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DESCRIPCION

Bacteria probidtica recombinante para la prevencion y tratamiento de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) y del
Sindrome del Intestino Irritable (SlI)

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo general de la terapia de enfermedades intestinales inflamatorias tales
como Enfermedades Inflamatorias Intestinales (Ell), enfermedades pulmonares tales como fibrosis quistica y
enfermedades obstructivas bronco-pulmonares cronicas (EPOC), enfermedad articular inflamatoria (tal como
osteoartritis), enfermedad urogenital inflamatoria, y enfermedades asociadas con sintomas de dolor visceral cronico,
tal como el Sindrome del Intestino Irritable (SII).

Antecedentes de la técnica

El tratamiento de los trastornos inflamatorios crénicos tales como Ell representa un importante desafio médico ya
que afectan a varios millones de personas. Esta gran incidencia esta en paises desarrollados y ha aumentado de
forma constante a lo largo de las Ultimas 3 décadas. En la actualidad se necesitan mejorar encarecidamente las
terapias para las Ell, un gran porcentaje de pacientes (entre 20 y 40%) son resistentes a cualquiera de las formas de
los tratamientos, estando también los farmacos actualmente disponibles (glucocorticoides y terapias con anticuerpos
monoclonales) asociados a efectos secundarios graves y altos costes. Ademas, los mecanismos implicados en la
patogénesis de las Ell no se comprenden del todo, y el desarrollo de mas tratamientos eficaces o incluso de curas
para las Ell dependen del mejor conocimiento de la regulaciéon de la respuesta inflamatoria. Varios estudios han
demostrado un papel crucial para las proteasas en el mantenimiento de la respuesta inflamatoria crénica del tracto
gastrointestinal (TGI) [Vergnolle, N. 2005.; Cenac, N. et al., 2007; Hyun, E., et al., 2008; Vergnolle, N., et al., 2004].
Por lo tanto, los inhibidores de la proteasa enddgena parecen ser cruciales para el control de las respuestas
inflamatorias intestinales.

En base a este conocimiento, los inventores proponen que la produccién de estos inhibidores en el TGI, podrian
usarse para el tratamiento de una Ell y/o del sindrome del intestino irritable (SlI).

El empleo de los probidticos para el tratamiento de las Ell ya se ha propuesto durante varios afios y diferentes
estudios han presentado algunos efectos beneficiosos de estas bacterias probitticas ensayadas en solitario o en
combinacion [Hedin, C. et al., 2007; Sartor, R. B. 2004]. La estrategia de utilizar bacterias recombinantes de calidad
alimentaria no-patégenas como vehiculos de produccion de moléculas anti-inflamatorias a nivel de la mucosa ya se
ha utilizado para producir la citoquina IL-10 anti-inflamatoria [Steidler, L., et al, 2000]. Ensayos clinicos de Fase | han
demostrado que la cepa de Lactococcus lactis que expresa la citoquina IL-10 proporcionada de forma oral, era
segura y no aparecieron efectos secundarios graves en los pacientes [Braat, H., et al., 2006]. Sin embargo, la
disminucion de la actividad de la enfermedad en pacientes con la enfermedad de Crohn tratados con L. /actis
recombinante IL-10 estaba limitada de alguna manera. Esta eficacia limitada se podria explicar mediante el hecho de
que la produccion de IL-10 se ha presentado siempre por tener sélo discretos efectos beneficiosos frente al
desarrollo de la colitis [Braat, H., et al., 2003]. Una mejor eleccion en la naturaleza de la molécula anti-inflamatoria
que se produce mediante L. lactis, podria mejorar considerablemente la eficacia del tratamiento. Aqui, los inventores
proponen utilizar una bacteria de calidad alimentaria para expresar y producir una anti-proteasa trapina-2 en el
intestino.

Sallenave et al., 2008 (Gastroenterologia, Vol. 134, N° 4, suppl. 1, pagina A259) divulga que la elafina es protectora
contra el desarrollo de la colitis en un modelo murino de enfermedad inflamatoria intestinal.

Compendio de la invencion

La invencion se basa en el descubrimiento de que el uso de una bacteria de calidad alimentaria para producir una
molécula anti-inflamatoria tal como una trapina-2 proporciona una seguridad y una eficacia mejores que la de
tratamientos existentes.

La invencion se refiere a una Bacteria Acido Lactica de calidad alimentaria que comprende un gen recombinante que
se selecciona de un gen que codifica para la proteina trapina-2 (elafina) o una fraccion activa de la proteina trapina-2
(elafina). Otro aspecto de la invencion se refiere a una composicion terapéutica que comprende una bacteria de
calidad alimentaria como se define anteriormente.

