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DESCRIPCION
Método de construccion de un soporte de transporte génico
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de construccion de un portador de suministro génico que consiste en
un microorganismo anaerobio que puede crecer en un tejido tumoral en un entorno anaerobio y que puede expresar
citosina desaminasa que es Util como agente terapéutico para un tumor sélido. Ademas, la presente invencién se
refiere a una composicion farmacéutica que comprende un portador de suministro génico construido mediante el
método.

Antecedentes de la técnica

En los dltimos afos, se han estudiado de diversas maneras, terapias para tumor maligno usando un portador de
suministro génico. Por ejemplo, con respecto a una bacteria anaerobia Clostridium, se ha propuesto un método de
transporte de un gen a un sitio tumoral usando una bacteria transformada (véanse por ejemplo, los documentos de
patente 1y 2).

Asimismo, con respecto a la bacteria anaerobia Bifidobacterium, se ha esperado que su transformante se aplique
como vector para probioticos o vector para una vacuna oral para una enfermedad infecciosa (véase por ejemplo, el
documento de patente 3). Ademas, con respecto a Bifidobacterium longum, se ha sugerido su aplicacion al
tratamiento de un tumor soélido, porque esta bacteria se acumula en un tumor soélido hipéxico tras una administracion
sistémica (véanse por ejemplo, los documentos no de patente 1y 2).

Ademas, los presentes inventores han confirmado que, mediante transformacién con un plasmido recombinante
pBLES100-S-eCD que porta codA de Escherichia coli fusionado con un promotor de una proteina de unién a ADN
similar a histona derivado de Bifidobacterium longum, citosina desaminasa (EC3.5.4.1; denominada “CD” a
continuacion en el presente documento) que es una enzima que convierte 5-fluorocitosina (denominada “5-FC” a
continuacion en el presente documento) como profarmaco (precursor) de 5-fluorouracilo (denominado “5-FU” a
continuacion en el presente documento) que tiene actividad antitumoral, en 5-fluorouracilo, puede expresarse en un
microorganismo recombinante, y han notificado que puede esperarse que el microorganismo recombinante, por
ejemplo, Bifidobacterium longum recombinante, se aplique a terapias de enzima-profarmaco (véanse por ejemplo, el
documento de patente 4 y los documentos no de patente 3 y 4). Para aplicar este microorganismo modificado
genéticamente que expresa CD a terapias de enzima-profarmaco, se requiere ademas que el microorganismo tenga
resistencia a 5-FU a una concentracién al menos eficaz para una actividad antitumoral, que se convierte a partir de
5-FC mediante CD. Por tanto, los presentes inventores han desarrollado y notificado un método de construccién de
una bacteria resistente a 5-FU que expresa CD de este tipo (véase por ejemplo, el documento de patente 5). Por
otro lado, con respecto a esta CD, el documento no de patente 5 ha notificado que cuando se afiadia una mutacién
que sustituia acido aspartico por alanina en el aminoacido 314 (correspondiente a la posicién 315 en SEQ ID NO: 28
de la presente invencion) de CD a ADN que codifica para CD en Escherichia coli, la CD mutante tenia la actividad de
CD de convertir 5-FC en 5-FU que era aproximadamente 2,2 veces (50/23) superior a la de CD de tipo natural antes
de la mutacién (véase la secciéon del medio de la tabla 1 en documento no de patente 5).

Se han notificado diversos métodos de transformacion en bacterias recombinantes usados en el tratamiento de
tumor maligno. En los documentos descritos anteriormente, se han notificado sus respectivos métodos de
preparacion de una bacteria transformada.

Por ejemplo, el documento de patente 3 ha notificado un método de transformacién que comprende las etapas de:
producir un plasmido lanzadera que se replica de manera mutua tanto en una especie de Bifidobacterium como
Escherichia coli, usando un plasmido derivado de una especie de Bifidobacterium y un plasmido derivado de
Escherichia coli; y producir un vector recombinante ligando un gen de interés que codifica para una proteina de
interés al plasmido lanzadera, en el que la especie de Bifidobacterium usada en la produccion del plasmido
lanzadera se usa como célula huésped que va a transformarse con el vector recombinante producido.

Ademas, por ejemplo, con respecto a un método de preparaciéon de un plasmido lanzadera pBLES100 usado en la
construccion del plasmido recombinante pBLES100-S-eCD, se ha notificado un método de preparacion que
comprende construir este plasmido lanzadera a partir de pTB6 de Bifidobacterium longum BK51 y pBR322 de
Escherichia coli (véase por ejemplo, el documento no de patente 6).

Ademas, se han propuesto métodos de preparacion de los plasmidos pAV001 y pBRASTA101, que pueden
transformar Bifidobacterium longum con una eficacia de 100 veces o superior a la del plasmido lanzadera pBLES100
(véase por ejemplo, el documento no de patente 7).

Por tanto, se han notificado diversos métodos de construccion de un portador de suministro génico util para el
tratamiento de tumor maligno. Sin embargo, todos estos métodos han especificado microorganismos, plasmidos o
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similares usados en la transformaciéon y han usado técnicas de transformaciéon habituales como método de
transformacion por si mismo. Ademas, estos métodos estan destinados a construir un microorganismo transformado
que puede expresar por si mismo, en una zona afectada diana, un gen de interés, por ejemplo, un gen para expresar
una proteina que tiene una actividad antitumoral o una proteina que tiene la actividad de convertir un precursor de
sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral. Ningin documento ha notificado hasta la fecha un método de
construccion que esté destinado a mejorar la actividad o eficacia de expresién de una proteina expresada por si
misma a partir del gen de interés.

Documento de patente 1: Patente estadounidense n.® 6416754

Documento de patente 2: Patente estadounidense n.? 6652849

Documento de patente 3: Publicacion nacional de solicitud de patente internacional n.2 2004-519236

Documento de patente 4: Patente japonesa abierta a consulta por el publico n.? 2002-97144

Documento de patente 5: WO 2006/109619

Documento no de patente 1: Yazawa et al. Cancer Gene Ther., 7, 269-274 (2000)

Documento no de patente 2: Yazawa et al. Breast Cancer Res. Treat., 66, 165-170 (2001)

Documento no de patente 3: Nakamura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 66, 2362-2366 (2002)

Documento no de patente 4: Fujimori et al., Curr. Opin. Drug Discov. Devel., 5, 200-203 (2002)

Documento no de patente 5: Sheri et al., Protein Engineering, Design and Selection, 17 (8): 625-633 (2004)
Documento no de patente 6: Matsumura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 61, 1211-1212 (1997)

Documento no de patente 7: Tanaka et al., Biosci Biotechnol Biochem.; 69 (2): 422-425 (2005)

Descripcion de la invencion

Objeto gue va a solucionarse mediante la invencion

Todos los métodos notificados anteriormente de construccion de un portador de suministro génico Util para el
tratamiento de tumor maligno estan destinados a construir una bacteria transformada que puede expresar por si
misma, en una zona afectada diana, un gen de interés, por ejemplo, un gen para expresar una proteina que tiene
una actividad antitumoral o una proteina que tiene la actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en
una sustancia antitumoral. Ningin documento ha notificado hasta la fecha un método de construccion que esté
destinado a mejorar la actividad o eficacia de expresion de una proteina expresada por si misma a partir del gen de
interés.

Sin embargo, para terapias que usan un portador de suministro génico, la actividad y eficacia de expresion de una
proteina expresada por un gen introducido en un microorganismo transformado son cuestiones importantes. Se
requiere naturalmente que la proteina expresada por un gen en el microorganismo transformado tenga la misma
actividad que la de una proteina expresada por un gen portado por el microorganismo de tipo natural original vy,
ademas, debe expresarse a un nivel igual a o superior al del gen portado por el microorganismo original.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un método de construccion eficaz de un portador de suministro
génico que tiene la actividad y eficacia de expresion favorables de una proteina expresada por un gen introducido
mediante transformacion. Ademads, un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién
farmacéutica que comprende un portador de suministro génico construido mediante el método de construccién y un
agente terapéutico para tumor sélido que comprende la bacteria resistente.

Medios para solucionar los problemas

Los presentes inventores han seleccionado de antemano, como gen de interés, un gen que expresa CD entre
proteinas que tienen la actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral, y
han construido, como plasmido al que se incorpora el gen de interés, un plasmido pBLES100-S-eCD que comprende
un plasmido de Escherichia coli que porta el gen para expresar CD y un plasmido derivado de Bifidobacterium
longum fusionado con el mismo. Los presentes inventores han encontrado que Bifidobacterium longum
105A/pBLES100-S-eCD obtenida modificando genéticamente Bifidobacterium longum 105A con este plasmido,
puede esperarse como portador de suministro génico Util para el tratamiento de tumor maligno, y han notificado un
método de construccion del mismo que comprende, en la etapa de construir el vector de expresion génica mediante
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la incorporacion del gen de interés, usar un promotor implicado en la expresiéon de un gen que codifica para una
proteina de unién a ADN similar a histona (también denominada “proteina HU” a continuacion en el presente
documento) derivado de Bifidobacterium longum e incorporar el gen de interés en el sentido de 3’ del promotor para
construir de ese modo un microorganismo transformado que puede expresar el gen de interés (documento de
patente 4).

Los presentes inventores han realizado ademas estudios diligentes sobre el método anterior, y han encontrado que
la frecuencia de transformacién puede potenciarse usando, como plasmido de fusién al que se incorpora el gen de
interés, un plasmido preparado fusionando fragmentos de plasmido derivados de Escherichia coli y derivados de
Bifidobacterium longum que contienen porciones esenciales para sus replicaciones de plasmido y no contienen
porciones desfavorables para la expansion de una gama de huéspedes.

Ademas, los presentes inventores han encontrado que para incorporar el gen de interés en el sentido de 3’ del
promotor implicado en la expresion de un gen que codifica para una proteina de unién a ADN similar a histona del
microorganismo usado como huésped, se requiere que el gen de interés tenga, en el lado 5’-terminal del mismo, un
fragmento de ADN que codifica para una region N-terminal de la proteina de unién a ADN similar a histona, y se
requiere ademas que el fragmento de ADN comprenda un fragmento de ADN que codifica para al menos 4
aminoacidos.

Especificamente, los presentes inventores han encontrado que para incorporar el gen de interés en el sentido de 3’
del promotor implicado en la expresion de un gen que codifica para la proteina de unién a ADN similar a histona,
puede incorporarse un fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica para una
secuencia de aminodcidos desde el 1° hasta al menos el 4% amino&cido en el extremo N-terminal de la proteina de
unién a ADN similar a histona en el lado 5-terminal de ADN del gen de interés para construir de ese modo un
microorganismo que puede expresar una proteina que tiene la misma actividad que la del producto génico (proteina)
en un microorganismo usado como fuente del gen de interés, a un nivel igual o superior al del microorganismo usado
como fuente del gen de interés.

Los presentes inventores han encontrado ademas que puede producirse una proteina que tiene una actividad
superior mutando parcialmente el ADN del gen de interés incorporado en la etapa de preparacion del vector de
expresion. Ademas, los presentes inventores han encontrado también que particularmente cuando el gen de interés
es un gen para expresar CD entre proteinas que tienen la actividad de convertir un precursor de sustancia
antitumoral en una sustancia antitumoral, puede construirse un microorganismo modificado genéticamente que tiene
una alta tasa de retencién del plasmido usando, como microorganismo anaerobio usado como huésped, una
bacteria resistente a 5-fluorouracilo que tiene resistencia a 5-fluorouracilo a una concentracién al menos eficaz para
una actividad antitumoral. Como resultado, se ha completado la presente invencion.

Especificamente, la presente invencion se refiere a:

[1] un primer fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador de un gen que codifica para una
proteina de union a ADN similar a histona derivado de una bacteria del género Bifidobacterium, y que tiene entre el
promotor y el terminador un ADN en el que se fusiona un segundo fragmento de ADN que comprende una secuencia
de nucledtidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1 hasta uno
cualquiera del 4° al 18% aminoacido en el extremo N-terminal de la proteina de union a ADN similar a histona en el
lado 5’-terminal de un ADN mutado que codifica para citosina desaminasa, en el que el ADN mutado que codifica
para citosina desaminasa es (a) un ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO:
28 que tiene la metionina de iniciacion excluida o (b) un ADN que codifica para la secuencia de aminodacidos
mostrada como SEQ ID NO: 28 que tiene el acido aspartico en la 3152 posicion sustituido por alanina y la metionina
de iniciacion excluida;

[2] el primer fragmento de ADN segun [1], en el que la secuencia de nucledtidos que codifica para un péptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1% hasta uno cualquiera del 42 al 182 aminodcido en el extremo
N-terminal de la proteina de unién a ADN similar a histona es una secuencia de nucle6tidos desde el 1482° hasta
uno cualquiera del 1493° al 15352 nucleétido en SEQ ID NO: 15;

[3] el primer fragmento de ADN segun [1] o [2], en el que el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
desde el 1°" hasta uno cualquiera del 4° al 182 aminodcido en el extremo N-terminal de la proteina de unién a ADN
similar a histona es un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1* amino&cido hasta uno
cualquiera del 4° al 182 aminoécido en SEQ ID NO: 29;y

[4] el primer fragmento de ADN segun [3], en el que el péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos desde
el 1°" hasta uno cualquiera del 42 al 182 aminoé&cido en SEQ ID NO: 29 es un péptido que consiste en una secuencia
de amino&cidos desde el 1° hasta el 92 aminoacido en SEQ ID NO: 29.

Ademas, la presente invencion se refiere a:
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[5] un método de construccién de un portador de suministro génico que consiste en un microorganismo anaerobio
que puede crecer en un tejido tumoral en un entorno anaerobio y que puede expresar citosina desaminasa, que
comprende las etapas de:

(1) preparar un plasmido de fusidbn que tiene un fragmento de un plasmido de una bacteria del género
Bifidobacterium y un fragmento de un plasmido de Escherichia coli

(2) incorporar un primer fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador de un gen que codifica para
una proteina de unién a ADN similar a histona derivado de una bacteria del género Bifidobacterium, al plasmido de
fusion;

(3) incorporar, entre el promotor y el terminador, un ADN en el que se fusiona un segundo fragmento de ADN que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de
amino&cidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 42 al 182 amino&cido en el extremo N-terminal de la proteina de
unién a ADN similar a histona en el lado 5'-terminal de un ADN mutado que codifica para citosina desaminasa para
preparar un vector de expresion; y

(4) transformar un microorganismo anaerobio con el vector de expresion, en el que el ADN mutado que codifica para
citosina desaminasa es (a) un ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO: 28
que tiene la metionina de iniciacion excluida o (b) un ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos mostrada
como SEQ ID NO: 28 que tiene el acido aspartico en la 3152 posicién sustituida por alanina y la metionina de
iniciacion excluida;

[6] el método de construccién de un portador de suministro génico segun [5], en el que la secuencia de nucle6tidos
que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 4°
al 18° aminoacido en el extremo N-terminal de la proteina de unién a ADN similar a histona es una secuencia de
nucleotidos desde el 1482° hasta uno cualquiera del 1493 al 15352 nucleétido en SEQ ID NO: 15;y

[7] el método de construccion de un portador de suministro génico segun [5] o [6], en el que el péptido que consiste
en una secuencia de aminoacidos desde el 1° hasta uno cualquiera del 4° al 182 amino&cido en el extremo N-
terminal de la proteina de union a ADN similar a histona es un péptido que consiste en una secuencia de
aminodcidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 4° al 182 aminoacido en SEQ ID NO: 29.

Ademas, la presente invencion se refiere a:

[8] un portador de suministro génico que consiste en un microorganismo anaerobio que puede crecer en un tejido
tumoral en un entorno anaerobio, construyéndose el portador de suministro génico mediante un método de
construccion segun uno cualquiera de [5] a [7];

[9] el portador de suministro génico segun [8], en el que la bacteria anaerobia es una bacteria del género
Bifidobacterium; y

[10] el portador de suministro génico segun [9], en el que la bacteria del género Bifidobacterium es cualquier bacteria
del género Bifidobacterium seleccionada de Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
brevey Bifidobacterium longum.

Ademas, la presente invencion se refiere a:

[11] una composicién farmacéutica que comprende un portador de suministro génico segin uno cualquiera de [8] a
[10].

En la presente memoria descriptiva, el ADN que codifica para citosina desaminasa también se denomina “ADN que
codifica para la proteina de interés” a continuacion en el presente documento.

Segun la presente invencién, puede construirse eficazmente un portador de suministro génico que consiste en un
microorganismo anaerobio que puede crecer en un tejido tumoral en un entorno anaerobio y que puede expresar
citosina desaminasa, que es Util como agente terapéutico para tumor solido y tiene la actividad y eficacia de
expresion favorables de una proteina expresada mediante un gen introducido mediante transformacion.

Mediante la administracion del portador de suministro génico segun la presente invencién a un paciente con tumor
maligno o similar, el microorganismo anaerobio como portador de suministro génico de la presente invencion
prolifera en el tumor y expresa la proteina de interés en el mismo. Puesto que la proteina de interés es una proteina
que tiene la actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral, la proteina de
interés expresada a partir del portador de suministro génico convierte un precursor de sustancia antitumoral en una
sustancia antitumoral en la coexistencia del portador de suministro génico y el precursor de sustancia antitumoral en
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el sitio tumoral, y la sustancia antitumoral presenta su efecto antitumoral.

Como proteina que tiene la actividad de convertir un precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral
es CD, se usa preferiblemente 5-FC como precursor de sustancia antitumoral. 5-FC se convierte en 5-FU mediante
CD, y este 5-FU presenta un efecto antitumoral excelente. La administracién sistémica de 5-FU en una cantidad que
produce un efecto antitumoral suficiente mediante la administracion sistémica provoca efectos secundarios
sistémicos. Sin embargo, el uso del portador de suministro génico de la presente invencion puede convertir 5-FC con
pocos efectos secundarios en 5-FU de una manera especifica para un sitio tumoral. Por tanto, puede lograrse una
concentracién de 5-FU mucho mas alta en el tumor que la lograda mediante la administracion directa de 5-FU. Como
resultado, se obtiene un efecto antitumoral extremadamente excelente.

