacion de fenotipos. Un plasmido pDS0O44Sp
desprovisto de sso (Tabla 3, figura 4) constituido por pUC18, pTB6 dso-repB y Bifidobacterium longum transformado
con spc a una eficacia de 1,3 x 10° transformantes/ug de ADN (Tabla 3). Por otra parte, el plasmido recombinante
pSS030Sp portador de mobA y una parte de membB (1873 b a 3624 b) pero no portador de orfl, oriV y repB no
pudieron transformar completamente Bifidobacterium longum (Tabla 3). Estos resultados concluyeron que
solamente la presencia de la region dso-repB es suficiente para la replicacion de pTB6 en Bifidobacterium longum, y
la regién sso no es esencial.

[Tabla 3]
Transformacion de B. longum con plasmido
Plasmido Transformantes obtenidos/ug de ADN Relacion
pBRASTA100 5,9 x 10° 1,0
pPBRASTA101 2,5 x 10° 42,3
pDS044Sp 1,3 x10° 22,0
pDSO30Sp -
pBRASTA102 7,5 x 10" 1.3
pBRASTA103 7,3 x 10° 0,012

Se prepararon plasmidos a partir de HMS 174 de E. coli y se transfirieron en 105-A de B. longum. Se
seleccionaron los transformantes en la placa de agar-agar en presencia de Sp. N.D.; no se detectaron
transformantes.

6. Transformacién con gran eficacia de Bifidobacterium longum

Como se describié anteriormente, se demostré que el plasmido pBRASTA101 transforma Bifidobacterium
longum con gran eficacia superior a 40 veces mas a la del pPBRASTA100 y 100 veces mas a la del pBLES100.
pBRASTA100 y pBLES100 conservé una secuencia amp normal, y pBRASTA101 presentaba mutacion con la mitad
de amp proximal al activador suprimido (supresion del segmento de ADN Spl-Fspl de 0,6 kpb) para confirmar que la
supresién en amp influye realmente en la transfromacion, se insert6 el fragmento de 0,6 kpb en la secuencia BamHI
de pBRASTA101, y el pPBRASTA102 obtenido (figura 4) se extrajo a su vez del HMS174 de Escherichia coli y se
transform6 en 105-A de Bifidobacterium longum. Como se muestra en la Tabla 3, casi la misma eficacia de
transformacion que la de pBRASTA100 se obtuvo en pBRASTA102 (7,5 x 10* transformantes/ug de ADN. Se
construy6 pBRASTA103 insertando el fragmento de 0,6 kpb en la secuencia Hindlll de pBRASTA102. Se
demostré que este plasmido presentaba 2 copias de este fragmento (figura 4), y la capacidad de transformacion
disminuy6 ademas en proporcién al numero de copias del fragmento. Cuando estos plasmidos se transformaron en
HMS174 de Escherichia coli no se observd dicha disminucion en la eficacia de transformacién. EI mecanismo
exacto que subyace a la restriccién del plasmido inducido por el ADN de 0,6 kpb continda sin explicarse. Sin
embargo, estos resultados sugerian que la replicacion del plasmido esta limitada por la escisién del ADN de 0,6 kpb
transfectado en 105-A de Bifidobacterium longum.

[Exposicion]

En la presente invencién, se determiné la secuencia nucleotidica del plasmido pTB6 de Bifidobacterium
longum, y se predijo la secuencia de aa del supuesto Orf. Los resultados del analisis de la secuencia pusieron de
manifiesto que pTB6 es un plasmido asociado al grupo 1 de la familia del plasmido RCR descrito por Corneau et al.,
(Plasmid, 51, 87-100 (2004)). La gran identidad de aa y la gran homologia de las secuencias nucleotidicas de oriV
entre los plasmidos del grupo 1, particularmente pKJ36 y pTB6, sugiere claramente que pTB6 se replica por el
mecanismo del circulo rodante.
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La secuencia nucleotidica conservada en oriT del plasmido lineal MobQ fue identificada en el supuesto oriT
del pTB6. Ademas, la notable similitud del motivo | y del motivo Ill de la supuesta MobA con el motivo | y el motivo
Il del plasmido lineal MobQ se encontré en el pTB6. Este resultado sugiere que pTB6 se moviliza cuando el factor
es ademas suministrado desde las células del hospedador o de otros plasmidos. Desde este punto de vista, se
supone que los plasmidos pPBRASTA101 y pDSO44Sp que tienen membB y orfl asi como oriT y mobA suprimidos
son (tiles como vehiculos seguros de transferencia génica.