La divulgacion se refiere también a una molécula que se selecciona de la proteina trapina-2 o una fraccién activa de
la proteina trapina-2, un miembro de las proteinas de la familia WAP o una fracciéon activa de un miembro de
proteinas de la familia WAP o un miembro de proteinas de la familia Serpina o una fraccion activa de un miembro de
las proteinas de la familia Serpina para el tratamiento del Sindrome del Intestino Irritable (SlI).

Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones
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Como se emplea en la presente memoria, el término “trapina-2” (también conocido como elafina, inhibidor especifico
de elafina (ESI) o SKALP para la anti-leucoproteasa de la piel) de la familia WAP, indica un inhibidor de la HNE
(elastasa de neutréfilos humana) de peso molecular bajo (9,9 kDa) y la proteinasa 3, que se secreta en el tracto
respiratorio [Sallenave et al., 1991 y 1993]. Junto con (A1-Pi) y SLPI, la trapina-2 comprende una parte integral del
‘escudo anti-elastasa’ en el pulmén. Un ejemplo de una secuencia para el gen trapina-2 humano se encuentra en la
base de datos Genbank bajo el niumero de acceso S58717.

Como se emplea en la presente memoria, el término “familia WAP” para “Proteina de Suero Acida” indica una familia
de proteinas que contienen la trapina-2, y el ps20.

Como se emplea en la presente memoria, el término “familia de Serpinas” para Inhibidores de Serina Proteasa indica
una familia de inhibidores de serina proteasa que son similares en la secuencia aminoacida y en el mecanismo de
inhibicién, pero difieren en su especificidad hacia enzimas proteoliticas. Esta familia incluye la alfa 1-antitripsina (A1-
Pi), angiotensinégeno, ovoalbumina, antiplasmina, alfa 1-antiquimotripsina, proteina de unién a tiroxina,
inactivadores del complemento 1, antitrombina lll, cofactor Il de heparina, inactivadores del plasminégeno, proteina
del gen Y, inhibidor activador del plasmindgeno placentario, y proteina Z de la cebada. Esta familia no incluye el
inhibidor de proteasa de leucocitos de secrecion (SLPI) [Thierry Moreau et al., 2008]. Algunos miembros de la familia
de las serpinas pueden ser sustratos en lugar de inhibidores de endopeptidasas, y algunas serpinas aparecen en
plantas, en donde no se conoce su funcién.

Como se emplea en la presente memoria, el término “proteina alfa 1-antitripsina” indica una glicoproteina. La alfa 1-
antitripsina también se refiere como inhibidor la proteinasa alfa-1 (A1PI) ya que es un inhibidor de la serina proteasa
(serpina), que inhibe una gran variedad de proteasas. Protegen a los tejidos de las enzimas de células inflamatorias,
especialmente de la elastasa. Un ejemplo de una secuencia para el gen Alfa 1-antitripsina se encuentra en la base
de datos Genbank bajo el nimero de acceso NC008290.

Como se emplea en la presente memoria, el término “una fraccién activa de” indica una fraccién de una proteina con
la actividad de la proteina completa. Por ejemplo, una fraccién activa de la proteina trapina-2 indica una fraccién de
la proteina que conserva la capacidad para inhibir la HNE o una fraccion activa de las proteinas de la familia Serpina
indica una fraccién de la proteina que conserva la capacidad de inhibicion.

Como se emplea en la presente memoria, el término “bacteria de calidad alimentaria” indica una bacteria que se
utiliza ampliamente en comidas fermentadas y posee un perfecto perfil de seguridad reconocido por la GRAS
(Generalmente Reconocida Como Segura) y condiciéon QPS (Presuncion Cualificada de Seguridad) en Estados
Unidos y en la Comunidad Europea, respectivamente. Tal bacteria puede ser segura en comidas funcionales o
aditivos alimentarios con alegaciones relativas al mantenimiento de una buena salud y bienestar o prevencion de
una enfermedad.

Como se emplea en la presente memoria, el término “bacteria probidtica” indica una bacteria que ingerida viva en
adecuadas cantidades puede ejercer efectos beneficiosos en la salud humana. Se utilizan ampliamente en la
actualidad como un aditivo alimentario por sus efectos de promociéon de la salud. La mayoria de las bacterias
probidticas son Bacterias Acido Lacticas (LAB) y entre ellas las cepas del género Lactobacillus y Bifidobacterium son
las bacterias probidticas que se utilizan mas comunmente.