Sin embargo, sélo la conversion de 5-FC en 5-FU en un sitio tumoral usando un portador de suministro génico que
expresa CD no es suficiente para obtener un agente terapéutico para un tumor a un nivel que puede ponerse
facilmente en uso practico. El efecto antitumoral o la funcionalidad de un agente terapéutico de este tipo para tumor
depende en gran medida de tres factores: el nivel de células de un microorganismo anaerobio como portador de
suministro génico; el grado de actividad de CD presentado por el microorganismo anaerobio; y la concentraciéon de
5-FC en un sitio tumoral. Cuanto mayores son las dosis de 5-FC y microorganismo anaerobio, mas fuerte se hace el
efecto antitumoral obtenido de manera natural. Desde el punto de vista de minimizar los efectos secundarios, se
prefiere que la dosis de 5-FC se reduzca tanto como sea posible dentro de un intervalo que produce un efecto
antitumoral necesario. Se requiere al menos que la dosis sea inferior a la aceptable clinicamente. Ademas, incluso si
se usa un microorganismo anaerobio con la toxicidad mas baja, se prefiere desde el punto de vista de minimizar la
influencia sobre el cuerpo humano que su dosis se reduzca tanto como sea posible dentro de un intervalo que
produce un efecto antitumoral necesario. En consideracion a estas situaciones, ninguno de los agentes
antitumorales convencionales que usan la conversién de 5-FC en 5-FU en un sitio tumoral usando un portador de
suministro génico que expresa CD tenia funcionalidad suficiente a nivel clinico.

Por ejemplo, en el ejemplo 4 en el documento de patente 4, la concentracion de 5-FC usada en experimentos de
tratamiento usando ratones era de 500 mg/kg, y se obtuvo un efecto antitumoral eficaz y suficiente a la
concentracion. Sin embargo, tal como puede observarse a partir de la descripcion “para fungemia, meningitis
fungica, infeccién respiratoria micética y cromomicosis, este farmaco se administra habitualmente por via oral a
cuatro dosis divididas de 100 a 200 mg/kg/dia como fluorocitosina; para micosis del tracto urinario y micosis del
tracto digestivo, este farmaco se administra habitualmente por via oral a cuatro dosis divididas de 50 a
100 mg/kg/dia como fluorocitosina” para la dosificacion y administracién del agente terapéutico ANCOTIL (que
contiene 500 mg de flucitosina descrita en la farmacopea japonesa) para micosis profunda de Kyowa Pharmaceutical
Industry, Co., Ltd., la dosis maxima de 5-FC realmente aceptable en ensayos clinicos es de 200 mg/kg. Por tanto,
para obtener un efecto antitumoral suficiente a la dosis clinica (200 mg/kg) de 5-FC usando el sistema experimental
usado en el ejemplo en el documento de patente 4, se requeria una actividad enzimatica al menos 2,5 veces
(= 500/200) superior.

Por otro lado, el documento no de patente 5 ha notificado que cuando se afadia una mutacién que sustituia acido
aspartico por alanina en el 3142 aminodcido (correspondiente a la 3152 posicién en SEQ ID NO: 28 de la presente
invencion) de CD a ADN que codifica para CD en Escherichia coli, CD mutante tenia una actividad de CD (valor de
kcat’/Km) de conversion de 5-FC en 5-FU que era aproximadamente 2,2 veces (50/23) superior a la de CD de tipo
natural antes de la mutacién. Este efecto potenciado de produccion de una actividad superior es todavia insuficiente
para lograr los objetos. Sin embargo, en el portador de suministro génico de la presente invencion, se permitié que el
ADN que codifica para CD como proteina de interés comprendiese adicionalmente, en el lado 5’-terminal del mismo,
un fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido que consiste en
una secuencia de aminoacidos desde el 1°" hasta al menos el 4% amino&cido en el extremo N-terminal de la proteina
de union a ADN similar a histona, y el acido aspartico en la 3152 posicién en SEQ ID NO: 28 de la CD se sustituyé
por alanina. Como resultado, de manera totalmente inesperada, se obtuvo una actividad de CD que era incluso
aproximadamente 12 veces superior.

A partir de esta actividad de CD 12 veces superior, se calculé que la dosis de 5-FC era de aproximadamente
42 mg/kg, con respecto a los resultados experimentales descritos anteriormente. Esto significa que una dosis clinica
minima (50 mg/kg) o inferior es suficiente. Por tanto, puede lograrse una funcionalidad extremadamente alta.

Por tanto, entre los portadores de suministro génico de la presente invencion, el portador de suministro génico (por
ejemplo, Bifidobacterium longum 105-A/pAV001-HU-eCD-M968) de la presente invencion, en el que se permite que
el ADN que codifica para CD como proteina de interés comprenda adicionalmente, en el lado 5’-terminal del mismo,
un fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica para un péptido que consiste en
una secuencia de aminoacidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 4° al 18° amino&cido en el extremo N-terminal
de la proteina de unién a ADN similar a histona, y el acido aspartico en la 3152 posicién en SEQ ID NO: 28 de la CD
se ha sustituido por alanina, puede esperarse particularmente que tenga una funcionalidad excelente.

De hecho, se ha confirmado que cuando se usa un portador de suministro génico que expresa CD no mutado
(Bifidobacterium longum recombinante) usado en el documento de patente 4 en un sistema de tratamiento que usa
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ratones desnudos trasplantados con una linea de células de cancer de mama (KPL-1) derivada de ser humano, la
concentracién bacteriana requerida para convertir 5-FC en una concentracion eficaz de 5-FU en el tumor es de
107 UFC/g o mas. Se ha confirmado mediante los experimentos de los presentes inventores que cuando se usa el
portador de suministro génico de la presente invencién, en el que el acido aspartico en la 3152 posicion en SEQ ID
NO: 28 de la CD se ha sustituido por alanina, en el mismo sistema experimental, se obtiene una concentracion de 5-
FU equivalente en el tumor a una concentraciéon bacteriana de 10° UFC/g, que es 1/100 de la concentracion
bacteriana descrita anteriormente.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1]

Es un diagrama que muestra el procedimiento de preparacién de Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD.
[Figura 2]

Es un diagrama que muestra la actividad de CD (concentracién de 5-FU convertido a partir de 5-FC) en
Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD.

[Figura 3]

Es un diagrama que muestra el procedimiento de construccion de un plasmido que afiade los 2 aminoacidos N-
terminales de la proteina HU.

[Figura 4]

Es un diagrama que muestra los resultados de las tasas de retencion de plasmidos de dos clases de Bifidobacterium
longum 105A resistente a 5-FU/pAV001-HU-eCD-M968.

Mejor modo de llevar a cabo la invencion

Un método de construccion de un portador de suministro génico segun la presente invencion, es un método de
construccion de un portador de suministro génico que consiste en un microorganismo anaerobio que puede crecer
en un tejido tumoral en un entorno anaerobio y que puede expresar citosina desaminasa, que comprende las etapas
de:

(1) preparar un plasmido de fusidbn que tiene un fragmento de un plasmido de una bacteria del género
Bifidobacterium y un fragmento de un plasmido de Escherichia coli

(2) incorporar un primer fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador de un gen que codifica para
una proteina de unién a ADN similar a histona derivado de una bacteria del género Bifidobacterium, al plasmido de
fusion;

(3) incorporar, entre el promotor y el terminador, un ADN en el que se fusiona un segundo fragmento de ADN que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de
amino&cidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 42 al 182 amino&cido en el extremo N-terminal de la proteina de
unién a ADN similar a histona en el lado 5'-terminal de un ADN mutado que codifica para citosina desaminasa para
preparar un vector de expresion; y

(4) transformar un microorganismo anaerobio con el vector de expresion, en el que el ADN mutado que codifica para
citosina desaminasa es (a) un ADN que codifica para la secuencia de aminocidos mostrada como SEQ ID NO: 28
que tiene la metionina de iniciacion excluida o (b) un ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos mostrada
como SEQ ID NO: 28 que tiene el acido aspartico en la 3152 posicién sustituido por alanina y la metionina de
iniciacion excluida.

El método de construccién de un portador de suministro génico segun la presente invencion no esta limitado
particularmente siempre que comprenda las etapas de: (1) preparar un plasmido de fusion que tiene un fragmento
de un plasmido de una bacteria del género Bifidobacterium y un fragmento de un plasmido de Escherichia coli; (2)
incorporar un primer fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador de un gen que codifica para
una proteina de unién a ADN similar a histona derivado de una bacteria del género Bifidobacterium al plasmido de
fusién; (3) incorporar, entre el promotor y el terminador, un ADN en el que se fusiona un segundo fragmento de ADN
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de
amino&cidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 42 al 182 amino&cido en el extremo N-terminal de la proteina de
unién a ADN similar a histona en el lado 5'-terminal de un ADN mutado que codifica para citosina desaminasa para
preparar un vector de expresion; y (4) transformar un microorganismo anaerobio con el vector de expresion, en el
que el ADN mutado que codifica para citosina desaminasa es (a) un ADN que codifica para la secuencia de
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aminodcidos mostrada como SEQ ID NO: 28 que tiene la metionina de iniciacion excluida o (b) un ADN que codifica
para la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO: 28 que tiene el 4cido aspartico en la 3152 posicién
sustituido por alanina y la metionina de iniciacién excluida.

El método de construccién de un portador de suministro génico segun la presente invencion no esta limitado
particularmente siempre que comprenda las etapas (1) a (4). Puede comprender adicionalmente una etapa arbitraria
a menos que se alteren los efectos de la presente invencion. Ademas, en el método de construccion de un portador
de suministro génico segun la presente invencion, el orden en el que se realizan las etapas (2) y (3) no esta limitado
particularmente. Puede comprender estas etapas en el orden de las etapas (1), (2), (3) y (4) o puede comprender
estas etapas en el orden de las etapas (1), (3), (2) y (4). Ambos de estos aspectos se abarcan en el método de
construccion de un portador de suministro génico segun la presente invencién por conveniencia.

Particularmente, para incorporar el ADN que codifica para la proteina de interés en la etapa (3) de preparacién del
vector de expresién, el aspecto de fusionar un fragmento de ADN que codifica para la region N-terminal de la
proteina HU en el lado 5-terminal del ADN que codifica para la proteina de interés puede implicar: afadir el
fragmento de ADN que codifica para la region N-terminal de la proteina HU al lado 5’-terminal del ADN que codifica
para la proteina de interés, para incorporar de ese modo el fragmento de ADN en el mismo; o puede implicar la
incorporacion del ADN que codifica para la proteina de interés en la posicién intermedia del ADN que codifica para la
proteina HU de manera que el ADN que codifica para la proteina de interés se intercala entre el ADN que codifica
para la regién N-terminal de la proteina HU y el ADN que codifica para la regién C-terminal de la proteina HU.

El orden en el que en la etapa (3) de preparacion del vector de expresién, se permite que el ADN que codifica para
la proteina de interés comprenda, en el lado 5’-terminal del mismo, un fragmento de ADN que codifica para la regién
N-terminal de la proteina HU, no esta limitado particularmente siempre que se obtenga un vector de expresién que
comprende el fragmento de ADN que codifica para la region N-terminal de la proteina HU en el lado 5’-terminal del
ADN que codifica para la proteina de interés. Por ejemplo, tras permitir que el ADN que codifica para la proteina de
interés comprenda, en el lado 5’-terminal del mismo, el fragmento de ADN que codifica para la regiéon N-terminal de
la proteina HU, el ADN resultante puede incorporarse al plasmido de fusién. Alternativamente, tras incorporar el ADN
que codifica para la proteina de interés al plasmido de fusion, el fragmento de ADN que codifica para la regién N-
terminal de la proteina HU puede incorporarse al lado 5-terminal del ADN que codifica para la proteina de interés. O
de lo contrario, tras incorporar el fragmento de ADN que codifica para la region N-terminal de la proteina HU al
plasmido de fusién, el ADN que codifica para la proteina de interés puede incorporarse al lado 3’-terminal del
fragmento de ADN que codifica para la region N-terminal de la proteina HU.

El fragmento de ADN que codifica para la region N-terminal de la proteina HU es un fragmento de ADN que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de
amino&cidos desde el 1°" amino&cido hasta uno cualquiera del 42 al 18° amino&cidos en el extremo N-terminal de la
proteina HU. La secuencia de aminoacidos desde el 1° hasta el 182 aminoacido en el extremo N-terminal de la
proteina HU se describe en SEQ ID NO: 29. La secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 29 es una secuencia de
aminodcidos codificada por una secuencia de nucledtidos desde el 1482° hasta el 1535° nucle6tido en SEQ ID NO:
15.

Los ejemplos de un plasmido que tiene un fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica para un péptido que consiste en una secuencia de aminoécidos desde el 1°" hasta el 42 amino4cido en el
extremo N-terminal de la proteina HU, pueden incluir pAV001-HU4aa-eCD (SEQ ID NO: 14). Los ejemplos de un
plasmido que tiene un fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica para un péptido
que consiste en una secuencia de aminodcidos desde el 1% hasta el 92 aminoéacido en el extremo N-terminal de la
proteina HU, pueden incluir pAV001-HU-eCD (pAV001-HU9aa-eCD). Los ejemplos de un plasmido que tiene un
fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica para un péptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos desde el 1°" hasta el 182 aminodcido en el extremo N-terminal de la proteina HU, pueden
incluir pAV001-HU18aa-eCD (SEQ ID NO: 15).

El método de cambio de la longitud de la region N-terminal de la proteina HU no esta limitado particularmente. Tal
como se realiza en los ejemplos descritos mas adelante, se disefian cebadores apropiados basandose en la
secuencia de la region N-terminal de la proteina HU, y puede obtenerse facilmente la secuencia de una region N-
terminal que tiene el nimero de aminoacidos deseado mediante PCR o similar usando esos cebadores.

Ademas, el método de construccion de la presente invencién es un método de construccion método que usa un
plasmido de fusién que tiene un fragmento de un plasmido de una bacteria del género Bifidobacterium y un
fragmento de un plasmido de Escherichia coli en la etapa (1). El fragmento de un plasmido de una bacteria del
género Bifidobacterium usado en la presente invencién es preferiblemente un fragmento de un plasmido derivado de
Bifidobacterium longum. Los ejemplos del mismo pueden incluir porciones de regiones derivadas de pTB6 que
contienen un origen de replicacion (oriV) de pTB6 (n.° de bases 3419 a 3778 de SEQ ID NO: 14)-porcioén de repB
(n.”® de bases 3983 a 4676 de SEQ ID NO: 14) y que no contienen regiones MembB, MobA, Orifl ni oriT.

Ademas, los ejemplos del fragmento de un plasmido de Escherichia coli usado en la presente invencion pueden
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incluir fragmentos de plasmidos que contienen una regién de origen de replicacién (ori) de Escherichia coli (n.°® de
bases 6356 a 6999 de SEQ ID NO: 14) y que no contienen un gen de resistencia a ampicilina (ampR) o que carecen
de ADN que codifica para una region de B-lactamasa que es un producto de expresion del gen de resistencia a
ampicilina (ampR).

Pueden obtenerse el promotor y el terminador de un gen que codifica para la proteina HU derivado de una bacteria
del género Bifidobacterium, que se usan en la etapa (2) del método de construccion de la presente invencion,
mediante un enfoque conocido en la técnica. Mas especificamente, basandose en la secuencia de una proteina HU
de una bacteria del género Bifidobacterium conocida en la técnica, puede clonarse un gen que codifica para la
proteina HU de una bacteria del género Bifidobacterium para obtener de ese modo un promotor y un terminador del
gen.

Por ejemplo, pueden facilitarse a modo de ejemplo preferiblemente secuencias que contienen el promotor y el
terminador de un gen que codifica para la proteina HU derivado de Bifidobacterium longum mediante ADN tal como
se expone en los n.”® de bases 234 a 1481 de SEQ ID NO: 14 0 15 y ADN tal como se expone en los n.”® de bases
2979 a 3098 de SEQ ID NO: 14 (n.°® de bases 3021 a 3140 de SEQ ID NO: 15), respectivamente.

El microorganismo anaerobio transformado con el vector de expresion segun la presente invencion para construir el
microorganismo anaerobio como portador de suministro génico de la presente invencién no estd limitado
particularmente siempre que pueda usarse en la presente invencién. Se prefiere que el microorganismo anaerobio
sea una bacteria anaerobia, més preferiblemente una bacteria entérica, incluso mas preferiblemente una bacteria del
género Bifidobacterium.

Los ejemplos de la bacteria del género Bifidobacterium incluyen Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
animalis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve 'y Bifidobacterium longum. La Bifidobacterium longum es la mas preferida.

Todas estas bacterias estan disponibles comercialmente o pueden obtenerse faciimente de instituciones de
depdsito. Por ejemplo, Bifidobacterium longum ATCC-15707, Bifidobacterium bifidum ATCC-11863 y Bifidobacterium
infantis ATCC-15697 pueden obtenerse faciimente de la ATCC (Coleccion Americana de Cultivos Tipo).

Ademas, las cepas de cada bacteria no estan limitadas particularmente. Los ejemplos de cepas de Bifidobacterium
longum pueden incluir las cepas Bifidobacterium longum 105-A, Bifidobacterium longum aE-194b, Bifidobacterium
longum bs-601 y Bifidobacterium longum M101-2. Entre ellas, se prefiere la cepa Bifidobacterium longum 105-A.

Los ejemplos de cepas de Bifidobacterium breve pueden incluir una cepa de tipo Bifidobacterium breve (JCM1192) y
las cepas Bifidobacterium breve aS-1 y Bifidobacterium breve 1-53-8W. Entre ellas, se prefieren la cepa de tipo
Bifidobacterium brevey las cepas Bifidobacterium breve aS-1 'y Bifidobacterium breve 1-53-8W.

Los ejemplos de cepas de Bifidobacterium infantis pueden incluir una cepa de tipo Bifidobacterium infantis
(JCM1222) y una cepa Bifidobacterium infantis 1-10-5. Entre ellas, se prefieren la cepa de tipo Bifidobacterium
infantis y la cepa Bifidobacterium infantis 1-10-5. Ademas, los ejemplos de cepas de Bifidobacterium lactentis pueden
incluir una cepa de tipo Bifidobacterium lactentis (JCM1220).

En el portador de suministro génico de la presente invencién, el ADN incorporado en la etapa (3) codifica para CD
que es una enzima que convierte el precursor de sustancia antitumoral 5-FC en la sustancia antitumoral 5-FU.