Recientemente, Nakamura et al., y Fujimori et al., lograron la expresiéon del gen (codA) para la citosina
desaminasa de Escherichia coli en Bifidobacterium longum utilizando el plasmido pBRES100 compuesto entre
pBR322 y pTB6. Esto demostré que pTB6 es un vector Util para la expresion de un gen extrafio en Bifidobacterium
longum. Sin embargo, los microorganismos de Bifidobacterium son conocidos por generar endonucleasa especifica
para el sitio. Por tanto, el ADN inalterado puede dafiarse cuando se introduce en las células de microorganismos de
Bifidobacterium (Khosaka et al., Gene 17, 117-122 (1982); Khosaka et al.,, FRBS Lett., 14, 63, 170-174 (1983);
Khosaka et al., Gene 31, 251-255 (1984) y Skripyna et al., Mol. Gen. Mikrobiol. Virusol., 5, 15-16 (1988)). Debido a
gue los pequefios plasmidos pBRASTA101 y pDS0O44Sp carecen de oriT y mobA y tienen gran capacidad de
transformacién, se supone que estos plasmidos resultan practicos para la clonacion y expresion de un gen extrafio
en Bifidobacterium longum.

EJEMPLO 2
(Construccion del vector lanzadera pAV001)
[Construccidn del plasmido]

Se ampli6 la secuencia procedente de Enterococcus faecalis que contiene estreptomicina
adeniltransferasa (casete AAD) a partir de pBLES100 por RCP y se subclon6 en el vector pCR-BLUNT II-TOPO
(Invitrogen) para preparar pPCRTOPO-Scal-AAD-Eam1105I. Las secuencias Scal-AAD-Eam1105I de las enzimas de
restriccion se agregaron a los cebadores directo e inverso, respectivamente.

Como se muestra en la figura 5, un vector de clonacion pGFPuv (DEFINICION: Vector de clonacion
pGFPuv. REGISTRO: U62636 VERSION: U62636. Gl: 1490528) adquirido en Invitrogen se compone de un gen
GFPuv, secuencias de multiclonaciéon (MCS) situadas a ambos extremos del mismo, un gen de resistencia a
ampicilina, y un origen de replicacion del plasmido Ori (pUC Ori) de Escherichia coli.

La secuencia del gen para la resistencia a la ampicilina se escindi6 con las enzimas de restriccion
Eam1105l y Scal para preparar un fragmento largo sin la secuencia. Del mismo modo, se escindié pPCRTOPO-Scal-
AAD-Eam1105I con las enzimas de restriccion Eam1105l y Scal para preparar un fragmento (aproximadamente
1100 pb) que contiene la casete AAD. Estos dos fragmentos se ligaron mediante la utilizacién de T4 ADN ligasa
para preparar pGFPuv-SpR. La adicion de una propiedad de resistencia a la espectinomicina para el plasmido
pGFPuv-SpR preparado y la insuficiencia de una propiedad de resistencia a la ampicilina del plasmido se
confirmaron respectivamente en Escherichia coli.

Se digiri6 pGFPuv-SpR con las enzimas de restriccion Sall (presentes en la secuencia de multiclonacion
del gen para GFPuv) y Spel (presentes en la secuencia de multiclonacion corriente abajo del gen para GFPuv) para
preparar un plasmido pAVN en el que se suprimio el gen para GFPuv.

Una secuencia de aproximadamente 1900 pb que contiene RepB, SDO, DDO, repeticiones abundantes en
AT y motivos de union a DnaA se identificd6 como una unidad de replicacién del plasmido de Bifidobacterium longum
a partir de la informacion de la secuencia nucleotidica completa del plasmido pTB6 procedente de Bifidobacterium
longum obtenido en el Ejemplo 1.

La secuencia de aproximadamente 1900 pb que contiene la unidad de replicacion del plasmido de
Bifidobacterium longum fue ampliada en pTB6 por RCP y se subcloné en el vector pCR-Blunt II-TOPO para preparar
pCRTOPO-Apal-1900-Scal. Las secuencias Apal y Scal de la enzima de restriccién se afiadieron a los cebadores
directo e inverso, respectivamente.