Como se emplea en la presente memoria, el término “gen ThyA” indica, el gen que codifica para la timidilato sintasa
que es una enzima que genera timidina monofosfato (dTMP), que posteriormente se fosforila a timidina trifosfato que
se usa en la sintesis y reparacion del ADN.

Como se emplea en la presente memoria, el término “Sindrome del Intestino Irritable (SIl)” es un término para una
variedad de afecciones patolégicas que causan malestar en el tracto gastro-intestinal. Es un trastorno intestinal
funcional caracterizado por dolor abdominal crénico, malestar, hinchazén, y alteracion de los habitos intestinales en
ausencia de cualquier causa organica.

Como se emplea en la presente memoria, el término “enfermedades inflamatorias intestinales (Ell)” es un grupo de
enfermedades inflamatorias del colon y del intestino delgado. Los tipos principales de Ell son la enfermedad de
Crohn, la colitis ulcerosa y la pouchitis.

Proteinas y usos de las mismas

Un primer objetivo de la divulgacion se refiere a una molécula que se selecciona de la proteina trapina-2 o una
fraccion activa de la proteina trapina-2, un miembro de las proteinas de la familia WAP o una fraccién activa de un
miembro de las proteinas de la familia WAP, o una molécula que se selecciona de la familia serpina o una fraccion
activa de la familia serpina para el tratamiento del Sindrome del Intestino Irritable (SlI).

También se divulga que el miembro de la familia Serpina es la proteina alfa 1-antitripsina.
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En una realizacion preferida, dicha fraccion de la proteina comprende al menos 75% de identidad de dicha proteina,
incluso mas preferiblemente al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al menos
99%.

Normalmente dicha proteina o fraccion de la proteina de la misma se puede usar en combinaciéon con un agente
anti-inflamatorio.

Las proteinas de la invencién o fracciones de las proteinas de las mismas se pueden producir mediante cualquier
técnica conocida propiamente dicha, tal como, sin limitacion, cualquier técnica quimica, bioldgica, genética o
enzimatica, bien en solitario o en combinacion (combinaciones).

Conociendo la secuencia de aminoacidos de la secuencia deseada, un experto en la técnica puede producir
facilmente una parte relevante de dichas proteinas o fraccion de la proteina, mediante técnicas estandar para
produccion de proteinas. Por ejemplo, se pueden sintetizar utilizando un método de fase sélida bien conocido,
preferiblemente utilizando un aparato de sintesis de proteina disponible comercialmente (tal como el fabricado por
Applied Biosystems, Foster City, California) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Alternativamente, las proteinas o fraccién de las proteinas de la invencién de las mismas se pueden sintetizar
mediante técnicas de ADN recombinante como es actualmente bien conocido en la técnica. Por ejemplo, estos
fragmentos se pueden obtener como expresion de productos de ADN después de la incorporacion de secuencias de
ADN que codifican el polipéptido deseado en vectores de expresion y la introduccion de tales vectores en huéspedes
eucariotas o procariotas adecuados que expresaran la proteina o fraccién de la proteina deseada, a partir de los
cuales se pueden utilizar después técnicas bien conocidas.

Las proteinas o fraccion de las proteinas de la invencion de las mismas se pueden usar en una forma (por ejemplo,
purificada) o contenida en un vector, tal como una membrana o vesicula lipidica (por ejemplo un liposoma).

Bacteria de calidad alimentaria

La invencién se refiere a una Bacteria Acido Lactica de calidad alimentaria que comprende un gen recombinante que
codifica para la proteina trapina-2 (elafina) o una fraccién activa de la proteina trapina-2 (elafina).

En una realizacion preferida, la bacteria de calidad alimentaria segun la invencién es un bacteria probidtica.

En una realizacion preferida, la bacteria probiética segun la invencién comprende un gen auxotrofo defectuoso, a
través del cual la supervivencia de dicha bacteria es estrictamente dependiente de la presencia de compuestos
especificos.

En otra realizacion preferida, el gen auxotrofo segun la invencion es el gen thyA que codifica la timidilato sintasa.

En otra realizacion preferida, el gen auxétrofo segun la invencion es el gen alanina racemasa (a1r) (Bron et al,
2002).