El ADN aislado del plasmido pAdex1CSCD (Riken Gene Bank RDB n.? 1591) contiene ADN que codifica para CD
derivada de Escherichia coli. El plasmido pMK116 también contiene ADN que codifica para CD derivada de
Escherichia coli (D.A. Mead et al., Protein Engineering 1: 67-74 (1986)).

El ADN que codifica para CD derivada de Escherichia coli corresponde a, por ejemplo, una secuencia de nucleotidos
desde el 14942 hasta el 2774° nucle6tido en SEQ ID NO: 14 (secuencia de nucleétidos desde el 1536° hasta el
28162 nucledtido en SEQ ID NO: 15). Ademas, su secuencia de aminoacidos corresponde a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 28 excepto por la metionina de iniciacién.

El método de construccion de un portador de suministro génico segun la presente invencion puede implicar mutar el
ADN que codifica para citosina desaminasa y luego incorporar el ADN mutado en un vector de expresién en la etapa
(3). Alternativamente, tras preparar un vector de expresion en la etapa (3), puede mutarse la parte de ADN que
codifica para la proteina de interés. La etapa de mutacion, tras preparar un vector de expresion en la etapa (3), la
parte de ADN que codifica para la proteina de interés es mas especificamente una etapa de mutaciéon del ADN que
codifica para citosina desaminasa que se ha incorporado en el vector de expresion preparado en la etapa (3).

El medio de mutacién no esta limitado particularmente, y puede usarse un enfoque conocido en la técnica tal como
mutagénesis especifica de sitio usando PCR.
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La proteina de interés es CD de Escherichia coli. Se prefiere que el acido aspartico codificado por una secuencia de
nucleotidos desde el 2433°% hasta el 24352 nucledtido en SEQ ID NO: 14 (secuencia de nucleétidos desde el 2475°
hasta el 2477° nucleétido en SEQ ID NO: 15) se sustituya por alanina. El acido aspartico codificado por una
secuencia de nucledtidos desde el 2433 hasta el 2435° nucleétido en SEQ ID NO: 14 (secuencia de nucledtidos
desde el 2475° hasta el 2477° nucleétido en SEQ ID NO: 15) corresponde a &acido aspartico en la 3152 posicién en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 28.

Esta sustitucion produce una actividad de CD mucho mas excelente que la producida en ausencia de sustitucion.

Los ejemplos del vector de expresidn segun la presente invencion pueden incluir un vector de expresion de CD para
una bacteria del género Bifidobacterium en el que se ha incorporado ADN que codifica para CD. Los ejemplos
especificos de los mismos pueden incluir: un plasmido recombinante pBLES100-S-eCD que porta codA de
Escherichia coli insertado en el sentido de 3’ de un promotor hup de Bifidobacterium longum (véanse el documento
de patente 4 y el documento no de patente 3); pAV001-HU-eCD (pAV001-HU9aa-eCD) modificado a partir de este
pBLES100-S-eCD, que puede transformar Bifidobacterium longum o Bifidobacterium breve; y mutantes de estos
plasmidos.

En este contexto, los mutantes de los plasmidos significan vectores en los que se ha mutado el ADN, por ejemplo,
ADN que codifica para CD, incorporado en los plasmidos, que son plasmidos que pueden usarse de la misma
manera como o mas preferiblemente que los vectores originales mutados. Por ejemplo, un mutante de pBLES100-S-
eCD significa un mutante de ADN de plasmido derivado de pBLES100-S-eCD, que es un plasmido que puede
usarse de la misma manera como o mas preferiblemente que pBLES100-S-eCD en la presente invencion.
Alternativamente, un mutante de pAV001-HU-eCD significa un mutante de ADN de plasmido derivado de pAV001-
HU-eCD, que es un plasmido que puede usarse de la misma manera como o mas preferiblemente que pAvV001-HU-
eCD en la presente invencion.

Tales mutantes de los plasmidos pueden facilitarse a modo de ejemplo preferiblemente mediante un plasmido
pAV001-HU-eCD-M968 (SEQ ID NO: 27) que es un plasmido en el que se ha introducido una mutacion de un Unico
nucleétido en una regién que codifica para CD del plasmido pAV001-HU-eCD. En el plasmido pAV001-HU-eCD-
M968, se ha sustituido el acido aspartico codificado por una secuencia de nucleétidos desde el 2433° hasta el 2435°
nucleétido en SEQ ID NO: 14 por alanina. Como resultado, se mejora notablemente la actividad de CD.

El portador de suministro génico de la presente invencion no esta limitado particularmente siempre que sea un
portador de suministro génico construido mediante el método de la presente invencion.

Los ejemplos del portador de suministro génico de la presente invenciéon obtenido usando un vector de expresion
que tiene el ADN mutado que codifica para la proteina de interés, pueden incluir un plasmido mutante en un Unico
nucleétido de Bifidobacterium longum 105-A/pAV001-HU-eCD. Particularmente, puede facilitarse a modo de ejemplo
preferiblemente mediante Bifidobacterium longum 105-A/pAV001-HUeCD-M968.

Un método de construccion del portador de suministro génico de la presente invencion comprende la etapa de
transformar un microorganismo anaerobio con el vector de expresion en el que se ha incorporado el ADN que
codifica para la proteina de interés.

La construccion del microorganismo transformado puede realizarse segin un método descrito en manuales
experimentales disponibles comercialmente, por ejemplo, Gene Manual (Kodansha Ltd.), Method for Experiments in
Gene Manipulation ed. por Yasutaka Takagi (Kodansha Ltd.), Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory
(1982), Molecular Cloning, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory (1989) o Methods in Enzymol., 194 (1991).

Puesto que la proteina es CD, se requiere para su aplicacion a terapias de enzima-profarmaco que el
microorganismo modificado genéticamente que expresa CD tenga resistencia a 5-FU a una concentracion al menos
eficaz para una actividad antitumoral, que se convierte a partir de 5-FC mediante CD. Sin embargo, cuando se
construy6 una bacteria resistente a 5-FU mediante un método de cultivo en aclimatacién descrito en el ejemplo 1 en
el documento de patente 5 usando el microorganismo modificado genéticamente que expresa CD, la tasa de
retencion del plasmido tendia a disminuir. Sin embargo, en el método de construcciéon de un portador de suministro
génico segun la presente invencién, una bacteria resistente a 5-FU que tenia resistencia a 5-FU a una concentracion
al menos eficaz para una actividad antitumoral se construye en primer lugar como un microorganismo anaerobio
usado como huésped mediante un método de cultivo en aclimatacién descrito en el ejemplo 2 en el documento de
patente 5. Esta bacteria puede usarse como huésped para construir de ese modo un microorganismo modificado
genéticamente que tiene una alta tasa de retencion del plasmido.

Una composicion farmacéutica de la presente invencién no esta limitada particularmente siempre que comprenda el
portador de suministro génico de la presente invencion.

La composicién farmacéutica de la presente invencion puede comprender una clase o dos o0 mas clases del/de los
portador(es) de suministro génico de la presente invencion.
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Ademas, la dosis del portador de suministro génico en la composicion farmacéutica de la presente invencién no esta
limitada particularmente siempre que sea una cantidad suficiente para su crecimiento en un sitio tumoral y la
expresion de una cantidad suficiente para la expresion de una proteina en una cantidad que puede convertir un
precursor de sustancia antitumoral en una cantidad terapéuticamente eficaz de una sustancia antitumoral. Desde un
punto de vista econdémico y el punto de vista de sortear efectos secundarios tanto como sea posible, se prefiere que
la dosis del portador de suministro génico sea tan pequefia como sea posible dentro de un intervalo que produce
una actividad antitumoral necesaria. Ademas, la dosis del portador de suministro génico en la composicion
farmacéutica de la presente invencion puede seleccionarse apropiadamente segun la gravedad de la enfermedad y
el peso corporal, la edad y el sexo de un paciente y también puede aumentarse o disminuirse apropiadamente segun
el grado de mejora.

Ademas, la composicién farmacéutica de la presente invencion puede contener componentes arbitrarios ademas del
portador de suministro génico de la presente invencion a menos que los efectos de la presente invencion se alteren.
Los ejemplos de tales componentes arbitrarios incluyen portadores, excipientes y diluyentes farmacolégicamente
aceptables.

Como portador de suministro génico de la presente invencion puede usarse una bacteria anaerobia que incorpora en
la misma un gen a partir del cual puede expresarse una proteina que tiene la actividad de convertir un precursor de
sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral, comprendiendo la composicion farmacéutica de la presente
invencion el portador de suministro génico como principio activo, en combinacion con un precursor de sustancia
antitumoral en una cantidad que puede convertirse en una cantidad eficaz de una sustancia antitumoral mediante
una proteina expresada por el portador de suministro génico. Este precursor de sustancia antitumoral puede estar
contenido en la composicion farmacéutica que comprende el portador de suministro génico de la presente invencién
como principio activo. Sin embargo, se prefiere que el precursor de sustancia antitumoral se use en forma de una
composicion farmacéutica que comprende el precursor de sustancia antitumoral, en combinacion con la composicién
farmacéutica o el agente terapéutico para tumor sélido que comprende el portador de suministro génico de la
presente invencidon como principio activo.

La dosis del precursor de sustancia antitumoral puede seleccionarse apropiadamente segln la tasa de crecimiento
del portador de suministro génico usado en combinacién con el mismo en un tejido tumoral, y la eficacia de
conversion del precursor de sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral. Ademas, de manera similar con la
dosis del portador de suministro génico, la dosis del precursor de sustancia antitumoral puede seleccionarse
apropiadamente segun la gravedad de la enfermedad y el peso corporal, la edad y el sexo de un paciente y también
puede aumentarse o disminuirse apropiadamente segun el grado de mejora.

Por tanto, cuando la composicion farmacéutica de la presente invencién se usa en combinacion con el precursor de
sustancia antitumoral, el método de administracién de la composicién farmacéutica de la presente invencion puede
ser el mismo que o diferente del método de administracion de la composicion farmacéutica que comprende el
precursor de sustancia antitumoral. Ademas, pueden administrarse simultaneamente o a intervalos de tiempo. Se
prefiere que la composicion farmacéutica que comprende el precursor de sustancia antitumoral se administre tras la
administracion de la composicidon farmacéutica de la presente invencién de manera que el portador de suministro
génico de la presente invencién pueda crecer suficientemente en una célula tumoral.

La frase “que comprende X en combinacion con Y” en la presente invencion abarca tanto el caso en el que X e Y
estan en diferentes formas como el caso en el que X e Y estan en la misma forma (por ejemplo, una forma que
comprende tanto X como Y). Ademas, cuando X e Y estan en diferentes formas, tanto X como Y pueden contener
ademas otros componentes.

La forma farmacéutica de la composicion farmacéutica de la presente invencion no esta limitada particularmente.
Los ejemplos de la misma pueden incluir una preparacioén liquida o sélida que comprende el portador de suministro
génico de la presente invencién. La preparacion liquida puede producirse: purificando una disolucién de cultivo de la
bacteria anaerobia como portador de suministro génico de la presente invencion; si es necesario, afiadiendo a la
misma una disolucién salina o aditivos farmacéuticos o de reemplazo de fluidos apropiados; y llenando con la
mezcla una ampolla o vial o similar. Ademas, la preparacion sélida puede producirse afiadiendo un agente protector
apropiado a la preparacién liquida, llenando con la mezcla una ampolla o vial o similar y entonces liofilizando o
secando desde la fase liquida; o afadiendo un agente protector apropiado a la preparacion liquida, liofilizando o
secando desde la fase liquida la mezcla, y entonces llenando una ampolla o vial o similar. Un método de
administracion de la composicion farmacéutica de la presente invencién es preferiblemente administracion
parenteral. Por ejemplo, pueden realizarse inyeccién hipodérmica, inyeccién intravenosa, inyeccién local y
administracién intracerebroventricular. La inyeccion intravenosa es la més preferida.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede aplicarse a tumores que tienen un entorno anaerobio,
preferiblemente, diversos tumores solidos. Los ejemplos de los tumores sélidos incluyen cancer de colon-recto,
tumor cerebral, cancer de cabeza y cuello, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de eso6fago, cancer gastrico,
cancer de higado, cancer de vesicula biliar, cancer del conducto biliar, cancer pancreatico, cancer de células de
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islotes pancreéticos, coriocarcinoma, cancer de colon, cancer de células renales, cancer de corteza suprarrenal,
cancer de vejiga urinaria, cancer de testiculos, cancer prostatico, tumor testicular, cancer de ovario, cancer uterino,
coriocarcinoma, cancer de tiroides, tumor carcinoide maligno, cancer de piel, melanoma maligno, osteosarcoma,
sarcoma de tejidos blandos, neuroblastoma, tumor de Wilms, retinoblastoma, melanoma y carcinoma de células
escamosas.

A continuacién en el presente documento, la presente invencién se describira mas especificamente con referencia a
los ejemplos. Sin embargo, no se pretende que el alcance técnico de la presente invencién se limite a estas
ejemplificaciones.

[Ejemplo de referencia 1]
Preparacién de Bifidobacterium longum 105-A/pAV001-HU-eCD (1) Construccién del plasmido lanzadera pAV001
(Construccion del plasmido)

Se amplific6 una secuencia que contiene espectinomicina adeniliransferasa (casete de AAD) derivado de
Enterococcus faecalis mediante PCR a partir de un plasmido lanzadera pBLES100 de Bifidobacterium longum y
Escherichia coli (véanse el documento de patente 4 y el documento no de patente 7), y se subcloné el producto de
PCR en un vector PCR-Bluntll-TOPO (Invitrogen Corp.) para preparar PCRTOPO-Scal-AAD-Eamll051. Se anadieron
los sitios de restriccién Scal y Eam1105I a los cebadores directo e inverso, respectivamente.

Tal como se muestra en la figura 1, el vector de clonacion pGFPuv (DEFINICION: vector de clonacién pGFPuv.
REGISTRO: U62636; VERSION: U62636.1 Gl: 1490528) adquirido de Invitrogen Corp. estd compuesto por un gen
de GFPuv, sitios de clonacion multiples (MCS) en ambos extremos del mismo, un gen de resistencia a ampicilina y
un origen de replicacion de plasmido de Escherichia coli.

Se retiré el sitio de gen de resistencia a ampicilina en este pGFPuv mediante escision con las enzimas de restriccion
Eam1105l y Scal para preparar un fragmento largo. De manera similar, se escindi6¢ PCRTOPO-Scal-AAD-Eam1105I
con las enzimas de restriccion Eam1105] y Scal para preparar un fragmento (aproximadamente 1100 pb) que
contenia el casete de AAD. Se ligaron estos dos fragmentos usando ADN ligasa de T4 para preparar pGFPuv-SpR.
Se confirmaron respectivamente en Escherichia coli la adicién del rasgo de resistencia a espectinomicina y la
pérdida del rasgo de resistencia a ampicilina en el plasmido preparado pGFPuv-SpR.

Se digiri6 pGFPuv-SpR con las enzimas de restriccion Sall (ubicada en el sitio de clonacién multiple en el sentido de
5’ del gen de GFPuv) y Spel (ubicada en el sitio de clonacién miltiple en el sentido de 3’ del gen de GFPuv) para
preparar un plasmido pAVN del que se habia delecionado el gen de GFPuv.

A continuacién, a partir de la informacién sobre la secuencia de nucleétidos de longitud completa de un plasmido
pTB6 derivado de Bifidobacterium longum, se identificd una secuencia de aproximadamente 1900 pb que contenia
RepB, SDO, DDO, repeticiones ricas en AT y motivos de unién a ADNA como una unidad de replicacion de plasmido
de Bifidobacterium longum. Se amplificé la secuencia de aproximadamente 1900 pb que contenia la unidad de
replicacién de plasmido de Bifidobacterium longum mediante PCR a partir de pTB6, y se subcloné el producto de
PCR en un vector PCR-Bluntll-TOPO para preparar PCRTOPO-Apal-1900-Scal. Se afadieron los sitios de
restriccion Apal y Scal a los cebadores directo e inverso, respectivamente.

Se ligaron el fragmento largo (aproximadamente 2400 pb) obtenido digiriendo pAVN con las enzimas de restriccién
Apal y Scal y un fragmento corto (aproximadamente 1900 pb) obtenido digiriendo PCRTOPO-Apal-1900-Scal con
las enzimas de restriccién Apal y Scal de la misma manera usando ADN ligasa de T4 para preparar un plasmido
lanzadera pAVO001 de Bifidobacterium longum-Escherichia coli (aproximadamente 4300 pb).

(2) Vector de expresion génica de CD pAV001-HU-eCD

(Construccién del vector de expresién)

A continuacion, se escindi6 pBLES100-S-eCD con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel para extraer un
fragmento de aproximadamente 2900 pb que contenia un promotor del gen HU, un gen de CD derivada de
Escherichia coli y un terminador del gen HU. De manera similar, se escindio el plasmido lanzadera pAV001 con
Hindlll y Spel en los sitios de restriccion en los sitios de clonacion multiples. Se ligaron el fragmento largo obtenido y
el fragmento de aproximadamente 2900 pb descritos anteriormente usando ADN ligasa de T4 para preparar
pAV001-HU-eCD (aproximadamente 7100 pb).

(3) Introduccidn del vector de expresion génica de CD pAV001-HU-eCD en una bacteria del género Bifidobacterium
Se cultivé Bifidobacterium longum de tipo natural en medio MRS a 37°C en condiciones anaerobias, y se separaron
las células bacterianas de la disolucion de cultivo mediante centrifugacion y se suspendieron en una disolucion
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tampon apropiada para preparar una suspension bacteriana. A continuacién, se introdujo el vector de expresion
génica de CD pAV001-HU-eCD en la suspension bacteriana usando un método de electroporacion descrito en los
documentos no de patente 2 y 3. Se seleccion6 la Bifidobacterium longum recombinante con la introduccion
(Bifidobacterium longum/pAV001-HU-eCD) basandose en la formaciéon de colonias sobre un medio de agar que
contenia el antibiético espectinomicina.