Un fragmento largo (de aproximadamente 2400 pb) obtenido a partir del pAUVN digerido con las enzimas
de restriccion Apal y Scal y un fragmento corto (aproximadamente 1900 pb) obtenido a partir del pPCRTOPO-Apal-
1900-Scal digerido con las enzimas de restriccién Apal y Scal se ligaron utilizando T4 ADN ligasa para preparar un
vector lanzadera pAV001 de Bifidobacterium longum-Escherichia coli (de aproximadamente 4300 pb).

EJEMPLO 3
(Vector de expresion pAV001-HU-eCD para el gen de la citosina desaminasa)
[Construccion del vector de expresion]

A continuacion, se escindié6 pBLES100-S-eCD con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel para extraer
una secuencia de aproximadamente 2900 pb que contenia un activador del gen HU, un gen de la citosina
desaminasa procedente de Escherichia coli y un terminador del gen HU. Un fragmento largo obtenido a partir del
vector lanzadera pAV001 escindié a las secuencias de la enzima de restriccion en la secuencia de multiclonacion
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con Hindlll y Stel y el fragmento anterior de aproximadamente 2900 pb se ligaron mediante la utilizacion de T4 ADN
ligasa para preparar pAV00-HU-eCD (aproximadamente 7100 pb).

[Comparacién del nimero de copias del plasmido en Bifidobacterium longum]

Los pAVO001-HU-eCD y pBLES100-S-eCD construidos esta vez se introdujeron respectivamente en
Bifidobacterium longum para preparar dos organismos recombinantes Bifidobacterium longum::pAV001-HU-eCD y
Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD. La presencia de los respectivos plasmidos se confirmé por RCP
Bifidobacterium longum::pAV001-HU-eCD y Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD se subcultivaron
respectivamente a 37°C durante 2 0 mas dias en medio MRS (OXID) en condiciones anaerobias. Las células
bacterianas respectivas (1 x 10° UFC) se separaron por centrifugacion del medio de cultivo resultante y los ADN
completos se extrajeron utilizando Puregene DNA Isolation Kit (Gentra Systems). Los ADN completos recogidos se
digirieron con las enzimas de restriccion Hindlll y Eco81l y los acidos nucleicos se separaron por electroforesis en
gel de agarosa y se sometieron a andlisis Southern utilizando reactivos de marcado directo AlkPhos (Amersham
Bioscience) para comparar los nimeros de copias del plasmido (véase la figura 9A). Para un procedimiento de
sensibilizacion de sefiales, los &cidos nucleicos que se dejaron que desarrollaran quimioluminiscencia con fosfatasa
alcalina se expusieron a peliculas de rayos X. En la comparacion de la intensidad de sefial, las peliculas de rayos X
tras la exposicion se escanearon utilizando un sistema de escaneado en gel (ATTO) y las imagenes escaneadas
obtenidas se analizaron con el analizador CS (programa informatico: ATTO) para determinar los nimeros de copias
del plasmido. Como resultado, el nimero de copias del plasmido de pBLES100-S-eCD fue aproximadamente de
3,26/célula, donde el nimero de copias del plasmido de pAV001-HU-eCD fue aproximadamente de 11,68/célula.
Por consiguiente, el nimero de copias del plasmido de pAV001-HU-eCD se confirm6 que era 3,6 veces mayor que
el de pBLES100-S-eCD, y se observo diferencia significativa en el nimero del pldsmido pAvV001-HU-eCD que
replican en comparacion con el de pBLES100-S-eCD (véase la figura 9B).

[Comparacion del nivel de expresion de la proteina citosina desaminasa en Bifidobacterium longum]