La inactivacion del gen thyA de la bacteria probidtica segun la invencion vuelve este auxétrofo a timidina que esta
ausente a partir del tracto gastrointestinal (TGI). Este mutante thyA recombinante hara posible producir su proteina
de interés pero no sobrevivira y por tanto persiste en el TGl limitando su diseminacién y confiriendo la contencion
bioldgica requerida para la bacteria recombinante. Se pueden obtener resultados similares con el gen afr.

En otra realizacion preferida, el gen seleccionado se inserta en el gen thyA.

Preferiblemente, el gen recombinante se localiza en el cromosoma dentro del locus del gen thyA el cual esta por
tanto inactivado mediante disrupcion génica. Como se emplea en la presente memoria, el término “disrupcion
génica” indica disrupcion mediante insercion de un fragmento de ADN, disrupcion mediante delecion del gen, o una
parte del mismo, asi como cambio del gen o una parte del mismo por otro fragmento de ADN, y la disrupcion se
induce mediante técnicas de ADN recombinante, y no por mutacién espontanea. Preferiblemente, la disrupcion es el
cambio del gen, o una parte del mismo, por otro gen funcional. Preferiblemente, el gen thyA recombinante
defectuoso es un gen mutante de no-retorno.

Como se emplea en la presente memoria, el término “mutante de no-retorno” indica que la frecuencia de reversion
es menor de 10'8, preferiblemente la frecuencia de reversién es menor de 10'10, incluso mas preferiblemente, la
frecuencia de reversion es menor de 10'12, incluso mas preferiblemente, la frecuencia de reversion es menor de 10
14, mas preferiblemente, la frecuencia de reversion no es detectable utilizando los métodos habituales conocidos por
el experto en la técnica.

En una realizacion preferida, la cepa de la bacteria de calidad alimentaria segun la invenciéon es una cepa de L. /lactis
0 una cepa de Lactobacillus casei o una cepa de L. lactis htrA [Poquet et al., 2000] o una cepa de Lactobacillus
plantarum de una cepa de Bifidobacterium longum.

En una realizacion preferida, la bacteria de calidad alimentaria segun la invencién es una cepa Lactobacillus casei.
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En una realizacién mas preferida, el gen segun la invencion codifica para trapina-2.

De hecho, los inventores mostraron que trapina-2 se expresa de forma natural en la mucosa colénica humana, con
una expresion prominente en células del epitelio intestinal (Motta et al.) y que, los pacientes con Ell muestran una
regulacion a la baja de trapina-2 en tejidos en comparacion con sujetos sanos (Motta et al.).

Ademas, los inventores han demostrado en diferentes modelos de colitis, que la sobreexpresion de trapina-2 es
protectora contra el desarrollo de colitis (en la expresién constitutiva y transitoria). Por otra parte, la sobreexpresion
de trapina-2 en modelos de colitis es capaz de inhibir completamente el incremento de elastasa y actividades
similares a tripsina asociadas con colitis.

Finalmente, la sobreexpresion de trapina-2 en ratones es también capaz de inhibir significativamente la colitis
inducida por aumentos de citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias (IL-6, II-17A, TNF-alfa, Interferén-gamma,
MCP-1y KC).

Todos estos resultados estan a favor del reparto de trapina-2 y otras proteasas a partir de WAP o familia de Serpina
que tienen propiedades similares para tratar la EIl. Como se muestra en los resultados de abajo, las bacterias de
calidad alimentaria son los medios mas seguros y eficaces para repartir este tipo de proteasas al intestino.

También se describe que el gen segun la divulgacion codifica para la proteina alfa 1-antitripsina. De hecho, la
proteina alfa 1-antitripsina inhibe como la tripsina las actividades asociadas con la Ell (similar a colitis) y tiene por
tanto similares efectos a la trapina-2.

En oftra realizacion preferida, la cepa de bacteria de calidad alimentaria segun la invenciéon es una cepa de
Lactobacillus casei que comprende un gen que codifica para trapina-2.

En ofra realizacion preferida, la cepa bacteriana de calidad alimentaria segun la invencidon es una cepa de
Lactobacillus casei que comprende un gen que codifica para trapina-2 insertada en el gen thyA.

En otra realizacion, la bacteria de calidad alimentaria segun la invencion es util para el tratamiento de afecciones
inflamatorias intestinales.

En ofra realizacion preferida, la bacteria de calidad alimentaria segun la invencién es util para el tratamiento de una
Ell y/o SII.

Las afecciones inflamatorias se pueden seleccionar de las Ell, Sll, enfermedad inflamatoria pulmonar, enfermedad
inflamatoria articular o la enfermedad inflamatoria urogenital.