(4) Actividad enzimatica citosina desaminasa en Bifidobacterium longum/pAV001-HU-eCD; medicion de la actividad
de conversion de 5-FC—5-FU

Se subcultivé Bifidobacterium longum/pAV001-HU-eCD en medio MRS que contenia el antibi6tico espectinomicina a
37°C durante 2 dias o mas en condiciones anaerobias, y se separaron las células bacterianas (2 X 10° UFC) de la
disolucién de cultivo mediante centrifugacién y se suspendieron de nuevo en 4,5 ml de medio MRS. A continuacion,
se afadieron al mismo 0,5 ml de 5-FC (20 mg/ml), dando como resultado una concentracion final de 2 mg/ml, y se
cultivaron las células bacterianas a 37°C en condiciones anaerobias. Tras 0, 4, 8, 18 y 24 horas, se recogieron
respectivamente los sobrenadantes de las disoluciones de cultivo a partir de las cuales se habian retirado las células
bacterianas mediante centrifugacion. Se midieron las concentraciones de 5-FU convertido mediante andlisis de
cromatografia de gases (métodos de CG-EM de 5-FU, BML). En la figura 2 se muestran los resultados de la
medicién. Como resultado del analisis, en Bifidobacterium longum/pAV001-HU-eCD, se detectdé 5-FU a una
concentracién de 72,5 pug/ml tras 4 horas y a una concentracion de 165,4 ug/ml tras 24 horas.

Ejemplo 1
[Preparacién del plasmido HU-eCD]

Se construyeron plasmidos de manera que la longitud de la region N-terminal de una proteina HU fusionada a la
region N-terminal de eCD se cambid a 2 aminoacidos, 3 aminoacidos o 4 aminoacidos (figura 3).

Se construyeron de la misma manera plasmidos de los que se delecioné la secuencia que codifica para el extremo
N-terminal de una proteina HU. En este caso, se prepararon dos clases de plasmidos, uno con un codén de
iniciacion de la traduccion ATG de CD derivada de la cepa de Escherichia coli JM101, y el otro con un coddn de
iniciacion de la traduccién GTG de CD derivada de la cepa de Escherichia coli K12. Ademas, también se construyd
un plasmido de manera que la longitud de la regién N-terminal de una proteina HU fusionada a la regién N-terminal
de eCD se cambi6 a 18 aminoacidos. En la tabla 1 se muestran las secuencias de las partes construidas de los
plasmidos.

[Tabla 1]

|Tabla de construccién de plasmidos

| Nombre del plasmido Secuencia proximal al extremo N-terminal de CD

ATG TCG AAT AAC ...
M S N N

pAV001-HUOaaATG

GTG TCG AAT AAC
M S N N

pAV001-HUOaaGTG

ATG GCA TCG AAT AAC ...
M A S N N

pAV001-HU2aa-eCD

ATG GCA TAC TCG AAT AAC
M A Y S N N

pAV001-HU3aa-eCD

ATG GCA TAC AAC TCG AAT AAC
M A Y N S N N

pAV001-HU4aa-eCD

ATG GCA TAC AAC AAG TCT GAC CTC GTT TCG
pAV001-HU-eCD (Control, pAV001-HU9aa-| AAT AAC

eCD) M A Y N XK S D L V S N
N
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ATG GCA TAC AAC AAG TCT GAC CTC GTT TCG
AAG ATC GCC

M A Y N K S D L \Y S K
pAV001-HU18aa-eCD I A

CAG AAG TCC AAC CTG TCG AAT AAC
Q K S N L S N N

El término en negrita representa una secuencia afiadida al extremo N-terminal de CD.
(1) Construccioén del plasmido que afiade los 2 aminoacidos N-terminales de la proteina HU

Se realiz6 amplificacion por PCR usando 50 pg de pAV001-HU-eCD como molde y ADN polimerasa PrimeSTAR™
HS (Takara Bio Inc.) para obtener los fragmentos de PCR A (aproximadamente 1,3 kpb) y B (aproximadamente
1,3 kpb). Se usaron un cebador externo expuesto en SEQ ID NO: 1 y un cebador interno expuesto SEQ ID NO: 2
que tenian, en el extremo 5’-terminal, una secuencia solapante con el extremo terminal del fragmento de PCR B y
contenian una secuencia complementaria a pAV001-HU-eCD en la amplificacion del fragmento de PCR A.

El fragmento de PCR A contiene un sitio Hindlll derivado del molde en el extremo terminal de ADN. Se usaron un
cebador externo expuesto en SEQ ID NO: 3 que tenia un sitio de reconocimiento de KspAl en el lado 5-terminal y
contenia una secuencia complementaria a pAV001-HU-eCD y un cebador interno expuesto en SEQ ID NO: 4 que
tenia una secuencia solapante con el extremo terminal del fragmento de PCR A en el lado 5’-terminal y contenia una
secuencia complementaria a pAV001-HU-eCD en la amplificacién del fragmento de PCR B.

Se realizé el cambio de la secuencia de aminoacidos derivada de la proteina HU mediante cebadores internos. Las
condiciones de temperatura implicaron 30 ciclos que implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante
5 segundos y 72°C durante 80 segundos, seguido por incubacién a 72°C durante 30 segundos. Se purificaron los
fragmento de PCR A y B usando el kit de purificacién de PCR QIlAquick (QIAGEN), y entonces se mezclaron los
fragmentos de PCR purificados A y B a moles iguales.

Se realiz6 la reaccion a 5 ciclos que implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos y 72°C durante 90 segundos en
ausencia de cebadores en una disolucién de mezcla de tampoén 1xPrimeSTAR™, mezcla de dNTP 200 uM y 2,5 u
de ADN polimerasa PrimeSTAR™ HS usando 1 ng de la mezcla de los fragmentos de PCR purificados A y B como
molde para ligar los fragmentos de PCR Ay B. Entonces, se afadieron los cebadores externos (SEQ ID NO: 1y 3) a
lo mismo, dando como resultado cada concentracion final de 0,5 uM, y se realizé la reaccion a 25 ciclos que
implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 160 segundos, seguido
por incubacién a 72°C durante 30 segundos para obtener un producto de PCR ligado (aproximadamente 2,6 kpb).

Se separo el producto de PCR ligado en un gel de agarosa SeaPlaque(R) GTG(R) al 1% (tampon 1xTAE, bromuro
de etidio 0,5 pug/ml) para cortar un fragmento de ADN de 2,6 kpb. Se extrajo el producto de PCR ligado del gel
usando el kit de extraccion de gel QIAquick(R) y se digiri6 con Hindlll (Fermentas UAB) y KspAl (Fermentas UAB).
Se cortd una banda de ADN de 2,6 kpb mediante separacién en un gel de agarosa SeaPlaque(R) GTG(R) al 1%
(tampon 1xTAE, bromuro de etidio 0,5 pg/ml). Se extrajo el producto de PCR ligado del gel usando el kit de
extraccion de gel QlAquick(R).

Se digirié el vector pAV001-HU-eCD con Hindlll (Fermentas UAB) y KspAl (Fermentas UAB). Entonces, se corté un
fragmento de ADN de 4,6 kpb mediante separacion en un gel de agarosa SeaPlaque(R) GTG(R) al 1% (tampdn
1xTAE, bromuro de etidio 0,5 pg/ml). Posteriormente, se extrajo el ADN de vector del gel usando el kit de extraccion
de gel QlAquick(R).

Se mezcl6 el producto de PCR ligado con el vector en una razon de vector con respecto a producto de PCR ligado
de 1:3 en moles, y se realizé el ligamiento usando el kit de ligamiento de ADN rapido (Fermentas UAB). Se
transformé Escherichia coli JM109 con el producto de ligamiento, y se sembraron en placa las cepas sobre medio de
agar LB que contenia espectinomicina 30 ug/ml y se cultivé durante la noche a 37°C para obtener transformantes.
Se cultivaron los transformantes durante la noche a 37°C en medio liquido 2 x LB que contenia espectinomicina
30 ug/ml, y se extrajo el ADN de plasmido (pAV001-HU2aa-eCD) usando el kit QlAprep(R) Spin Miniprep.

(2) Construccion del plasmido que arfiade los 3 aminoacidos N-terminales de la proteina HU
Se construyé un plasmido que afiade los 3 aminoacidos N-terminales de la proteina HU (pAV001-HU3aa-eCD) de la
misma manera que en la construccion del plasmido que afade los 2 aminoacidos N-terminales de la proteina HU

excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 5 y 4 como cebadores internos para la
amplificacion de los fragmentos de PCR Ay B, respectivamente.
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(3) Construccion del plasmido que ariade los 4 aminoacidos N-terminales de la proteina HU

Se construyé un plasmido que afiade los 4 aminoacidos N-terminales de la proteina HU (pAV001-HU4aa-eCD) de la
misma manera que en la construccion del plasmido que afade los 2 aminoacidos N-terminales de la proteina HU
excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 6 y 7 para la amplificacion de los fragmentos de
PCR Ay B, respectivamente. La secuencia de pAV001-HU4aa-eCD se muestra en SEQ ID NO: 14.

(4) Construccion del plasmido que carece de la secuencia que codifica para el extremo N-terminal de la proteina HU
y que tiene el coddn de iniciacion de la traduccion ATG

Se construyé un plasmido que carece del extremo N-terminal de la proteina HU y que tiene el coddn de iniciacion de
la traduccion ATG (pAV001-HUOaaATG-eCD) de la misma manera que en la construcciéon del plasmido que afade
los 2 aminodacidos N-terminales de la proteina HU excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID
NO: 8 y 9 como cebadores internos para la amplificacién de los fragmentos de PCR A y B, respectivamente.

(5) Construccion del plasmido que carece del extremo N-terminal de la proteina HU y que tiene el codén de
iniciacion de la traduccion GTG

Se construyé un plasmido que carece del extremo N-terminal de la proteina HU y que tiene el coddn de iniciacion de
la traduccion GTG (pAV001-HUOaaGTG-eCD) de la misma manera que en la construcciéon del plasmido que afiade
los 2 aminodacidos N-terminales de la proteina HU excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID
NO: 10 y 11 como cebadores internos para la amplificacion de los fragmentos de PCR Ay B, respectivamente.

(6) Construccion del plasmido que afiade los 18 aminoacidos N-terminales de la proteina HU

Se mezclaron dos clases de oligo-ADN sintéticos fosforilados de manera 5’-terminal (SEQ ID NO: 12 y 13) que
tenian secuencias complementarias entre si a moles iguales y se aparearon disminuyendo las temperaturas en
fases hasta 65°C durante 5 minutos, 45°C durante 5 minutos, 37°C durante 10 minutos y 25°C durante 10 minutos
en presencia de NaCl 0,1 M para preparar un adaptador. El extremo terminal del adaptador es un sitio Bsp119l.

Se digirié el vector pAV001-HU-eCD con Bsp119l (Fermentas UAB). Tras el tratamiento de desfosforilacion del
extremo terminal del ADN usando CIAP (Fermentas UAB), se lig6 el fragmento de ADN resultante con el adaptador
usando el kit de ligamiento de ADN rapido (Fermentas UAB). Se transformaron cepas de Escherichia coli JM109 con
el producto de ligamiento, y se sembraron en placa las cepas sobre medio agar LB que contenia espectinomicina
30 ug/ml y se cultivaron durante la noche at 37°C para obtener transformantes. Se cultivaron los transformantes
durante la noche a 37°C en medio liquido 2 x LB que contenia espectinomicina 30 pg/ml, y se extrajo el ADN de
plasmido (pAV001-HU18aa-eCD) usando el kit QlAprep(R) Spin Miniprep. La secuencia de pAV001-HU18aa-eCD se
muestra en SEQ ID NO: 15.

(Transformacion de Bifidobacterium longum 105A)

Se mezclaron 80 ul de células competentes Bifidobacterium longum 105A y 5 ul (de 500 a 1000 ng) del ADN de
plasmido, y se realiz6 la transformacién usando un sistema de electroporacion Gene Pulser Il (Bio-Rad Laboratories,
Inc., Japén). Se sembraron en placa las cepas sobre medio de agar IWATA que contenia D-rafinosa al 15% vy
espectinomicina 30 pg/ml y entonces se cultivaron a 37°C durante dos noches en condiciones anaerobias para
obtener transformantes.

(Extraccion de proteinas de transformantes de Bifidobacterium longum 105A)

Se inocularon los transformantes en 5 ml de medio liquido MRS (que contenia espectinomicina 30 ug/ml y una
disolucién de mezcla de cisteina-vitamina C) y se cultivaron durante la noche a 37°C en condiciones anaerobias. Se
inoculd un 1% de la disolucion de cultivo en un medio que tenia la misma composicién y se cultivé durante la noche
a 37°C en condiciones anaerobias. Se repitié esta etapa dos veces. Se realizd la extraccion de proteinas usando un
1% de la disolucion de cultivo inoculada en un medio que tenia la misma composicion y se cultivé durante
aproximadamente 18 horas. Se afadieron 4 ml de una disolucién de tampon Tris (Tris-HCI 0,5 M, Triton X-100 al
0,5%, pH 8,4) a de 1 a 4 ml de la disolucién de cultivo y se mezclaron, seguido por centrifugaciéon a 13.000 x g a
temperatura ambiente durante 15 minutos para eliminar el sobrenadante. Se suspendieron las células bacterianas
mediante la adicion de 5 ml de una disoluciéon de tampén Tris que tenia la misma composicion, seguido por
centrifugacién a 13.000 x g a temperatura ambiente durante 15 minutos para eliminar el sobrenadante. Se repitid
este procedimiento dos veces para lavar las células bacterianas. Se suspendieron las células bacterianas lavadas en
1 ml de una disolucién de tampon Tris complementada con 50 pl de un inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich) y se
rompieron de manera ultrasénica durante 5 minutos con enfriamiento con hielo. Tras la centrifugacién a 13.000 x g a
4°C durante 20 minutos, se sometié el sobrenadante a medicion de la actividad de CD como extracto de proteina
total.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2525174713

(Medicion de la actividad de CD)

Se midio la cantidad de la proteina total mediante una modificacion del método de Lowry. Se afadié una disolucion
tampo6n al extracto de proteina total correspondiente a una cantidad de la proteina total de 50 ug para preparar
250 pl de una disolucién, que entonces se mezcl6é con 250 pl de 5-FC 40 mM y entonces se hizo reaccionar a 60°C
durante 20 minutos. Se terminé la reaccion mediante la adicion de 250 pl de &cido tricloroacético 0,5 M, y se dej6 el
producto de reaccion sobre hielo. Tras la centrifugacion a 20.000 x g a 4°C durante 20 minutos, se afadieron 150 pl
de NaOH 0,3 M a 450 pl del sobrenadante para neutralizar la disolucién.

Se diluy6 la muestra neutralizada 10 veces con una fase mévil de HPLC, y se midieron las cantidades de 5-FU y 5-
FC mediante HPLC. Se usé el % de consumo de 5-FC como actividad de CD. En la tabla 2 se muestran los
resultados de la medicién de la actividad.

[Tabla 2]

| Efecto de la adicién de aminoacidos derivados del extremo N-terminal de la proteina HU a CD

|
| Nombre del transformante Actividad de CD, consumo de 5-FC (%)/50 ug de proteina total |
| B. longum 105A/pAV001-HU0aaATG 1,89 |
| B. longum 105A/pAV001-HU0aaGTG 1,08 |
| B. longum 105A/pAV001-HU2aa-eCD 0,64 |
| B. longum 105A/pAV001-HU3aa-eCD 2,80 |
| B. longum 105A/pAV001-HU4aa-eCD 6,35 |
| B. longum 105A/pAV001-HU-eCD (control) 5,50 |
| B. longum 105A/pAV001-HU18aa-eCD 6,48 |

Se demostr6 que la adicion de aminodcidos derivados del extremo N-terminal de la proteina HU a eCD potencia la
actividad de CD. Con respecto al nimero de aminoacidos afiadidos, 2 0 menos aminoacidos eran ineficaces; 3
aminodcidos produjeron algo de efecto; y 4 o0 mas aminoacidos produjeron efectos drasticamente aumentados. No
se observd ninguna diferencia en la actividad entre 4 y 18 aminoé&cidos.

Ejemplo 2
[Preparacion de Bifidobacterium longum 105-A/mutante de plasmido pAV001-HU-eCD]
Se introdujo una mutacioén en 5 sitios en el plasmido pAV001-HU-eCD.

Se introdujeron 2 tipos de mutaciones: una delecién de 3 nucleédtidos y una sustitucion de 1 nuclettido. Los
plasmidos mutantes de tipo delecion eran pAV001-HU-eCD-D37 y pAV001-HU-eCD-D55, y los plasmidos mutantes
de tipo sustitucion de nucleétido eran pAV001-HU-eCD-M450, pAV001-HU-eCD-M968 y pAV001-HU-eCD-M1277.
Se muestran a continuacién métodos de construccion de los plasmidos mutantes.