Se subcultivaron Bifidobacterium longum::pAV001-HU-eCD y Bifidobacterium longum::;pBLES100-S-eCD
respectivamente a 37°C durante 2 o mas dias en medio MRS en condiciones anaerobias. Las células bacterianas
respectivas (1 x 10° UFC) se separaron por centrifugacion del medio de cultivo resultante y se fragmentaron por
ultrasonidos para extraer las proteinas respectivas en las células bacterianas. Las proteinas extraidas
anteriormente se separaron por SDS-electroforesis en gel de poliacrilamida, y la intensidad de sefial de las
proteinas de citosina desaminasa se comparé por analisis Western. Un anticuerpo monoclonal desaminasa
anticitocina en conejo (Sawaday Technology) y un complejo antiinmunoglobulina G en conejo conjugada con
peroxidasa de rdbano picante (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) se utilizaron como anticuerpos primario y secundario
respectivamente. Para un procedimiento de sensibilizacion de sefiales, las proteinas que se dejaron que
desarrollaran luz por el procedimiento ECL se expusieron a peliculas de rayos X. En la comparacion de la
intensidad de sefial, las peliculas de rayos X después de la exposicién se escanearon utilizando un sistema de
escaneado en gel (ATTO) y las imagenes escaneadas obtenidas se analizaron con un analizador CS (programa
informatico: ATTO) para comparar los niveles de expresion. Estos resultados se representan en la figura 6. El
resultado de comparacién de la intensidad de sefal puso de manifiesto que Bifidobacterium longum::pAV001-HU-
eCD expresa la proteina citosina desaminasa 2 a 8 veces en comparacion con Bifidobacterium longum::pBLES100-
S-eCD.

[Comparacion de la actividad enzimatica de la proteina citosina desaminasa (comparacion de actividad de la
conversion de la conversion de 5FC en 5FU) en Bifidobacterium longum]

Ademas de Bifidobacterium longum::pAV001-HU-eCD (D) y Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD (B),
una cepa natural de Bifidobacterium longum (A) y Bifidobacterium longum::pAVN sin el gen (C) para citosina
desaminasa introducido utilizado como referencia se subcultivaron respectivamente a 37°C durante 2 0 mas dias en
medio MRS en condiciones anaerobias. Las respectivas células bacterianas (2 x 10° UFC) se separaron por
centrifugacion del medio de cultivo resultante y se volvieron a poner en suspension en 4,5 ml de medio MRS). Se
enriquecieron a continuacion las células con 0,5 ml de 5FC (20 mg/ml) a la concentracion final de 2 mg/ml y se
cultivaron a 37°C en condiciones anaerobias. Los sobrenadantes respectivos de los que se extrajeron las células
bacterianas por centrifugacion se recogieron del medio de cultivo en 0, 4, 8, 18 y 24 horas para medir una
concentracion de 5FU convertido por cromatografia de gases (métodos GC-MS para 5FU, BML). Un cambio
temporal en los recuentos bacterianos se representa en la figura 7, y la concentracion de 5-FU se representa en la
figura 8. Los resultados de los analisis pusieron de manifiesto que la cantidad de 5FU convertida en Bifidobacterium
longum::pAV001-HU-eCD (D) fue aproximadamente 1,83 veces (en 4 horas), aproximadamente 1,52 veces (en 8
horas), aproximadamente 1,34 veces (en 18 horas), aproximadamente 1,57 veces (en 24 horas) y aproximadamente
1,57 veces (de promedio) mayor que en Bifidobacterium longum::pBLES100-S-eCD (B).

(Transferencia génica del vector de expresion pAVO001-HU-eCD en el gen de la citosina desaminasa para
microorganismos del genero Bifidobacterium)
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El vector de expresion pAV001-HU-eCD para el gen de la citosina desaminasa se introdujo en cepas
bacterianas por electroporacion representadas en la Tabla 4 para preparar cepas recombinantes de
Bifidobacterium.

[Tabla 4]

Cepas bacterianas

1 Bifidobacterium longum (cepa patrén de denominacién comun: Bifidobacterium
infantis) JCM1222

2 Bifidobacterium longum (cepa patrén de denominacion comun: Bifidobacterium
lactenis) JCM1210

3 Bifidobacterium breve (cepa patréon) JICM1190

4 Cepa aE-194b de Bifidobacterium longum

5 Cepa bs-601 de Bifidobacterium longum

Actualmente, infantis y lactenis estan incluidas como subspecies de longum en longum desde el punto de
vista de la taxonomia mientras que eran conocidas anteriormente como especies bacterianas distintas
pertenecientes al género Bifidobacterium.