Composiciones

Otro objetivo de la invencion se refiere a una composicion terapéutica que comprende una bacteria de calidad
alimentaria segun la invencion.

En otra administracion preferida, la composicion terapéutica segun la invencion se destina a la administracion oral a
un sujeto. Por ejemplo, las composiciones pueden estar en la forma de una suspensiéon, comprimido, pildora,
capsula, granulado o polvo.

En una composicion terapéutica liquida, la bacteria de calidad alimentaria segun la invencién se presenta, libre y no
inmovilizada, en suspension. La suspension tiene una composicion que asegura las condiciones fisioldgicas para
una bacteria probidtica, para que en la presién osmética particular dentro de la célula no conduzca a la lisis.

En una composicion terapéutica sélida, la bacteria de calidad alimentaria segun la invencién se puede presentar en
forma libre, preferiblemente en forma liofilizada, o en forma inmovilizada. Por ejemplo, la bacteria de calidad
alimentaria segun la invencion puede estar incluida en una matriz de un gel que proporciona proteccion para las
células.

Una composicion terapéutica destinada para administracion oral y que contiene la bacteria de calidad alimentaria
segun la invencion en una forma inmovilizada o no-inmovilizada se proporciona preferiblemente con un
recubrimiento resistente al jugo gastrico. De ese modo se garantiza que la bacteria de calidad alimentaria contenida
en la composicion terapéutica pueda pasar libre e intacta a través del estdmago y que la liberacion de la bacteria de
calidad alimentaria tenga lugar primero en las regiones intestinales superiores.

En otro aspecto de la invencion, la composicion terapéutica contiene suficientes unidades formadoras de colonias
(UFC) de la bacteria de calidad alimentaria capaces de formar la proteina segun la invenciéon para que con la
administracion multiple de la composiciéon terapéutica de acuerdo al paciente, se cure el estado de la Ell o SlI, se
pare la progresion de la Ell o Sll, y/o se alivien los sintomas de la Ell o Sll. Segun la invencién, se proporciona en
particular que una composiciéon que contiene 1x108 -1x10"", preferiblemente 1x10° -1x10'"° UFC de la bacteria de
calidad alimentaria segun la invencion.
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En ofra realizacion preferida de la invencién, la composicion terapéutica que contiene la bacteria de calidad
alimentaria se administra intrarrectalmente. Una administracion rectal tiene lugar preferiblemente en forma de un
supositorio, enema o espuma. La administracién intrarrectal es particularmente adecuada para las enfermedades
inflamatorias intestinales que afectan a las secciones intestinales inferiores, por ejemplo el colon. Las
administraciones intranasales son también adecuadas para tratar enfermedades pulmonares crénicas tal como la
fibrosis quistica y la EPOC.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion alimenticia que comprende una bacteria de calidad
alimentaria segun la invencion.

En una realizacion preferida, las composiciones alimenticias segun la invencion se destinan para la administracion
oral a un sujeto. Por ejemplo, las composiciones pueden estar en la forma de una suspension, comprimido, pildora,
capsula, granulado, polvo o yogurt.

En una realizacion preferida, la composicién alimenticia puede contener 1x108-1x10"", preferiblemente 1x10°-1x10"°
UFC de la bacteria de calidad alimentaria segun la invencion.

En una realizacién preferida, la composicién alimenticia se puede administrar al paciente a una dosis diaria de 10"
de bacteria.

La invencion se ilustrara ademas mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y figuras
no deben interpretarse en ninguna manera como limitantes del alcance de la invencion.

Figuras

Figura 1: diferencias de peso (A), puntuacidon macroscopica (B), grosor de la pared (C), y actividad de la
mieloperoxidasa (MPO) (D) en tejidos coldnicos de ratones que tenian agua o agua + DSS (3%) en sus bebederos, y
que recibieron tratamientos orales diarios durante 7-dias con cepas L. lactis de tipo salvaje, o de L. lactis
recombinante que expresan bien Elafina o IL-10. Se observaron diferencias significativas en los ratones tratados con
PBS comparado con los que habian recibido DSS *para p<0,05, ** para p<0,01, y *** para p<0,005. Se observaron
diferencias significativas en comparacion con los ratones tratados con L. lactis de tipo salvaje y para p<0,05, g @
para p<0,01, y y g y para p<0,05. Se observaron diferencias significativas entre el grupo PBS + DSS y el grupo
PBS-agua # para p<0,05, # # para p<0,01, y # # # para p<0,005. Se observaron diferencias significativas en
comparacion con el grupo L. lactis recombinante IL-10 w para p<0,05, w w para p<0,01, y w w w para p<0,005.