(1) Construccién de plasmido mutante (pAV001-HU-eCD-D37)

Se realiz6 la amplificacion por PCR usando 50 pg de pAV001-HU-eCD como molde y ADN polimerasa PrimeSTAR™
HS (Takara Bio Inc.) para obtener los fragmentos de PCR A (aproximadamente 1,3 kpb) y B (aproximadamente
1,3 kpb). Se usaron un cebador externo expuesto en SEQ ID NO: 1 y un cebador interno expuesto en SEQ ID NO:
16 que tenian una secuencia solapante con el extremo terminal del fragmento de PCR B en el lado 5’-terminal y
contenian una secuencia complementaria a pAV001-HU-eCD en la amplificacion del fragmento de PCR A. El
fragmento de PCR A contiene, en el extremo terminal de ADN, un sitio Hindlll derivado del molde. Se usaron un
cebador externo expuesto en SEQ ID NO: 3 que tenia un sitio de reconocimiento KspAl en el lado 5’-terminal y
contenia una secuencia complementaria a pAV001-HU-eCD y un cebador interno expuesto en SEQ ID NO: 17 que
tenia, en el lado 5’-terminal, una secuencia solapante con el extremo terminal del fragmento de PCR A y contenia
una secuencia complementaria a pAV001-HU-eCD en la amplificacién del fragmento de PCR B. Se introdujo la
mutacién en el plasmido mediante cebadores internos. Las condiciones de temperatura implicaban 30 ciclos que
implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 80 segundos, seguido por
incubacién a 72°C durante 30 segundos. Se purificaron los fragmentos de PCR A y B usando el kit de purificacion de
PCR QIlAquick (QIAGEN), y entonces se mezclaron los fragmentos de PCR purificados A y B a moles iguales. Se
realizé una reaccion a 5 ciclos que implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos y 72°C durante 90 segundos en
ausencia de cebadores en una disolucion de mezcla de tampén 1xPrimeSTAR™, mezcla de dNTP 200 uM y 2,5 u
de ADN polimerasa PrimeSTAR™ HS usando 1 ng de la mezcla de los fragmentos de PCR purificados A y B como
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molde para ligar los fragmentos de PCR A y B. Entonces, se afadieron a lo mismo los cebadores externos (SEQ ID
NO: 1 y 3), dando como resultado cada concentracién final de 0,5 uM, y se realizd una reaccion a 25 ciclos que
implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 160 segundos, seguido
por incubacién a 72°C durante 30 segundos para obtener un producto de PCR ligado (aproximadamente 2,6 kpb).
Se separo el producto de PCR ligado en un gel de agarosa SeaPlaque(R) GTG(R) al 1% (tampon 1xTAE, bromuro
de etidio 0,5 ug/ml) para cortar una banda de ADN de 2,6 kpb. Se extrajo el producto de PCR ligado del gel usando
el kit de extraccion de gel QlAquick(R) y se digirié con Hindlll (Fermentas UAB) y KspAl (Fermentas UAB). Se corté
una banda de ADN de 2,6 kpb mediante separacién en un gel de agarosa SeaPlaque(R) GTG(R) al 1% (tampén
1xTAE, bromuro de etidio 0,5 pg/ml). Se extrajo el producto de PCR ligado del gel usando el kit de extraccién de gel
QlAquick(R).

Se digirié el vector pAV001-HU-eCD con Hindlll (Fermentas UAB) y KspAl (Fermentas UAB). Entonces, se corté un
fragmento de ADN de 4,6 kpb mediante separacion en un gel de agarosa SeaPlaque(R) GTG(R) al 1% (tampdn
1xTAE, bromuro de etidio 0,5 ug/ml). Se extrajo el ADN de vector del gel usando el kit de extraccién de gel
QIlAquick(R). Se mezclé el producto de PCR ligado con el vector a una razén de vector con respecto a producto de
PCR ligado de 1:3 en moles, y se realizé el ligamiento usando el kit de ligamiento de ADN rapido (Fermentas UAB).
Se transformé Escherichia coli JM109 con el producto de ligamiento, y se sembraron en placa las cepas sobre medio
agar LB que contenia espectinomicina 30 pg/ml y entonces se cultivaron durante la noche a 37°C para obtener
transformantes. Se cultivaron los transformantes durante la noche a 37°C en medio liquido 2 x LB que contenia
espectinomicina 30 pg/ml y se extrajo el ADN de plasmido (pAV001-HU-eCD-D37) usando el kit QlAprep(R) Spin
Miniprep.

El pAV001-HU-eCD-D37 es un plasmido que tiene un gen de CD que carece de la secuencia de nucleotidos
(secuencia de nucleotidos que codifica para alanina en la 52 posicion en SEQ ID NO: 28) desde el 1503 hasta el
15052 nucleétido en SEQ ID NO: 14 (del 15452 al 1547° nucledtido en SEQ ID NO: 15).

(2) Construccion de plasmido mutante (pAV001-HU-eCD-D55)

Se construyd pAV001-HU-eCD-D55 de la misma manera que en la construccion del plasmido pAV001-HUeCD-D37
excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 18 y 19 como cebadores internos para la
amplificacion de los fragmentos de PCR Ay B, respectivamente.

El pAV001-HU-eCD-D55 es un plasmido que tiene un gen de CD que carece de la secuencia de nucleotidos
(secuencia de nucleotidos que codifica para asparagina en la 112 posicion en SEQ ID NO: 28) desde el 1521 hasta
el 1523 nucledtido en SEQ ID NO: 14 (del 1563° al 1565° nucledtido en SEQ ID NO: 15).

(3) Construccién de plasmido mutante (pAV001-HU-eCD-M450)

Se construyé pAV001-HU-eCD-M450 de la misma manera que en la construccion del plasmido pAV001-HUeCD-D37
excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 20 y 21 como cebadores internos para la
amplificacion de los fragmentos de PCR Ay B, respectivamente, y excepto por las condiciones de la reaccion PCR.

Con respecto a las condiciones de la reaccion PCR, las condiciones de temperatura de reaccion para la
amplificacion del fragmento de PCR A implicaron 30 ciclos que implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos,
55°C durante 5 segundos y 72°C durante 105 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 30 segundos, y las
condiciones de temperatura de reaccion para la amplificacion del fragmento de PCR B implicaron 30 ciclos que
implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 1 minuto, seguido por
incubacién a 72°C durante 30 segundos. Ademas, para el ligamiento de los productos de PCR, se realizd6 una
reaccion a 5 ciclos que implicaban cada uno temperaturas de reaccién de 98°C durante 10 segundos y 72°C durante
105 segundos.

El pAV001-HU-eCD-M450 es un plasmido que tiene un gen de CD en el que se ha sustituido la secuencia de
nucleétidos (secuencia de nucleétidos que codifica para glutamina en la 1422 posicién en SEQ ID NO: 28) desde el
19142 hasta el 1916° nucledtido en SEQ ID NO: 14 (del 1956° al 1958° nucleétido en SEQ ID NO: 15) por una
secuencia de nucleétidos que codifica para histidina.

(4) Construccion de plasmido mutante (pAV001-HU-eCD-M968)

Se construy6 pAV001-HU-eCD-M968 de la misma manera que en la construccion del plasmido pAV001-HUeCD-D37
excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 22 y 23 como cebadores internos para la
amplificacion de los fragmentos de PCR A y B, respectivamente, y se us6 el cebador expuesto en SEQ ID NO: 24
como cebador externo para la amplificacién del fragmento de PCR B, y excepto por las condiciones de la reaccién
PCR.

Con respecto a las condiciones de la reaccion PCR, las condiciones de temperatura de reaccion para la
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amplificacion del fragmento de PCR A implicaron 30 ciclos que implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos,
55°C durante 5 segundos y 72°C durante 130 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 30 segundos, y las
condiciones de temperatura de reaccion para la amplificacion del fragmento de PCR B implicaron 30 ciclos que
implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 45 segundos, seguido por
incubacién a 72°C durante 30 segundos. Ademas, para el ligamiento de los productos de PCR, se realizd6 una
reaccion a 5 ciclos que implicaban cada uno temperaturas de reaccién de 98°C durante 10 segundos y 72°C durante
130 segundos. Para la amplificacion del producto de PCR ligado, se realizd una reaccion a 25 ciclos que implicaba
cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 3 minutos usando los cebadores
expuestos en SEQ ID NO: 1 y 24, seguido por incubacion a 72°C durante 30 segundos para obtener un producto de
PCR ligado (aproximadamente 2,9 kpb). Se digirié el vector pAV001-HU-eCD con Hindlll (Takara Bio Inc.) y Spel
(Takara Bio Inc.), y se usé un fragmento (aproximadamente 4,3 kpb) cortado de un gel de agarosa como vector para
el producto de PCR ligado. Se muestra la secuencia del pAV001-HU-eCD-M968 obtenido en SEQ ID NO: 27.

El pAV001-HU-eCD-M968 es un plasmido que tiene un gen de CD en el que se ha sustituido la secuencia de
nucleétidos (secuencia de nucleétidos que codifica para acido aspartico en la 3152 posicion en SEQ ID NO: 28)
desde el 2433 hasta el 2435° nucleétido en SEQ ID NO: 14 (del 2475° al 2477° nucledtido en SEQ ID NO: 15) por
una secuencia de nucleétidos que codifica para alanina.

(5) Construccioén de plasmido mutante (pAV001-HU-eCD-M1277)

Se construyé pAV001-HU-eCD-M1277 de la misma manera que en la construccién del plasmido pAV001-HUeCD-
M968 excepto porque se usaron los cebadores expuestos en SEQ ID NO: 25 y 26 como cebadores internos para la
amplificacion de los fragmentos de PCR Ay B, respectivamente, y excepto por las condiciones de la reaccion PCR.

Con respecto a las condiciones de la reaccion PCR, las condiciones de temperatura de reaccion para la
amplificacion del fragmento de PCR A implicaron 30 ciclos que implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos,
55°C durante 5 segundos y 72°C durante 150 segundos, seguido por incubacion a 72°C durante 30 segundos, y las
condiciones de temperatura de reaccion para la amplificacion del fragmento de PCR B implicaron 30 ciclos que
implicaban cada uno 98°C durante 10 segundos, 55°C durante 5 segundos y 72°C durante 30 segundos, seguido por
incubacién a 72°C durante 30 segundos. Ademas, para el ligamiento de los productos de PCR, se realizd6 una
reaccion a 5 ciclos que implicaban cada uno temperaturas de reaccién de 98°C durante 10 segundos y 72°C durante
150 segundos.

El pAV001-HU-eCD-M1277 es un plasmido que tiene un gen de CD en el que se ha sustituido la secuencia de
nucledtidos (secuencia de nucleétidos que codifica para &acido glutdmico en la 4182 posicion en SEQ ID NO: 28)
desde el 2742° hasta el 2744° nucleétido en SEQ ID NO: 14 (del 2784° al 2786° nucleétido en SEQ ID NO: 15) por
una secuencia de nucleotidos que codifica para glicina.

(Transformacion de Bifidobacterium longum 105A)

Se transformé Bifidobacterium longum 105A con el plasmido mutante obtenido de la misma manera que en el
ejemplo 1 para obtener sus transformantes.

(Extraccion de proteinas de transformantes de Bifidobacterium longum 105A)

Se obtuvo un extracto de proteina de la Bifidobacterium longum 105A transformada con el plasmido mutante, de la
misma manera que en el ejemplo 1, y se someti6 el extracto de proteina a medicién de la actividad de CD.

(Medicion de la actividad de CD)

Se midié la actividad de CD de la misma manera que en el ejemplo 1 usando el extracto de proteina obtenido. En la
tabla 3 se muestran los resultados de la medicion de la actividad.

[Tabla 3]

Cambio en la actividad de CD provocado por la introduccion de la mutacién en pAV001-HU-eCD

Nombre del transformante Actividad de CD, consumo de 5-FC (%)/50 ug de proteina total
B. longum 105A/pAV001-HU-eCD-M450 4,13
B. longum 105A/pAV001-HU-eCD-M968 65,8
B. longum 105A/pAV001-HU-eCD-M1277 5,30
B. longum 105A/pAV001-HU-eCD (Control) 5,50
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Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD-M968 obtenida mediante transformacién con el mutante pAV001-
HU-eCD-M968 tiene una actividad de CD mejorada en aproximadamente 12 veces con respecto a la de
Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HUeCD (control) obtenida mediante transformacién con pAV001-HU-eCD no
mutado.

Por otro lado, no se confirmé que Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD-M450 y Bifidobacterium longum
105A/pAV001-HU-eCD-M1277 obtenidas mediante transformacion con los mutantes pAV001-HU-eCD-M450 vy
pAV001-HUeCD-M1277, respectivamente, tuviesen una elevacién en la actividad debido a la introduccién de la
mutacion.

Ejemplo 3
[Preparacion de Bifidobacterium longum 105-A resistente a 5-FU/mutante de plasmido pAV001-HU-eCD]
(Adicién de resistencia a 5-FU a Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD-M968)

La Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD-M968 obtenida en el ejemplo 2 se convirti6 en un mutante
resistente a 5-FU segun el método descrito en el ejemplo 1 en el documento de patente 5.

Especificamente, se subcultivé la Bifidobacterium longum 105A/pAV001-HU-eCD-M968 obtenida en el ejemplo 2 en
medio MRS a 37°C durante 2 dias o mas en condiciones anaerobias. Se diluy6 la disoluciéon de cultivo con un
diluyente anaerobio y entonces se sembré en placa sobre medio de agar BL que contenia 5-FU 500 pg/ml, y se
cultivaron las bacterias de manera anaerobia a 37°C durante 2 6 3 dias. Entonces, se seleccionaron las bacterias
que crecieron para preparar Bifidobacterium longum 105A resistente a 5-FU/pAV001-HU-eCD-M968.

(Bifidobacterium longum 105A-R1/pAV001-HU-eCD-M968).
(Transformacion de Bifidobacterium longum 105A resistente a 5-FU con el plasmido pAV001-HU-eCD-M968)

Se transformé Bifidobacterium longum 105A resistente a 5-FU preparada segun el método descrito en el ejemplo 2
en el documento de patente 5 con el plasmido mutante pAV001-HU-eCD-M968 obtenido en el ejemplo 2, de la
misma manera que en el ejemplo 1, y se obtuvieron transformantes de la misma.

Especificamente, se inocul6 Bifidobacterium longum 105A en 5 ml de medio MRS que contenia 5-FU 100 pg/ml y se
cultivé de manera anaerobia a 37°C durante de 1 a 5 dias. Se midi6 la turbidez (DO=600 nm) del mismo para
examinar la presencia o ausencia del crecimiento. Se recuper6 1 ml del medio tras el cultivo en el que se habia
confirmado el crecimiento y se inoculé en 9 ml de medio MRS que contenia la misma concentracién de 5-FU, y se
cultivaron las bacterias durante 24 horas en las mismas condiciones de cultivo. Se repitié este procedimiento de
inoculacion tres veces para preparar de ese modo Bifidobacterium longum 105A resistente a 5-FU. A continuacion,
se inoculd esta Bifidobacterium longum 105A resistente a 5-FU en medio MRS. Se inocul6 la disolucion bacteriana
tras el cultivo en medio MRS que contenia 5-FU 250 pg/ml. Tras 24 horas, se determind la presencia o ausencia del
crecimiento usando la turbidez (DO=600 nm). Se usé la Bifidobacterium longum 105A resistente a 5-FU preparada
usando un medio que contenia 5-FU 100 pg/ml (Bifidobacterium longum 105A-R2) como huésped para la
transformacion. Se transform6 esta Bifidobacterium longum 105A-R2 con el plasmido mutante pAV001-HU-eCD-
M968 obtenido en el ejemplo 2, de la misma manera que en el ejemplo 1, y se prepar6 su transformante
Bifidobacterium longum 105A-R2/pAV001-HU-eCD-M968.

Ejemplo 4
(Extraccion de proteinas de Bifidobacterium longum 105A-R2/pAV001-HU-eCD-M968)

Se obtuvo un extracto de proteina de la Bifidobacterium longum 105A-R2/pAV001-HU-eCD-M968 asi obtenida, de la
misma manera que en el ejemplo 1, y se someti6 el extracto de proteina a medicién de la actividad de CD.

(Medicion de la actividad de CD)

Como resultado de la medicion de la actividad de CD de la misma manera que en el ejemplo 1 usando el extracto de
proteina obtenido, la Bifidobacterium longum 105A-R2/pAV001-HU-eCD-M968 también presentaba una actividad de
CD equivalente a la de la Bifidobacterium longum 105A transformada del ejemplo 2, como se muestra en la tabla 4.

[Tabla 4]

Actividad de CD, consumo de 5-FC (%)/50 pg de

Nombre del transformante )
proteina total
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Bifidobacterium longum 105A/ pAV001-HU-eCD-M968 65,8

Bifidobacterium longum 105A-R2/ pAV001-HU-eCD-M968 (62,4

Ejemplo 5
(Medicion de la estabilidad de retencion del plasmido)

Con respecto a la Bifidobacterium longum 105A-R2/pAV001-HU-eCD-M968 (cepa R2) y la Bifidobacterium longum
105A-RI/pAV001-HU-eCD-M968 (cepa R1) obtenidas en el ejemplo 3, se midié la estabilidad de retencién del
plasmido mediante el método descrito a continuacion. Como resultado, la cepa R2 presentaba una estabilidad de
retencion del plasmido mucho mas favorable que la de la cepa R1, tal como se muestra en la figura 4.

(Prueba de medicion de la estabilidad de retencion del plasmido)

Se realiz6 la medicién de la estabilidad de retencién del plasmido mediante el siguiente método de prueba: se
cultivaron por separado las cepas R2 y R1 en un medio liquido complementado con un antibidtico (espectinomicina)
como marcador selectivo para los plasmidos introducidos, para activar suficientemente las cepas R2 y R1 de
Bifidobacterium longum transformadas. Se designé esta disolucion bacteriana como disolucién bacteriana de dia de
subcultivo 0. A continuacién, se recuperd una alicuota de la disolucién bacteriana de dia 0 y se inocul6 en un medio
liquido libre de espectinomicina, seguido por cultivo. Se designé esta disolucion bacteriana como disolucion
bacteriana de dia de subcultivo 1. De manera similar, se recuperé una alicuota de la disolucién bacteriana de dia 1 y
se inocul6 en un medio liquido libre de espectinomicina, seguido por cultivo para preparar una disolucién bacteriana
de dia de subcultivo 2. Se realizé de manera continua el subcultivo del mismo modo hasta el dia 5 para preparar
disoluciones bacterianas hasta de dia 3 a dia 5. Se sembraron en placa por separado las disoluciones bacterianas
de dia 0, dia 1, dia 3 y dia 5 sobre un medio de placa libre de antibiéticos (medio de agar BL) para formar colonias.
Se seleccionaron aleatoriamente 100 colonias que crecieron para cada cultivo y se inocularon en medios de agar BL
tanto que contenia espectinomicina como libre de espectinomicina mediante un método de réplica usando un palillo
esterilizado o similar. Se midieron las tasas de retencién del plasmido en el dia 0, dia 1, dia 3 y dia 5 a partir de la
férmula numérica descrita a continuacién. Se muestran los resultados en la figura 4.

Se calcularon las tasas de retencion del plasmido a partir de la siguiente formula:
El mimero de colonias en medio de agar BL que contiene

espectinomicina
El nimero de colonias en medio de agar BL

x 100

Tasa de retencion del plasmido (%) =

Aplicabilidad industrial

Segun la presente invencién, puede construirse eficazmente un portador de suministro génico que consiste en un
microorganismo anaerobio que puede crecer en un tejido tumoral en un entorno anaerobio y que puede expresar
una proteina que tiene una actividad antitumoral o una proteina que tiene la actividad de convertir un precursor de
sustancia antitumoral en una sustancia antitumoral, que es Util como agente terapéutico para tumor sélido y tiene la
actividad y eficacia de expresion favorables de una proteina expresada por un gen introducido mediante
transformacion.