(Medicion de la actividad de citosina desaminasa de las cepas recombinantes de Bifidobacterium)

Después del cultivo de las cepas recombinantes de Bifidobacterium, se centrifugaron las células
bacterianas respectivas en el medio de cultivo resultante, a continuacién se pusieron en suspension en soluciones
tampdn que contenian HEPES 50 mM, y se fragmentaron en un aparato de ultrasonidos. Estas soluciones de
fragmentacion se centrifugaron, y los sobrenadantes a partir de los que se eliminaron las fracciones innecesarias se
utilizaron como muestras de proteinas extraidas. La alicuotas correspondientes a la cantidad total de proteinas de
0,05 mg se tomaron de las muestras de proteina extraidas y se enriquecieron con una solucién tampén para ajustar
exactamente la cantidad total a 250 pl. Ademas, se afiadieron exactamente 250 pl de solucién de 5FS 20 mM a las
soluciones resultantes, que se incubaron a continuacion a 37°C durante 60 minutos en un bafio de agua. Después
de la adicion de &cido tricloacético a esto y extraccion, en las muestras neutralizadas con hidroxido de sodio se
midié por HPLC la cantidad de 5FU producida y la cantidad de 5FC restante. La medicién por HPLC se realiz6 dos
veces para confirmar que existia solamente un pequefio error de medicion.

El vector de expresion pAV001-HU-eCD para el gen de la citosina desaminasa que utiliza el nuevo vector
lanzadera pAVO001 podia introducir cinco cepas bacterianas representadas en la Tabla 4. Ademas, la citosina
desaminasa del transgén se expresé de hecho en gran medida como proteina con actividad y la actividad fue alta
(véase la Tabla 5).

[Tabla 5]

Muestra 5FU 5FU medio 5FC (mM) Cantidad de 5FC

(mM) convertida (%)
Bifidobacterium infantis/ 1,767 8,024
pAV001-HU-eCD 1,768 1,767 8,119 18,0
Bifidobacterium lactenis/ 0,999 9,148
pAV001-HU-eCD 1,013 1,006 9,293 9,8
Bifidobacterium breve/ 0,848 9,029
pAV001-HU-eCD 0,840 0,844 8,967 8,6
Bifidobacterium longum 0,595 9,233
Cepa aE-194b / pAV001-HU-eCD 0,597 0,596 9,230 6,1
Bifidobacterium longum Cepa bs-601/
pAV001-HU-eCD 0,637 0,637 9,543 6,3
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APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Segun la presente invencion, puede obtenerse un vector lanzadera para un microorganismo del género
Bifidobacterium y Escherichia coli que presenta una amplia gama de hospedadores y un gran nimero de copias en
microorganismos del género Bifidobacterium y que pueden expresar en gran medida una proteina deseada en un
microorganismo del género Bifidobacterium utilizado como vector de expresion; un vector de expresién que puede
expresar un gen deseado en un microorganismo del género Bifidobacterium mediante la utilizacion del vector
lanzadera; un microorganismo del género Bifidobacterium transformado con el vector de expresion; un agente
antitumoral que comprende el microorganismo del género Bifidobacterium como principio activo.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Anaeropharma Science Inc
<120> Novel Shuttle Vector
<130> P029497EPA

<150> JP2004-339677

<151> 2004-11-24

<160> 10

<170> Patente en version 3.1
<210>1

<211> 3624

<212> ADN

<213> Bifidobacterium longum

<400> 1
gataggcagg ccagctcaag gcccgcgaga acgacctcgt ggcgcggcge agggaacgcg 60
aacgcaaggc ccgcaccaag cgcctgatcg aggtcggcgce gatggccgag tcggccgcgg 120
gcttcgaggg aggcgacgag agggccaagg agcacatcgc ccgecctcgtg cagctcggct 180
ccctggtgga gtccctgtge tccaccgacg tgatggeccaa ctacacgage cgcgaggacc 240
tcagggccac cgtcgceccaag gctctggaac acaacgtcag gaccagcgat ggcatgaact 300

ggaacctcca ggacctcgtc tacgaggcgc tgagcgagga atggcgcaaa agggacggceg 360

agatcagcga cccatgggcc aacgacgagg cggacggata ccagccgccc tcatacgage 420
cggtcaaccc cgaacgcagg actccccaga cgeccctccga tggectgatc tgacgtcecga 480
aaaaaggcgc tgtgcgccct ttttaaatct tttataaatc tttttacatt cttttageec 540
ctcecgeagee ttactctccece aacgggtttc agccgaaacc tacaccaaaa ggggagcgaa 600
cctacaccaa aaggggagcg aacctacacc aaaaggggag cgaacctaca ccaaaagggg 660
agctatatac accttttgtt atttaaggtg caagttgtgc tatgctgagg ccatgtccaa 720
tgagatcgtg aagttcagca accagttcaa caacgtcgcg ctgaagaagt tcgacgccgt 780
gcacctggac gtgctcatgg cgatcgccte aagggtgagg gagaagggca cggccacggt 840