Lista de secuencias

<110> Anaeropharma Science Inc.

<120> Método de construccion de un soporte de transporte génico

<130> P0O35501EPA

<150> Documento JP 2006-144720
<151> 24-05-2006

<160> 43

<170> PatentIn versién 3.1
<210>1

<211>23

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 1
tcacacagga aacagctatg acc 23

<210>2

<211>55

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 2

ggcgttaata attgtttgta aagcgttatt cgatgccata aagcatcectt ctigg 55

<210> 3

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3
gaacacatcc tggaaggcgt taactcaac 29

<210>4

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 4
tcgaataacg ctttacaaac aattattaac gcceggttac cag

<210>5

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>5

43

ggcgttaata attgttigta aagcgttatt cgagtatgec ataaagcatc ctcttgg

<210> 6

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 6

ggcgttaata attgtttgta aagcgttatt cgagttgtat gccataaagce atcc 54

<210>7

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400>7
caactcgaat aacgctttac aaacaattat taacgcccgg ttaccag 47

<210>8

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 8
gggcgttaat aattgtttgt aaagcegttat tcgacataaa geatccttct tgggtcag 58

<210>9

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400>9
gctttatgtc gaataacgct ttacaaacaa ttattaacgc ccggttacca g 51

<210> 10

<211>58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 10
gggcgttaat aattgtttgt aaagegttat tcgacacaaa geatcettct tgggtcag 58

<210> 11

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 11
gctttgtgtc gaataacgct ttacaaacaa ttattaacge ccggttacca g 51

<210> 12

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido

<400> 12
cgaagatcgc ccagaagtcc aacctgt 27

<210> 13

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

22



10

15

<220>

<223> oligonucleétido

<400> 13

cgacaggttg gacttctggg cgatctt

<210> 14
<211> 7148
<212> ADN

27

<213> Bifidobacterium longum

<400> 14
agcgcecaat

acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg
gggagacacg
cacacgcgca
caccataatc
ttggegttceg

actgaagccc

acgcaaaccg
tccegactgg
ggcaccccag
ataacaattt
acgttgacca
ttgggcacgt
gatgaggaga
atgatcacca

gaggagatca

ccteteececg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
cgttggeecce
gggacaagca
ccgecgaate
tgctgetggt

tcacegeget

ES 2525174713

cgegttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttce
acagctatga
gttcattcag
gctgctcaag
cgccgagecg
catecgtggece

gaccaacgcce

gattcattaa
cgcaattéat
ggctegtatg
ccatgattac
aaagtcgegg
gaactgcgag
gtgacgctgg
gtggtcgtgg

aacccgttga

23

tgcagetgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagettg
teeccctecee
accacatcaa
ccegettete

tecttecaccea

tggcggtggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540



gacgctegeg
ggcgeggcac
caccgtatcc
atccggetat
cgecgtgtac
cggcgeaate
cattgcgatg
caagacgtat
ctgectagge
agcgttegge
attgggttec
cgegttegtg
cgtggtgtte
gcataatctt
ccttataaaa
taagcaaaag
acgctttaca
atctgcagga
aaaacagcct
acctggacac
aaggcattga
gcgcatggeca
tcgatgttte
tcegegeegtg
ccaacggtga
ttecegeattt
tggegcaaaa
cgegetttgt
ccgecageca
gettgetgaa
aaggacgttt
agtcecggeat

gaacggcgaa

tteggtgtcet
aagegtgaca
atgccageeg
cgcaacacce
ttectecatge
ccgacaaaca
atgattececge
atcaaccagce
gcegetgttee
tattcatcga
gcagtgccca
geggteggag
tactggetge
gtctgattcg
cgegggtttt
tgcttgtece
aacaattatt
cggaaaaatc
ggatgccgaa
cacgcaaacc
acgctgggece
aacgctgaaa
ggatgcaacg
gattgatctg
agcgttgetg
tgaatttace
atacgaccegt
cgaaacegtt
caccacggca
aatgtcecggt
cgatacgtat
taacgtctge

tatgetgcaa

geggetggat
atatgggcgt
gegtgggecc
aggecgaccge
tggtcatcat
cgttggttat
cgttgegeca
tgetggacgt
agaacgcgac
atccgattga
ctccaggegg
tgcegecaggg
gcattceget
tectattttea
cgcagaaaca
ctgacccaag
aacgecceggt
agcgcecattg
caaggtttag
gccggacaac
gagcgcaaag
tggcagattg
ctaactgege
caaatcgteg
gaagaggcgt
cgtgaatacg
ctcatcgacg
getgeectgg
atgcactcct
attaactttg
ccaaaacgtc
tttggtcacg

gtgctgeata

ES 2525174713

cggetegteg
cttcatgage
ctegttegte
aattatgage
cggectgtte
cgtgetggge
ctgggtgacce
gettteccag
cactgggcte
aacgacgttc
tctgggeggt
cgtggegett
gggcgcggeg
taccecctte
tgcgectagta
aaggatgcett
taccaggcga
atgcgcaatc
ttatacecgee
cgaactggaa
cgttattaac
ccaacggcat
tgaaagcaat
cettecetea
tacgettagg
gegtggagtc
ttcactgtga
cgcaccatga
ataacggggc
tegeccaacce
gcggcatcac
atgatgtett

tggggctgeca

atttcegeteg
caggtggcag
aacctgeagt
gecgegeteg
accggccgea
gttgtggtcg
cgtcegtetta
ccccgacage
getttetggg
gtcttectge
gtggaagcgg
tecgecactt
gccatgaagt
ggggaaatag
tcattgatga
tatggcatac
agaggggctg
cggegtgatg
gtttgtggag
tcagtceggce
ccatgacgat
tcagecatgtg
gctggaagtg
ggaagggatt
ggcagatgta
getgcataaa
téagatcgat
aggcatggge
gtatacctca
gctggtcaat
gcgegttaaa
cgatcegtgg

tgtttgecag

24

gttcectgat
geggcettege
tectgegeaa
tggtgtatta
acatgttcte
tggtgctgte
tgecgetgge
tcacagtcag
cggccctgea
tggcectatge
cgctgacatt
tgctgcaccg
ggettgacaa
atgtgaaaac
caacatggac
aactcgaata
tggcagatte
cccataactg
ccacatattc
acgetgtttg
gtgaaacaac
cgtacccatg
aagcaggaag
ttgtegtate
gtgggggega
accttegece
gacgagcagt
gcegegagtea
cgectgttee
attcﬁtctgc
gagatgctgg

tatcegetgg

ttgatggget

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



acgggcagat
tgcaggatta
atgggtttga
tgattgcecag
attacaaacg
aaggcctgaa
gccgecaaccecce
ccgetggete
tecgagecatta
ctgtgacgtg
aggcccaget
aggcccgeac
agggaggcga
tggagtcect
ccacegtege
tecaggacct
gcgacccatg
accccgaacqg
gcegetgtgeg
agecttacte
ccaaaagggg
atacaccttt
gtgaagttca
acgtgetcat
cgttcg;gga
ccgacaagat
cgggcaagat
ctctegeggt
tcacgegett
accgcagggce
gccgactget

ttetteagee

taacgatgge
cggeattgec
tgegetgege
cacacaaccyg
ttgagttaac
gctcacegge
gcgcactgge
cctgetgaag
ctgacgacaa
ttgtecaace
caaggcccge
caagcgectg
cgagagggce
gtgctccace
caaggctcetg
cgtctacgag
ggccaacgac
caggactccc
ccctttttaa
tcccaacggg
agcgaaccta
tgttatttaa
gcaccagtte
ggegategee
gectgegegge
cgtgcagacg
catccagtte
tggggtcaac
cgagctggece
caagcagtac
tggegtteca

aattecaggag

ctgaatttaa
gcceggaaaca
cgtcaggttce
gcacaaacca
gecttcecagg
ctgttcteeg
gagcagattg
aaggccgtca
agaccccgac
gtattattce

gagaacgacc

atcgaggteg

aaggagcaca
gacgtgatgg
gaacacaacg
gcgetgageg
gaggcggacyg
cagacgccct
atcttttata
tttcagccga
caccaaaagqg
ggtgcéagtt
aacaacgteg
tcaagggtga
ctcatgecgat
aacgcgcegec
gegetgttea
gaggagttcg
gagttcgceg
cgcagcteccg
cegteggeaa

gagtgtggge

ES 2525174713

tcacccacca
gcgcecaacet
cggtacgtta
cecgtatatct
atgtgttcgt
ctgagcgegt
acattccgge
ccgagtgacc
cgagatggtc
ggactagtecg
tegtggegeg
gcgegatgge
tegeecgect
ccaactacac
tcaggaccag
aggaatggcg
gataccagcc
ccgatggect
aatecttttta
aacctacacc
ggagcgaacc
gtgctatget
cgectgaagaa
gggagaaggg
tgaggaagaa
tgctggeget
cgaagttcegt
cgttcectget
acctcaagag
gaatctggaa
taacccagac

ctectecttgg

cagcgcéagg
gattatcctg
tteggtacgt
ggagcagcca
cgaggctatg
caagcgcccyg
ttecctacgge
ttetgctegt
ggggtctttt
gecegtacggyg
gegeagggaa
cgagtecggec
cgtgecagete
gageegcegag
cgatggeatg
caaaagggac
gcccteatac
gatctgacgt
cattctttta
aaaaggggag
tacaccaaaa
gaggeccatgt
gttcgacgee
cacggccacyg
cctgaccaac
gaactacatg
caccgacceg
caacgacctg
caagtacgcc

gatcggcege

‘acgatatetg

cctgaagate

25

acgttgaatt
ceggcetgaaa
ggcggcaagg
gaagccatcg
aagtccggeg
gctcgecacceg
gttcegtatct
agcgattact
tgttgtggtg
ccegatagge
cgcgaacgea
gcegggetteg
ggctcecetgg
gacctecaggg
aactggaacc
ggcgﬁgatca
gagccggtca
ccgaaaaaag
gcccecteccge
cgaacctaca
ggggagctat
ccatgagate
gtgcacectgg
gtggagttet
aagcagetgg
ttcgaggatt
caggaggcga
accagccagt
aaggagttct
gacgagttct
aatcagaagg

gagegecagt

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440



acgtgaaacg
tcgacgecag
gegttgeegg
gggctecactt
gcaaccgega
tctggggegg
tgegetgect
acgggceget
getegggecyg
gecagtgegag
cgttegtgaa
atttttaaaa
tcatatataa
agccaatgaa
aaataggtac
aaagtgaaaa
ggatcaggag
tctgaaccat
aaaaaaatag
gaaatggtac
gagctttatg
ctttaccaag
ctacctgata
atagataatt
actatggaca
tctccattag
attgaatgga
aaattataaa
tttaatgggg
aggtgccteca
gattgattta
tetcatgace

aaagatcaaa

caggctgteg
gccegtggag
gtacggcgag
cgacggcace
acatcatgceg
ttgegeetge
gatctecetg
ctecccecagg
gttetetece
ggccttecace
tacatgttat
caatgaatag
tctagaataa
atctataaat
taatcaaaat
aaatactteg
ttgagagtgg
tgacagatca
gagataaaag
cgtggaatca
aacaaggata
caaaacgaaa
ttccatttte
atcaggatga
cgggtaaaat
aacataggga
ctaatgaaaa
aaaattgaaa
acccegagte
ctgattaage
aaacttcatt
aaaatccctt

ggatcttcett

ggcttegtgt
gcgaggaaga
gtgttcacga
gtggaggceg
cggaacgceg
catgggtcga
agcaggtcegg
tecteggget
tgtgecegggt
tgttcgggge
aataactata
gtttacactt
aattaactaa
aaactaaatt
agtgaggagg
gagacattta
accaaaacca
aagtaaagaa
caacttacga
tccteccaaa
cattectcag
aaataﬁaaga
tgatgtgaga
tgaaaccaac
cataccaaaa
gagaattttg
tgtaaattta
aaatggtgga
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt

gagatccttt

ES 2525174713

tcacattege
cggacggcga
ccacggegtt
gggaatgccg
gaaggetgtt
tctgeegetyg
ccttggtect
cgctecaggte
tcteegectg
ttagtacttg
actaataacg
actttagttt
aataattatt
aagtttattt
atatatttga
aaaaataacce
éatagtgatc
atacttatac
tatatcgaat
caagaattta
aaggaattaa
atatacggaa
agagccatta
tctatattaa
gatattgegg
ttagcagtte
actataaact
aacacttttt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttegttecac

ttttetgege

ccgecgagace
cggcaaggge
gttegacgtg
tttectgegeg
ctageggecg
tteggectcea
gggggegett
caacggctcg
tgegegttgt
catgcctgea
taacgtgact
tatggaaatg
atctagataa
aattaacaac
atacatacga
ttattggtac
ttgacttttt
aaaaaattag
taacgattat
tttatggaga
attcagattt
attatgactt
tggattegte
ctttatgecg
gaaatgcagt
gtagttatct
atttaaataa
tcaatttttt
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag

gtaatctgcet

26

cctecggtga
cattggacga
acggcecgece
tttgacgege
tgteccgegee
cgetggtetg
cgetectega
tecaccggacy
teggecatge
ggtcgatttt
ggcaagagat
aaagatcata
aaaatttaga
tatggatata
acaaattaat
ttacatgttt
agtcgtegta
acctatttca
tattcagcaa
atggttacaa
aaccataatg
agaggaatta
agaggaatta
tatgatttta
ggctgaatct
tggagagaat
cagattaaaa
tgttttatta
tegetgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga

gettgeaaac

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



10

aaaaaaacca
tcegaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagcttggag
cgecacgett
aggagagcge
gtttegecac
atggaaaaac
tcacatgtte
gtgagctgat
agcggaag

<210> 15
<211> 7190
<212> ADN

ccgctaccag
actggecttca
caccacttca
gtggctgctg
ccggataagg

cgaacgacct

‘cccgaaggga

acgagggage
ctectgacttg
gccagcaacg
tttectgegt

accgctegee

cggtggtttg
gcagagcgcea
agaactctgt
ccagtggcga
cgcagcggte
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggecttttt
Eatcccctga

gcagccgaac

<213> Bifidobacterium longum

<400> 15

agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegg
gggagacacg
cacacgecgea
caccataatc
ttggcgttcg
actgaagccce
gacgetegeg
ggcgeggeac
caccgtatce
atccggctat
cgecgtgtac
cggcegecaatc

cattgcgatg

acgcaaaccg
tcecegactgg
ggcaccecag
ataacaattt
acgttgacca
ttgggcacgt
gatgaggaga
atgatcacca
gaggagatca
tteggtgtcet
aagcgtgaca
atgccagecg

cgcaacacce

ttctecatge

ccgacaaaca

atgattcege

cctetececg
aaagcgggca
gctttacact
cacacaggaa
cgttggceccee
gggacaagca
cegecgaate
tgctgetggt
tcaccgegcet
geggctggat
atatgggegt
gegtgggece
aggcgaccge
tggtcatcat
cgttggttat

cgttgegeca

ES 2525174713

tttgecggat
gataccaaat
agcaccgect
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatcecg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttectg
ttctgtggat

gaccgagege

cgegttggece
gtgagcgcaa
ttatgcttcc
acagctatga
gttcattcag
gctgctcaag
cgccgagecg
catcétggcc
gaccaacgcc
cggctegteg
cttcatgage
ctegttegte
aattatgagce
cggectgtte
cgtgctggge

ctgggtgacc

caagagctac
actgtcectte
acataccteg
cttaccgggt
gggggttegt
cagegtgage
gtaagcggeca
tatctttata
tcegtcagggg
gcettttget
aaccgtatta

agcgagtcag

gattcattaa
cgcaattaat
ggctegtatg
ccatgattac
aaagtcgegg
gaactgcgag
gtgacgctgg
gtggtcgtgg
aacccgttga
atttcgeteg
caggtggcag
aacctgcagt
gececgegeteg
accggccgea
gttgtggtcg

cgtegtetta

27

caactctttt
tagtgtagcc
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagcc
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtcegg
ggeggagect
ggcecttttge

ccgectttga

tgagcgagga

tgcagectgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagettg
tecececteccee
accacatcaa
ccegettete
tecttcacceca
tggcggtggt
gttececectgat
gcggettege
tectgegeaa
tggtgtatta
acatgttcte
tggtgetgte

tgecegetgge

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7148

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

780

840

900

960



caagacgtat
ctgecctagge
agegttegge
attgggttecce
cgegttegtg
cgtggtgtte
gcataatctt
ccttataaaa
taagcaaaag
acctegttte
ttaacgcccg
tcagcegecat
aacaaggttt
ccgecggaca
ccgagcegcaa
aatggcagat
cgctaactge
tgcaaategt
tggaagaggce
cccgtgaata
gtctcatcga
ttgetgecct
caatgcactc
gtattaactt
atccaaaacg
getttggtea
aagtgctgea
gcctgaaﬁtt
ccgecggaaa
gccgtcaggt
cggcacaaac

acgcctteeca

atcaaccagce
gegetgttece
tattcatcga
gcagtgecca
gcggtcggag
tactggctge
gtctgatteg
cgegggtttt
tgcttgtece
gaagatcgee
gttaccaggce
tgatgcgcaa
agttataceg
accgaactgg
agcgttatta
tgccaacgge
gctgaaagca
cgcettecet
gttacgetta
cggegtggag
cgttcactgt
ggegcaccat
ctataacggg
tgtcgccaac
tegeggeate
cgatgatgte
tatggggcetg
aatcacccac
cagcgccaac
teeggtacgt
caccgtatat

ggatgtgtte

tgctggacgt
agaacgcgac
atcegattga
cteccaggegy
tgccgcaggg
gecattceget
tctattttca
cgcagaaaca
ctgacccaag
cagaagtcca
gaagaggggce
tccggegtga
cegtttgtgg
aatcagtccg
acccatgacg
attcagcatg
atgctggaag
caggaaggga
ggggcagatg

tegetgeata
gatgagatcg
gaaggcatgg
gegtatacet
ccgetggtea
acgegegtta
ttecgatcegt
catgtttgec
cacagcgcaa
ctgattatece
tattcggtac
ctggagcagce