ggagttctcg ttcgaggagc tgcgcggcct catgcgattg aggaagaacc tgaccaacaa 200
gcagctggcc gacaagatcg tgcagacgaa ggcgcgcctq ctggcgectga actacatgtt 960
cgaggattcg ggcaagatca tccagttcgc gctgttcacg aagttcgtca ccgacccgca 1020
ggaggcgact ctcgeggttg gggtcaacga ggagttcgcog ttcctgectca acgacctgac 1080
cagccagttc acgcgcttcg agctggccga gttcgecgac ctcaagagca agtacgccaa 1140
ggagttctac cgcaggccca agcagtaccg cagctccgga atctggaaga tcggccgcga 1200

cgagttctgc cgactgcttg gegttccace gtcggcaata acccagacac gatatctgaa 1260
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tcagaaggtt
gcgccagtac
tccggtgatce
ttggacgagc
ggccgeocgg
ttgacgcgcg
gtccgcgect
acgctggtct
tcgctecteg
gtcaccggac
ttctggcecat
cccgctegge
atgtcgtggt
tcgecteggga
tcceceggeca
ctggecctege
tcggtgecegt
agttttccac
tcgcectcega
cgcagctgec
ttcggtgegg
cctctcegetg
gggttcgagg
cagccgegeg
gtcgageggg
cttctgcectg
gtactccatg
ggcgacgagg
ggccgcgtag
ctgcctgggg
ccgtecggtce

cggcgcegece

cttcagccaa
gtgaaacgca
gacgccaggc
gttgccgggt
gctcacttcg
caaccgcgaa
ctggggcggg
gtgcgcectgec
aacgggccgc
ggctegggec
gcgecagtgeg
cctgttcgag
cgtggatggt
tgtcggcgtc
cctgttegge
gcgaggcgge
ggctcctcca
ggatcgctgce
agtagcgcca
ctgatcttgg
atggaggtca
acgcccecgg
tcgectgecct
ttacaggtct
ttcagggaca
ccggtctcgg
cgctgcttga
atgtgcgegt
ccgtecgegt
gtgaactcgc
tcgtgcagcect

tccggcagca

ES 2357372 T3

ttcaggagga
ggctgtcggg
ccgtggaggce
acggcgaggt
acggcaccgt
catcatgcgc
tttgcgectg
tgatctccct
tctcececcag
ggttctctcc
agggccttca
ccgectctee
cttggtggtc
ttcgagccat
gttccgcecage
tcgecgecacg
ccactectcg
cgtgtggtcg
gttcggctcece
cggcgaacag
gcaggccgtt
cccgttegat
ggtcctcgag
tcgceccagga
cgctegtgeg
ggtcgatcag
gcctggecca
gcggattgtt
tcaggttctc
gcggeaggge
cgaccgegtt

gggtgccgac

gtgtgggcet
cttcgtgttce
gaggaagacg
gttcacgacc
ggaggccggg
ggaacgccgg
ccatgggtcg
gagcaggtcg
gtcctcggge
ctgtgccggg
cctgttcggg
agttcggcca
ctcatgcgga
ggcaccgecc
agcctgccgce
tcgatgatct
cggttcctca
gccctgtegg
ctggccggtt
ctcgcccagg
gctgecgectg
ggccctggcce
gctcctgtgg
ttcgegcagg
cttccactgc
cggcacccgce
gccgcccgtg
gcccteectg
gcggatgtac
caccacgatc
gaacagcacg

gcgcagcacg

17

ctcettggece
acattecgecec
gacggcgacg
acggcgttgt
gaatgccgtt
aaggctgttc
atctgccget
gccttggtcce
tegctcaggt
ttctecgecet
gcttggettce
cgagcccggt
acctgttggce
cgcgcagett
gcttgaagac
gcttggcgge
cgtcggectt
cttcgagctg
ccggecctcge
cggtcgaata
atctcacggt
gcgtagcect
tcgattctcg
gccttgagct
ctgcggcecce
tctcecececget
gccgggtcga
tcctegtgga
tcectecageg
ttettggeceg
gcggggtcgg

cgctecttge

tgaagatcga
gcgagacccce
gcaagggcca
tcgacgtgac
tctegegegt
tagcggeccegt
gttcggecctce
tgggggeget
ccaacggctc
gtgcgegttg
tcgttetcgg
ccttggctge
ctggtcccag
cteggactge
éttcgcgtcc
ctcaaactcc
ggctcccatg
gcggegegeg
ctggcgttgg
tccggecgag
tggcctegea
cgtggatggt
cggfctcgtc
tggccttccg
gcttgtecggt
cgtccagcac
tctgececggtt
tggcgtaggt
cctgcacgcyg
gcctecgeegt
cgaactcggce

gcccgtagtce

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180
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gtaggtctcg
cgtggececctg
cggcttcggce
caaggggttc
gggtgggaat
acctececggtt

tcatatcacc

ggatgagcag

ccgcgecegcet
gaaccgctcg
tcctttegtg
ctaggggtgc
ccaaagggca
gcatgtaagt
atacggatga

atcaagtccc
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cgtcatgcac
cgcggctcac
atcggccagg
ggcgagcacc
aggccegtgg
gcgccctaat
tgcagaccat

tgeca

<210> 2

<211> 600

<212> ADN

<213> Bifidobacterium longum

<400> 2

gctgggcgceg
tcaatacctt
atgcgctagt
gaaggatgct
aacctgacca
gctatgaagt
cgcccggetce
tacggcgttc
gctcegtageg

tctttttgtt

gcggccatga
cggggaaata
atcattgatg
ttatggcata
aggctcaggc
ccggcgaagg
gcaccggccg
gtatctccgce

attacttcga

gtggtgctgt

agtggcttga
gatgtgaaaa
acaacatgga
caacaagtct
cgaggctgct
cctgaagcetc
caacccgcgc
tggctccctg
gcattactga

gacgtgttgt

<210> 3
<211> 35
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> cebador
<400> 3
ggccggaatt ctgagcaaaa ggccagcaaa aggec
<210> 4
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> cebador

ccgettgecg
gttggagacg
gcggtggggt
cgctgggcct
ccccecggagg
ctttgattag

gtaaggagcc

caagcataat
cccttataaa
ctaagcaaaa
gacctegttt
gttaacgcct
accggcctgt
actggcgagc
ctgaagaagg
cgacaaagac

ccaaccgtat

18

gtgatgtacé
gacagatggt
gcggggcggce
gccgggaggce
gcgcgcettac
ggatttcctt

gtttcgatgg

agagcgtggc
agatcgccat
ggccctgegg
tccececggaa
ggaaaatgca
gctggtagaa

tgaagagcct

cttgtctgat
acgcgggttt
gtgcttgtcc
cgaagatcgc
tccaggatgt
tctccgctga
agattgacat
ccgtcaccga
cccgaccgag

tattccggac

tcgtctattt
tcgcagaaac
cctgacccaa
ccagaagtcc
gttcgtcgag
gcgcgtcaag
tccggecttece
gtgaccttct
atggtcgggg

tagttcageg

3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3624

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

35
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<400> 4

ggccggaatt cagtactcat atatacttta gattgattta
<210> 5

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 5

gcggcggatc cattgaaaaa ggaagagtat
<210> 6

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 6

cggccggate ctgcgcaacy ttgttgccat
<210>7

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 7

gcggcaagct tattgaaaaa ggaagagtat
<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador

<400> 8

cggccaagct ttgcgcaacyg ttgttgccat
<210>9

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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40

30

30

30

30
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<223> Secuencia de plasmido
<400> 9

aacctacacc aaaaggggag cg
<210> 10

<211> 13

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Sitio de escision MobA
<400> 10

gtaagtgcgc cct

ES 2357372 T3
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REIVINDICACIONES

1. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli que
comprende una parte de la region procedente del pTh6 que comprende una regién del origen de replicacion
(oriV)-repB del pTB6 pero que no comprende las regiones MembB, MobA, Orfl y oriT del pTB6 y una parte del
plasmido procedente de Escherichia coli que comprende una regién del origen de replicacién (ori) de Escherichia
coli.

2. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segin la
reivindicacion 1, en el que la parte de la region procedente del pTB6 esta constituida por una parte de la region
procedente del pTb6 que comprende una secuencia nucleotidica de 1260 pb constituida por una secuencia
nucleotidica representada por los nucleétidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1.

3. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun la
reivindicacion 1 6 2, en el que la parte del plasmido procedente de Escherichia coli que comprende una region del
origen de replicacion (ori) de Escherichia coli es una parte del plasmido, no comprendiendo la parte del plasmido
un gen para la resistencia a la ampicilina (ampR) o que tiene ADN que codifica una region con terminal N que
carece de B-lactamasa.

4. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el microorganismo del género Bifidobacterium es Bifido

bacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum o
Bifidobacterium adolescentis.

5. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli seguin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el vector lanzadera presenta un numero de copias medio de 6 a
30.

6. Vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el vector lanzadera se obtiene mediante las etapas siguientes:

(1) una etapa de preparacion de un fragmento largo escindiendo y eliminando la secuencia del gen para
la resistencia a la ampicilina del pGFPuv con las enzimas de restriccion Eam11051 y Scal;

(2) una etapa de preparacion de un fragmento que contiene espectinomicina adeniltransferasa (casete
AAD) permitiendo que actien las enzimas de restriccion Eam1105l y Scal en una secuencia
procedente de Enterococcus faecalis que contiene la casete AAD;

(3) una etapa de preparacion del plasmido pGFPuv_Spr ligando los fragmentos de la etapa (1) y (2)
mediante la utilizacion de T4 ADN ligasa;

(4) una etapa de preparacion del plasmido pAVN del que se ha suprimido el gen GFPuv, digeriendo
pGFPuv-SpR con las enzimas de restriccion Sall y Spel;

(5) una etapa de realizacion de RCP para pTB6 destinada a ampliar la secuencia que contiene RepB,
SDO, DDO, repeticiones abundantes en AT y motivos de unién a DnaA, y para afiadir la secuencia
Apal y la secuencia Scal a ambos extremos de los productos de la RCP;

(6) una etapa de preparacion del plasmido pCRTOTO-Apal-1900-Scal subclonando el fragmento
ampliado en la etapa (5) en el vector pCR-Blunll-TOPO; y

(7) una etapa de preparacion de un vector lanzadera ligando el fragmento obtenido digeriendo el
plasmido pAVN con Apal y Scal, y el fragmento obtenido digeriendo pCRTOTO-Apal-1900-Scal con
Apal y Scal mediante la utilizacion de T4 ADN ligasa.

7. Vector de expresion que puede expresar un gen deseado en un mlcroorganlsmo del género
Bifidobacterium, que comprende el vector lanzadera para un microorganismo del género Bifidobacterium y
Escherichia coli segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que se inserta una unidad de expresion del
gen deseado ligado en el marco entre un activador y un terminador implicados en la expresion de un gen
procedente de Bifidobacterium longum que codifica una proteina de unién al ADN similar a una histona (proteina
HU).

8.  Vector de expresién segln la reivindicacion 7, en el que el gen deseado es un gen que codifica una
citocina o un inhibidor angiégeno con actividad antitumoral o un gen que codifica una enzima que puede convertir
un precursor de la sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral.

9. Vector de expresion segun la reivindicacion 8, en el que el gen que codifica una enzima que puede
convertir un precursor de la sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral es un gen de la citosina
desaminasa.

10. Microorganismo del género Bifidobacterium transformado con el vector lanzadera para un
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microorganismo del género Bifidobacterium y Escherichia coli segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

11. Microorganismo del género Bifidobacterium segln la reivindicacion 10, que es Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium
thermophirum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis o Bifidobacterium animalis.

12. Microorganismo del género Bifidobacterium transformado con el vector de expresién segun cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 9.

13. Microorganismo del género Bifidobacterium segln la reivindicacion 12, que es Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium
thermophirum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, o Bifidobacterium animalis.

14. Agente antitumoral que comprende el microorganismo del género Bifidobacterium segun la
reivindicacion 12 6 13 como principio activo.

15. Unidad de replicacibn de plasmido procedente del pTB6 de un microorganismo del género
Bifidobacterium que comprende una region repB del origen de replicacion (oriV) de pTB6 pero que no comprende
las regiones MembB, MobA, Orfl y oriT de pTB6.

16. Unidad de replicacion del plasmido procedente de pTB6 del microorganismo del género
Bifidobacterium segun la reivindicacion 15, que comprende la secuencia nucleotidica de 1260 pb constituida por
una secuencia nucleotidica representada por los nucle6tidos 305 a 1564 en la SEC. ID. n° 1.
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