gtcgaggceta

ES 2525174713

gettteecag
cactgggctc
aacgacgtte
tctgggeggt
cgtggegett
gggegeggeg
tacccectte
tgcgctagta
aaggatgett
acctgtcgaa
tgtggcagat
tgcccataac
agccacatat
gcacgctgtt
atgtgaaaca
tgcgtaccca
tgaagcagga
ttttgtegta
tagtggggge
aaaccttcge
atgacgagca
gegcegegagt
cacgectgtt
atattcatct
aagagatget
ggtatccget
agttgatggg
ggacgttgaa
tgecggetga
gtggcggeaa
qagaagccat

tgaagtcegg

cccegacage
gctttcetggg
gtctteetge
gtggaagcgg
teecgecactt
gecatgaagt
ggggaaatag
tcattgatga
tatggcatac
taacgcttta
tcatctgecag
tgaaaacagc
tecacctggac
tgaaggcatt
acgcgcatgg
tgtegatgtt
agtcgcgecg
tceccaacggt
gattcecgeat
cctggcgcaa
gtegegettt
caccgccage
ccgettgetyg
gcaaggacgt
ggagtccgge
gggaacggeg
ctacgggcag
tttgecaggat
aaatgggttt
ggtgattgcc
cgattacaaa

cgaaggectyg

28

tcacagtcag
cggccctgea
tggectatge
cgetgacatt
tgctgecaceg
ggcttgacaa
atgtgaaaac
caacatggac
aacaagtctg
caaacaatta
gacggaaaaa
ctggatgceg
accacgcaaa
gaacgctggg
caaacgcetga
teggatgcaa
tggattgatc
gaagcgttge
tttgaattta
aaatacgacc
gtcgaaaccg

cacaccacgg

aaaatgtceg

ttcgatacgt
attaacgtct
aatatgectge
attaacgatg
tacggcattg
gatgcgetge
agcacacaac
cgttgagtta

aagcteacceg

1020

1080

1140

1200

1260

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



gectgttcte
gecgageagat
agaaggecgt
aaagaccceqg
cegtattatt
gcgagaacga
tgatcgaggt
ccaaggagca
ccgacgtgat
tggaacacaa
aggcgetgag
acgaggcgga
ccecagacgee
aaatctttta
ggtttecagee
tacaccaaaa
aaggtgcaag
tcaacaacgt
cctcaagggt
gccteatgeg
cgaacgegeg
tecgegetgtt
acgaggagtt
ccgagttege
accgcagcete
caccgtcgge
aggagtgtgg
cgggcttegt
aggcgaggaa
aggtgttcac
ccgtggagge
cgcggaacge

gcececatgggte

cgetgagege
tgacattccg
caccgagtga
accgagatgg
ceggactagt
cectegtggeg
cggegegatyg
catcgcecege
ggccaactac
cgtcaggacce
cgaggaatgg
cggataccag
ctecegatgge
taaatctttt
gaaacctaca
ggggagcgaa
ttgtgctatg
cgcegetgaag
gagggagaag
attgaggaag
cctgetggeg
cacgaagttc
cgcegttectg
cgacctcaag
cggaatctgg
aataacccag
gcctetectt
gttcacattc
gacggacggc
gaccacggcg
cggggaatge
cggaaggctg

gatctgecge

gtcaagegece
gcttectacyg
ccttetgete
tcggggtett
cggecgtacg
cggcgcaggyg
gcegagtegyg
ctegtgeage
acgagecgeg
agcgatggca
cgcaaaaggg
cegeccteat
ctgatctgac
tacattettt
ccaaaagggg
cctacaccaa
ctgaggccat
aagttcgacqg
ggcacggcca
aacctgacca
ctgaactaca
gtcaccgace
ctcaacgace
agcaagtacg
aagatcggec
acacgatatc
ggcctgaaga
gcccgegaga
gacggcaagg
ttgttcgacg
cgtttetgeg
ttctagegge

tgttcggect

ES 2525174713

cggctegeac
gegttegtat
gtagcgatta
tttgttgtgg
ggcccgatag
aacgcgaacg
ccgegggett
teggeteect
aggacctcag
tgaactggaa
acggcgagat
acgagceggt
gtccgaaaaa
tagcecectee
agcgaaccta
aaggggagct
gtccatgaga
ccgtgecacct
cggtggagtt
acaagcagct
tgttecgagga
cgcaggagge
tgaccagecca
ccaaggagtt
gcgacgagtt
tgaatcagaa
tecgagecgeca
cecectecggt
geccattggac
tgacggecge
cgtttgacge
egtgteegeg

cacgctggte

cggccgcaac
ctecgetgge
cttcgagcat
tgctgtgacg
gcaggcecag
caaggecege
cgagggaggce
ggtggagtce
ggccacegte
ccteccaggac
cagcgaccca
caaccccgaa
aggegetgtg
gcagecttac
caccaaaagg
atatacacct
tegtgaagtt
ggacgtgcte
ctcgttcecgag
ggccgacaag
ttcgggcaag
gactctcegeg
gttcacgege
ctaccgecagyg
ctgccgactg
ggttcttcag
gtacgtgaaa
gatcgacgee
gagegttgee
ccgggcetcac
gcgcaacege
cctetgggge

tgtgegetge

29

ccgegecactg
teccctgetga
tactgacgac
tgttgtccaa
ctecaaggece
accaagcgec
gacgagaggg
ctgtgctecca
gccaaggete
ctegtctacyg
tgggccaacyg
cgcaggacte
cgececttttt
tcteccaacg
ggagcgaacc
tttgttattt
cagcaccagt
atggcgatcg
gagctgegeyg
atcgtgcaga
atcatccagt
gttggggtca
ttecgagetgg
gccaagcagt
cttggegttce
ccaattcagg
cgcaggctgt
aggcccgtgg
gggtacggcg
ttecgacggceca
gaacatcatg
ggttgegect

ctgatctcce

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



tgagcaggtce
ggtecteggg
cetgtgeegg
cctgtteggg
ataataacta
aggtttacac
aaaattaact
ataaactaaa
atagtgagga
cggagacatt
ggaccaaaac
caaagtaaag
agcaacttac
catcctceca
tacattecte
aaaaataaaa
tctgatgtga
gatgaaacca
atcataccaa
gagagaattt
aatgtaaatt
aaaaatggtg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt
ttaacgtgag
ttgagatcct
ageggtggtt
cagcagagcg
caagéactct
tgccagtgge

ggcgecagegg

ggccttggte
ctcgcetcagg
gttcteecgee
gecttagtact
taactaataa
ttactttagt
aaaataatta
ttaagtttat
ggatatattt
taaaaaataa
caaatagtga
aaatacttat
gatatatcga
aacaagaatt
agaaggaatt
gaatatacgg
gaagagccat
actctatatt
aagatattge
tgttagcagt
taactataaa
gaaacacttt
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
ttttegttee
ttttttetge
tgtttgecegyg
cagataccaa
gtagcaccge
gataagtecgt

tcgggectgaa

ctgggggege
tccaacgget
tgtgegegtt
tgcatgectg
cgtaacgtga
tttatggaaa
ttatctagat
ttaattaaca
gaatacatac
ccttattggt
tcttgacttt
acaaaaaatt
attaacgatt
tatttatgga
aaattcagat
aaattatgac
tatggattcg
aactttatge
gggaaatgca
tcgtagttat
ctatttaaat
tttcaatttt
gaaatagaca
aagtttactce
aggtgaagat
actgagegte
gegtaatetg
atcaagaget
atactgtcct
ctacatacct
gtettacegg

cggggggttce

ES 2525174713

ttegetecte
cgtcacecgga
gtteggecat
caggtcgatt
ctggcaagag
tgaaagatca
aaaaaattta
actatggata
gaacaaatta
acttacatgt
ttagtecgteg
agacctattt
attattcage
gaatggttac
ttaaccataa
ttagaggaat
tcagaggaat
cgtatgattt
gtggctgaat
cttggagaga
aacagattaa
tttgttttat
gatcgctgag
atatatactt
cetttttgat
agacccegta
ctgettgecaa
accaactett
tctagtgtag
cgctctgeta
gttggacteca

gtgcacacag

gaacgggccg
éggctcgggc
gegeagtgeg
ttegttegtg
atatttttaa
tatecatatat
gaagccaatg
taaaataggt
ataaagtgaa
ttggatcagg
tatctgaacce
caaaaaaaat
aagaaatggt
aagagcttta
tgctttacea
tactacctga
taatagataa
taactatgga
ctteteocatt
atattgaatg
aaaaattata
tatttaatgg
ataggtgcct
tagattgatt
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
ttteegaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt

cccagettgg

30

cteteeccca
cggttectete
agggccttca
aatacatgtt
aacaatgaat
aatctagaat
aaatctataa
actaatcaaa
aaaaatactt
agttgagagt
attgacagat
aggagataaa
accgtggaat
tgaacaagga
agcaaaacga
tattccattt
ttatcaggat
cacgggtaaa
agaacatagg
gactaatgaa
aaaaaattga
ggaccecgag
cactgattaa

taaaacttca

ccaaaatcce

aaggatcttce
caccgetace
taactggett
gecaccactt
cagtggctge
taccggataa

agcgaacgac

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtecga
cgcggccttﬁ
gttatccecct
ccgcagecga
<210> 16

<211> 40
<212> ADN

ctgagatace
gacaggtatc
ggaaacgcect
tttttgtgat
ttacggttce

gattctgtgg

acgaccgage

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 16

ccgggcgtta ataattgttt gtaagttatt cgaaacgagg

<210> 17
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 17

cctcgtitcg aataacttac aaacaattat taacgccegg

<210> 18
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 18

tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctegteagg
tggccttttg
ataaccgtat

gecagcgagte

ES 2525174713

gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgte
ggggcggage
ctggcetttt
taccgeettt

agtgagcgag

40

40

ctggtaaccg ggcaataatt gtttgtaaag cgttattcga aacgag

<210> 19
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 19

cgctitacaa acaattattg cccggttacc aggcgaagag

<210> 20
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador

<400> 20

40

agegecacge
acaggagagc
gggtttegee
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg

gaagcggaag

46

31

ttecccgaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tetttectge

ataccgctég

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7190
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2525174713

ccacggcgcg acttcatgct tcacttccag cattge 36

<210> 21

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 21

ctggaagtga agcatgaagt cgcgeegtgg attgatctge 40

<210> 22

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 22

cacggatcga agacagcatc gtgaccaaag cagacg 36

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 23

gctttggtca cgatgetgtc ttcgatcegt ggtate

<210> 24

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 24
gactagtccg gaataatacg gttggac

<210> 25

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 25
ggcttctgge tgccecagat atacggtgg

<210> 26

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 26

36

27

29

32



10

ccaccgtata tctggggcag ccagaagcec

<210> 27
<211> 7163
<212> ADN

<213> Bifidobacterium longum

<400> 27
agcgcccaat

acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcgg
gggagacacg
cacacgcgca
caccataatc
ttggegtteg
actgaagcce
gacgctegeg
ggcgeggeac
caccgtatce
atccggetat
cgccgtgtac
cggcgcaate
cattgcgatg
caagacgtat
ctgectagge
agcgttegge
attgggttce

cgegttegtg

acgcaaaccg
tcccgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
acgttgacca
ttgggcacgt
gatgaggaga
atgatcacca
gaggagatca
ttcggtgtcet
aagcgtgaca
atgccageeg
cgcaacacce
ttetececatge
ccgacaaaca
atgattcecge
atcaaccage
gegetgttee
tattcatcga
gcagtgeccca

gcggteggag

ccteteceeg
aaagcgggea
getttacact
cacacaggaa
cgttggecce
gggacaagca
ccgecgaate
tgctgetggt
tcaccgeget
geggetggat
atatgggegt
gegtgggece
aggcgaccgce
tggtcatcat
cgttggttat
cgttgegeca
tgctggacgt
agaacgcgac
atccgattga
ctccaggegg

tgccgcagQg

ES 2525174713

29

cgegttggee
gtgagecgecaa
ttatgettce
acagctatga
gttcattcag
gctgctcecaag
cgccgagecg
catcgtggece
gaccaacgcc
cggctegteg
c£tcatgagc
ctegttegte
aattatgagce
cggectgtte
cgtgetggge
ctgggtgace
gcttteccag
cactgggcte
aacgacgttc
tctgggeggt

cgtggegett

gattcattaa
cgcaattaat
ggctegtatg
ccatgattac
aaagtcgcgg
gaactgcgag
gtgacgctgg
gtggtcgtgg
aacccgttga
atttcgeteg
caggtggcag
aacctgecagt
gccgegeteg
accggccgea
gttgtggtcg
cgtegtetta
ccccgacage
gcectttetggg
gtctteetge
gtggaagcgg

tcecegecactt

33

tgcagctgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagcettg
tcecectecee
accacatcaa
ccegettete
tcttcaccca
tggcggtggt
gttcectgat
gcggcettege
tcctgegeaa
tggtgtatta
acatgttcte
tggtgctgte
tgececgetgge
tcacagtcag
cggeectgea
tggcctatge
cgectgacatt

tgctgcaceg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cgtggtgttc
gcataatctt
ccttataaaa
taagcaaaag
acctegttte
ggctgtggea
tgatgcecat
tggagccaca
ceggcacget
acgatgtgaa
atgtgegtac
aagtgaagea
ggattttgte
atgtagtggg
ataaaacctt
tcgatgacga
tgggegegeg
ccteacgect
tcaatattca
ttaaagagat
cgtggtatee
gccagttgat
caaggacgtt
tectgecgge
tacgtggcgg
agccagaagce
ctatgaagtce
gecceggeteg
acggcgttcg
ctegtagega
ctttttgttg
acgggcccga

gggaacgcga

tactggetge
gtectgatteg
cgegggtttt
tgettgtece
gaataacgcet
gattcatctg
aactgaaaac
tattcacctg
gtttgaagge
acaacgcgcea
ccatgtcgat
ggaagtcgeg
gtatceccaac
ggegatteecg
cgecctggeg
gcagtcgege
agtcacegec
gttecgettyg
tctgecaagga
gctggagtece
gctgggaacyg
gggctacggg
gaatttgcag
tgaaaatggg
caaggtgatt
categattac
cggegaagge
caccggecge
tatcteeget
ttacttcgag
tggtgetgtg
taggcaggec

acgcaaggece

gcattceget
tectatttteca
cgcagaaaca
ctgaceccaag
ttacaaacaa
caggacggaa
agcctggatg
gacaccacgc
attgaacget
tggcaaacge
gttteggatg
cecgtggattg
ggtgaagecgt
cattttgaat
caaaaatacg
tttgtcgaaa
agccacacca
ctgaaaatgt
cgtttegata
ggcattaacg
gcgaatatge
cagattaacg
gattacggca
tttgatgege
gccageacac
aaacgttgag
ctgaagctea
aaccegegea
ggcteectge
cattactgac
acgtgttgte
cagctcaagg

cgcaccaagc

ES 2525174713

gggegeggeg
taceccette
tgcgectagta
aaggatgcett
ttattaacge
aaatcagege
ccgaacaagg
aaaccgeegg
gggcecgageg
tgaaatggea
caacgctaac
atctgcaaat
tgctggaaga
ttaccegtga
accgteteat
cegttgetge
cggcaatgca
ceggtattaa
cgtatccaaa
tetgetttgg
tgcaagtget
atggcctgaa
ttgcegecgg
tgcgecgtca
aaccggcaca
ttaacgcctt
ceggectgtt
ctggegagea
tgaagaaggc
gacaaagacc
caaccgtatt
ccegegagaa

gcctgatega

gccatgaagt
ggggaaatag
tcattgatga
tatggcatac
ceggttacca
cattgatgeg
tttagttata
acaaccgaac
caaagegtta
gattgecaac
tgcgetgaaa
cgtegectte
ggegttacge
atacggegtg
cgacgttcac
cctggegeac
ctectataac
ctttgtegee
acgtegegge
tcacgatget
gcatatgggg
tttaatcacc
aaacagcgec
ggttceggta
aaccaccgta
ccaggatgtyg
cteegetgag
gattgacatt
cgtcaccgag
ccgaccgaga
attceggact
cgacctegtg

ggtcggegeg

34

ggcttgacaa
atgtgaaaac
caacatggac
aacaagtctg
ggcgaagagg
caatcecggeg
cegeegtttg
tggaatcagt
ttaacccatg
ggcattcage
gcaatgctgg
cctecaggaag
ttaggggcag
gagtcgctge
tgtgatgaga
catgaaggca
ggggcegtata
aaccegetgg
atcacgegeg
gtcttecgate
ctgecatgttt
caccacagcg
aacctgatta
cgttattegg
tatctggage
ttcgtegagg
cgegtecaage
ceggettect
tgaccettetg
tggtcggggt
agtcggcegt
gegeggegea

atggcegagt

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

3240



cggccgeggg
agcteggete
gcgaggacct
gcatgaactg
gggacggcga
catacgagce
gacgtccgaa
ttttagecece
gggagcgaac
caaaagggga
catgtccatg
acgcegtgea
ccacggtgga
ccaacaageca
acatgttecga
acccgcagga
écctgaccag
acgccaagga
gecgegacga
étctgaatca
agatcgageg
agaccecctec
agggccattg
acgtgacgge
gcgegtttga
ggeegtgtece
cctecacgetg
cgettegete
getegtcace
gttgttcgge
ctgcaggtecg

tgactggcaa

cttecgaggga
cetggtggag
cagggccace
gaacctcecag
gatcagcecgac
ggtcaaccce
aaaaggcgcet
teccgecagect
ctacaccaaa
gctatataca
agatcgtgaa
cctggacgtg
gttctegtte
getggecgac
ggattcggge
ggcgactcte
ccagttcacg
gttctacege
gttctgeega
gaaggttctt
ccagtacgtg
ggtgatcgac
gacgagegtt
cgeceggget
cgcgegcaac
gegectetgg
gtctgtgege
ctcgaacggg
ggacggcteg
catgcgcagt
attttegtte

gagatatttt

ggcgacgaga
tccctgtgét
gtcgccaagg
gacctegtet
ccatgggcca
gaacgcagga
gtgegecett
tactctcceca
aggggagcga
ccttttgtta
gttcagcacc
ctcatggega
gaggagctgce
aagatcgtge
aagatcatcc
geggttgggg
cgettegage
agggccaage
ctgettggeg
cagccaattc
aaacgcaggce
gccaggecceg
gecgggtacg
cacttcgacg
cgcgaacatc
ggeggttgeg
tgcetgatet
cegeteteee
ggceggttet
gcgagggect
gtgaatacat

taaaacaatg

ES 2525174713

gggccaagga
ccaccgacgt
ctctggaaca
acgaggcgcet
acgacgaggc
ctcececagac
tttaaatett
acgggtttca
acctacacca
tttaaggtge
agttcaacaa
tcgectcaag
gcggectcat
agacgaacge
agttcgeget
tcaacgagga
tggecgagtt
agtaccgcag
ttccaccgte
aggaggagtg
tgtegggett
tggaggcgag
gcgaggtgtt
gcaccgtgga
atgcgcggaa
cctgecatgg
ccctgageag
ccaggtecte
cteeetgtge
tcacctgtte
gttataataa

aataggttta

gcacategee
gatggccaac
caacgtcagg
gagcgaggaa
ggacggatac
gccctecgat
ttataaatct
gccgaaacct
aaaggggage
aagttgtgct
cgtegegetg
ggtgagggag
gcgattgagg
gcgeetgetg
gttcacgaag
gttegegtte
cgecgaccte
ctccggaatc
ggcaataacc
tgggcectete
cgtgttcaca
gaagacggac
cacgaccacqg
ggecggggaa
cgccggaagg
gtcgatectge
gtcggecttg
gggctegete
cgggttetec
ggggcttagt
ctataactaa

cacttacttt

35

cgectegtge
tacacgagcc
accagecgatg
tggcgcaaaa
cagccgeccct
ggcectgatet
ttttacattc
acaccaaaag

gaacctacac

atgctgagge

aagaagttcg
aagggcacgg
aagaacctga
gecgetgaact
ttegtcaceg
ctgctcaacg
aagagcaagt
tggaagatcg
cagacacgat
cttggectga
ttegecegeg
ggcgacggea
gegttgtteg
tgecgtttet
ctgttctage
cgctgttegg
gtcectggggg
aggtccaacg
gectgtgege
acttgcatge
taacgtaacg

agttttatgg

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160
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aaatgaaaga
gataaaaaat
acaactatgg
tacgaacaaa
ggtacttaca
tttttagteg
attagaccta
attattatte
ggagaatggt
gatttaacca
gacttagagg
tcgtcagagg
tgccgtatga
gecagtggetg
tatcttggag
aataacagat
ttttttgttt
acagatcgcet
ctcatatata
gatcettttt
gtecagaccce
ctgctgettg
gctaccaact
ccttectagtyg
cctegetetg
cgggttggac
ttegtgecaca
tgagctatga
cggcagggte
ttatagtect
aggggggcgg
ttgetggect

tattacegee

tcatatcata
ttagaagcecca
atataaaata
ttaataaagt
tgtttggate
tegtatetga
tttcaaaaaa
agcaagaaat
tacaagagct
taatgcttta
aattactacc
aattaataga
ttttaactat
aatcttctec
agaatattga
taaaaaaatt
tattatttaa
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttecga
tagecgtagt
ctaatcecetgt
tcaagacgat
cageccagcet
gaaagcgeca
ggaacaggag
gtegggttte
agcctatgga
tttgctcaca

tttgagtgag

tataatctag
atgaaatcta
ggtactaate
gaaaaaaata
aggagttgag
accattgaca
aataggagat
ggtaccgtgg
ttatgaacaa
ccaagcaaaa
tgatattcca
taattatcag
ggacacgggt
attagaacat
atggactaat
ataaaaaaat
tggggaccece
cctecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccget
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
agttaccgga
tggagegaac
cgcttececga
agcgcacgag
gccacctetg
aaaacgccag
tgttetttec

ctgataccge

gtcagtgage gaggaagegg aag

<210> 28
<211> 427
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 28

ES 2525174713

aataaaatta
taaataaact
aaaatagtga
ctteggagac
agtggaccaa
gatcaaagta
aaaagcaact
aatcatccte
ggatacatte
cgaaaaaata
ttttctgatg
gatgatgaaa
aaaatcatac
agggagagaa
gaaaatgtaa
tgaaaaaatg
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cecttaacgt
ttettgagat
accageggtg
cttcagecaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgecag
gacctacace
agggagaaag
ggagcttceca
acttgagcgt
caacgeggec
tgegttatee

tegeageage

actaaaataa
aaattaagtt
ggaggatata
atttaaaaaa
aaccaaatag
aagaaatact
tacgatatat
ccaaacaaga
ctcagaagga
aaagaatata
tgagaagagce
ccaactcectat
caaaagatat
ttttgttage
atttaactat
gtggaaacac
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcegt
cettttttte
gtttgtttge
gcgeagatac
tctgtagecac
ggcgataagt
cggtceggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattetg

cgaacgaccg

36

ttattatcta
tatttaatta
tttgaataca
taaccttatt
tgatcttgac
tatacaaaaa
cgaattaacg
atttatttat
attaaattca
cggaaattat
cattatggat
attaacttta
tgcgggaaat
agttcgtagt
aaactattta
ttttttcaat
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtettac
gaacgggggg
acctacageg
atccggtaag
cctggtatet
gatgctegte
tectggectt
tggataaccg

agcgcagega

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080

7140

7163



Met

Glu

Ile

Ala

Leu

65

Thr

Thr

Ile

Ala

Ala

145

Leu

Gly

Tyr

Asp

Ser

Glu

Asp

Glu

50

Asp

Leu

His

Ala

Thr

130

Pro

Ser

Ala

Gly

Arg
210

Asn

Gly

Ala

35

Gln

Thr

Phe

Asp

Asn

115

Leu

Trp

Tyr

Asp

val

195

Leu

Asn

Leu

20

Gln

Gly

Thr

Glu

Asp

100

Gly

Thr

Ile

Pro

val

180

Glu

Ile

Ala

Ser

Leu

Gln

Gly

85

val

Ile

Ala

Asp

Asn

165

val

Ser

Asp

Leu

Gln

Gly

val

Thr

70

Ile

Lys

Gln

Leu

Leu

150

Gly

Gly

Leu

val

Gln

Ile

val

Ile

55

Ala

Glu

Gln

His

Lys

135

Gln

Glu

Ala

His

His
215

Thr

His

Met

40

Pro

Gly

Arg

Arg

val

120

Ala

Ile

Ala

Ile

Lys

200

Cys

ES 2525174713

Ile

Leu

25

Pro

Pro

Gln

Trp

Ala

105

Arg

Met

Val

Leu

Pro

185

Thr

Asp

Ile

10

Gln

Ile

Phe

Pro

Ala
90

Trp

Thr

Leu

Ala

Leu

170

His

Phe

Glu

Asn

Asp

Thr

val

Asn

75

Glu

Gln

His

Glu

Phe

155

Glu

Phe

Ala

Ile

Ala
Gly
Glu

Glu
60

Trp
Arg
Thr
Val
Val
140
Pro
Glu
Glu

Leu

Asp
220

37

Arg

Lys

Asn

45

Pro

Asn

Lys

Leu

Asp

125

Lys

Gln

Ala

Phe

Ala

205

Asp

Leu

Ile

30

Ser

His

Gln

Ala

Lys

110

val

Gln

Glu

Leu

Thr

190

Gln

Glu

Pro

15

Ser

Leu

Ile

Ser

Leu

95

Trp

Ser

Glu

Gly

Arg

175

Arg

Lys

Gln

Gly

Ala

Asp

His

Gly

80

Leu

Gln

Asp

val

Ile

160

Leu

Glu

Tyr

Ser



10

15

20

Arg

225

Ala

Ala

Phe

Thr

Ser

305

Tyr

His

Leu

Ile

Gly

385

Gly

Leu

Phe

Arg

Tyr

val

Tyr

290

Gly

Pro

val

Ile

Ala

370

Phe

Gly

Glu

<210> 29
<211> 18
<212> PRT
<213> Bifidobacterium longum

<400> 29
Met Ala Tyr Asn Lys Ser

1

Asn

Leu

<210> 30
<211>12
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

val

val

Thr

Ala

275

Pro

Ile

Leu

Cys

Thr

355

Ala

Asp

Lys

Gln

Glu

Thr

Ser

260

Asn

Lys

Asn

Gly

Gln

340

His

Gly

Ala

val

Pro
420

Thr

Ala

245

Arg

Pro

Arg

Val

Thr

325

Leu

His

Asn

Leu

Ile

405

Glu

5

val

230

Ser

Leu

Leu

Cys

310

Ala

Met

Ser

Ser

Arg

390

Ala

Ala

Ala

His

Phe

val

Gly

295

Phe

Asn

Gly

Ala

Ala

375

Arg

Ser

Ile

Ala

Thr

Arg

Asn

280

Ile

Gly

Met

Tyr

Arg

360

Asn

Gln

Thr

Asp

ES 2525174713

Leu

Thr

Leu

265

Ile

Thr

His

Leu

Gly

345

Thr

Leu

Vval

Gln

Tyr
425

Ala

Ala

250

Leu

His

Arg

Asp

Gln

330

Gln

Leu

Ile

Pro

Pro

410

Lys

His

235

Met

Lys

Leu

Val

Asp

315

val

Ile

Asn

Ile

val

395

Ala

His

His

Met

Gln

Lys

300

Val

Leu

Asn

Leu

Leu

380

Arg

Gln

Glu

Ser

Ser

Gly

285

Glu

Phe

His

Asp

Gln

365

Pro

Tyr

Thr

Gly

Tyr

Gly

270

Arg

Met

Asp

Met

Gly

350

Asp

Ala

Ser

Thr

Met

Asn

255

Ile

Phe

Leu

Pro

Gly

335

Leu

Tyr

Glu

val

Val
415

Gly

240

Gly

Asn

Asp

Glu

Trp

320

Leu

Asn

Gly

Asn

Arg

400

Tyr

Asp Leu Val Ser Lys Ile Ala Gln Lys Ser

10

38

15
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(12)

<400> 30

atg tcg aat aac
Met Ser Asn Asn
1

<210> 31

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 31
Met Ser Asn Asn
1

<210> 32

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(12)

<400> 32

gtg tcg aat aac
Met Ser Asn Asn
1

<210> 33

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 33
Met Ser Asn Asn

1

<210> 34

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(15)

<400> 34

atg gca teg aat aac
Met Ala Ser Asn Asn
1 5

39

12

12

15
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<210> 35

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 35
Met Ala Ser Asn Asn

1 5

<210> 36

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(18)

<400> 36

atg gca tac teg aat aac
Met Ala Tyr Ser Asn Asn
1 5

<210> 37

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 37
Met Ala Tyr Ser Asn Asn

1 5

<210> 38

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(21)

<400> 38

atg gca tac aac tcg aat aac
Met Ala Tyr Asn Ser Asn Asn

1 5

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 39

ES 2525174713
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Met Ala Tyr Asn Ser Asn Asn
1 5

<210> 40

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(36)

<400> 40

atg gca tac aac aag tct gac ctc gtt tcg aat aac
Met Ala Tyr Asn Lys Ser Asp Leu Val Ser Asn Asn
1 5 10

<210> 41

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 41
Met Ala Tyr Asn Lys Ser Asp Leu Val Ser Asn Asn
1 5 10

<210> 42

<211> 63

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo de plasmido

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(63)

<400> 42

atg gca tac aac aag tct gac cte gtt teg aag atc gce cag aag tce
Met Ala Tyr Asn Lys Ser Asp Leu Val Ser Lys Ile Ala Gln Lys Ser
1 5 10 15

aac ctg tecg aat aac
Asn Leu Ser Asn Asn
20

<210> 43

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 43
Met Ala Tyr Asn Lys Ser Asp Leu Val Ser Lys Ile Ala Gln Lys Ser

1 5 10 15

Asn Leu Ser Asn Asn
20

41

36

48

63
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REIVINDICACIONES

1. Primer fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador de un gen que codifica para una proteina
de unién a ADN similar a histona derivado de una bacteria del género Bifidobacterium, y que tiene entre el promotor
y el terminador un ADN en el que se fusiona un segundo fragmento de ADN que comprende una secuencia de
nucleotidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de aminodcidos desde el 1° hasta uno
cualquiera del 4° al 18° aminoacido en el extremo N-terminal de la proteina de unién a ADN similar a histona en el
lado 5’-terminal de un ADN mutado que codifica para citosina desaminasa, en el que el ADN mutado que codifica
para citosina desaminasa es (a) un ADN que codifica para la secuencia de aminoécidos mostrada como SEQ ID NO:
28 que tiene la metionina de iniciacion excluida o (b) un ADN que codifica para la secuencia de aminodacidos
mostrada como SEQ ID NO: 28 que tiene el acido aspartico en la 3152 posicion sustituido por alanina y la metionina
de iniciacion excluida.

2. Primer fragmento de ADN segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de nucleétidos que codifica para un
péptido que consiste en una secuencia de aminodcidos desde el 1% hasta uno cualquiera del 4° al 18° amino&cido
en el extremo N-terminal de la proteina de unién a ADN similar a histona es una secuencia de nucleétidos desde el
1482° hasta uno cualquiera del 1493% al 1535° nucleétido en SEQ ID NO: 15.

3. Primer fragmento de ADN segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el péptido que consiste en una secuencia de
amino&cidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 42 al 182 amino&cido en el extremo N-terminal de la proteina de
unién a ADN similar a histona es un péptido que consiste en una secuencia de amino&cidos desde el 1* aminoacido
hasta uno cualquiera del 4° al 182 aminoacido en SEQ ID NO: 29.

4. Primer fragmento de ADN segun la reivindicacion 3, en el que el péptido que consiste en una secuencia de
aminodacidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 4° al 18° aminoacido en SEQ ID NO: 29 es un péptido que
consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1°" hasta el 92 aminoacido en SEQ ID NO: 29.

5. Método de construccion de un portador de suministro génico que consiste en un microorganismo anaerobio que
puede crecer en un tejido tumoral en un entorno anaerobio y que puede expresar citosina desaminasa, que
comprende las etapas de:

(1) preparar un plasmido de fusién que tiene un fragmento de un plasmido de una bacteria del género
Bifidobacteriumy un fragmento de un plasmido de Escherichia coli;

(2) incorporar un primer fragmento de ADN que comprende un promotor y un terminador de un gen que codifica para
una proteina de unién a ADN similar a histona derivado de una bacteria del género Bifidobacterium al plasmido de
fusion;

(3) incorporar, entre el promotor y el terminador, un ADN en el que se fusiona un segundo fragmento de ADN que
comprende una secuencia de nucleé6tidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de
amino&cidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 42 al 182 aminoé&cido en el extremo N-terminal de la proteina de
unién a ADN similar a histona en el lado 5'-terminal de un ADN mutado que codifica para citosina desaminasa para
preparar un vector de expresion; y

(4) transformar un microorganismo anaerobio con el vector de expresion, en el que el ADN mutado que codifica para
citosina desaminasa es (a) un ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID NO: 28
que tiene la metionina de iniciacion excluida o (b) un ADN que codifica para la secuencia de aminoacidos mostrada
como SEQ ID NO: 28 que tiene el acido aspartico en la 3152 posicién sustituido por alanina y la metionina de
iniciacion excluida.

6. Método de construccion de un portador de suministro génico segun la reivindicacion 5, en el que la secuencia de
nucleétidos que codifica para un péptido que consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1* hasta uno
cualquiera del 4° al 182 aminoacido en el extremo N-terminal de la proteina de unién a ADN similar a histona es una
secuencia de nucleétidos desde el 14822 hasta uno cualquiera del 1493°% al 15352 nucleétido en SEQ ID NO: 15.

7. Método de construccion de un portador de suministro génico segun la reivindicacién 5 6 6, en el que el péptido
que consiste en una secuencia de aminoacidos desde el 1% hasta uno cualquiera del 4° al 18° aminoé&cido en el
extremo N-terminal de la proteina de uniéon a ADN similar a histona es un péptido que consiste en una secuencia de
aminodacidos desde el 1°" hasta uno cualquiera del 4° al 182 aminoacido en SEQ ID NO: 29.

8. Portador de suministro génico que consiste en un microorganismo anaerobio que puede crecer en un tejido
tumoral en un entorno anaerobio, construyéndose el portador de suministro génico mediante un método de
construccion segln una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7.

9. Portador de suministro génico segun la reivindicacion 8, en el que la bacteria anaerobia es una bacteria del
género Bifidobacterium.
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10. Portador de suministro génico segun la reivindicacion 9, en el que la bacteria del género Bifidobacterium es
cualquier bacteria del género Bifidobacterium seleccionada de Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium
animalis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve 'y Bifidobacterium longum.

11. Composicion farmacéutica que comprende un portador de suministro génico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 10.
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Figura 2
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Figura 3

9 residuos de
aminoacido
N-terminales
de HU

ES 2525174713

Cebador interno

(5BQ 1D KepA
2 NO: 2) !

. Cebador externo
o (SEQ ID NO: 1)

Cebador interno
(SEQ ID HO: 4)

pAV0O1-HU-eCD

de cambios de aminoacidos adicionales
Fragmento de PCR A
!__—_—B (aproximadamente 1,3 kphb)
D Fragmento de PCR B
(aproximadamente 1,3 kpb)

Ligamiento de fragmentos de PCR Hind 1

' Amplificaciéon mediante PCR, introduccion

KspAl

Fragmento de PCR ligado

(aproximadamente 2,6 kph)
Adicion de cebadores, amplificacion
del fragmento de PCR ligado

m Fragmento de PCR ligado amplificado .
\ Hind I, KspA i
Hind Ill, KspAl . Ligamiento
A

{ pAvooi-iu-eco |
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Figura 4

Tasa de retencién del plasmido

Prueba de medicion de la estabilidad de retencién del plasmido

100% B

60% -

40% -

DB+ corr et e L e e T

0% AT : L . — —_
0 1 2 3 . 4 5]

Periodo de subcultivo (dia) .

—&—  Bifidobacterium fongum  105A~R2.,/pAVO01—HU—eCD—~M968 |
' ¢ Bifidobacterium longum  {05A~R1./pAVO01—~HU—eCD—M968
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