Figura 2: Actividad similar a tripsina (A) y actividad elastasa (B) en limenes coldnicos lavados de ratones que tenian
agua o agua + DSS (3%) en sus bebederos, y que recibieron tratamientos orales diarios durante 7-dias con cepas
de L. lactis de tipo salvaje, o L. lactis recombinante que expresan o bien Elafina o IL-10. € significa niveles
indetectables. Se observaron diferencias significativas en comparacion con los ratones tratados con PBS de los que
recibieron DSS * para p<0,05, ** para p<0,01. Se observaron diferencias significativas en comparacion con los
ratones tratados con L. lactis de tipo salvaje y para p<0,05,. Se observaron diferencias significativas entre el grupo
PBS + DSSy el grupo PBS-agua # para p<0,05, # # para p<0,01, y # # # para p<0,005.

Figura 3: Puntuacién macroscopica (A), grosor de la pared (B), y actividad de la mieloperoxidasa (MPO) (C) en
tejidos colonicos de ratones que habian tenido agua o agua +DSS (3%) en sus bebederos, y que habian recibido
tratamientos orales diarios durante 7-dias con cepas Lb. casei de tipo salvaje, o de Lb. casei recombinante que
expresan Elafina. Se observaron diferencias significativas en comparacion con los ratones tratados con PBS de los
que recibieron DSS * para p<0,05, ** para p<0,01, y *** para p<0,005. Se observaron diferencias significativas en
comparacion con los ratones tratados con Lb. casei W para p<0,05, gy y para p<0,01, y y y g para p<0,005.

Figura 4: Actividad similar a tripsina (A) y actividad elastasa (B) en [limenes colonicos lavados de ratones que tenian
agua o agua + DSS (3%) en sus bebederos, y que recibieron tratamientos orales diarios durante 7-dias con cepas
de Lb. casei de tipo salvaje, o Lb. casei recombinante que expresan elafina. Se observaron diferencias significativas
en comparacion con los ratones tratados con PBS de los que recibieron DSS * para p<0,05, y se observaron
diferencias significativas en comparacion con los ratones tratados con Lb. casei W para p<0,05, y y g para p<0,01.

Figura 5: Concentracion de proteina de RANTES (A), TNFa (B), IL-6 (C), MCP-1 (D), KC (E), INFy (F) y IL-17 (G)
detectada en tejidos coldnicos de ratones que tenian agua o agua + DSS (3%) en sus bebederos, y que recibieron
tratamientos orales diarios durante 7-dias con Lb. casei de tipo salvaje, o Lb. casei recombinante que expresa
Elafina. € significa niveles indetectables. Se observaron diferencias significativas en los ratones tratados con PBS de
los que recibieron DSS * para p<0,05, ** para p<0,01, y *** para p<0,005. W mostré diferencias significativas para
p<0,05, en comparacién con los ratones tratados con L. lactis de tipo salvaje. Se observaron diferencias
significativas entre el grupo PBS + DSS y el grupo de PBS-agua # para p<0,05, # # para p<0,01, y # # # para
p<0,005.

Figura 6: Concentracion de proteina de IL-2 (A), IL-4 (B), IL-5 (C), IL-10 (D) e IL-13 (E) detectada en tejidos

colénicos de ratones que tenian agua o agua + DSS (3%) en sus bebederos, y que recibieron tratamientos orales
diarios durante 7-dias con Lb. casei de tipo salvaje, o Lb. casei recombinante que expresa Elafina. Se observaron
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diferencias significativas en los ratones tratados con PBS de los que recibieron DSS * para p<0,05, y ** para p<0,01.
Se observaron diferencias significativas en comparacion con los ratones tratados con Lb. casei de tipo salvaje g
para p<0,05, y y g para p<0,01.

Figura 7: Numero total de comportamientos de dolor (A) o contracciones abdominales y conductas de lamidos,
estiramientos o aplastamiento (B) en ratones que recibieron PBS intracolonicamente (n=5), o aceite de mostaza
(0,01% (v/v) en etanol 70%), y que recibieron durante los 7-dias previos, pre-tratamientos de PBS mediante sonda
oral (n=8), L. lactis de tipo salvaje (n=8), o L. lactis recombinante que expresan bien elafina (n=8) o IL-10 (n=5). Se
observaron diferencias significativas en ratones tratados con PBS en comparacién con los que recibieron aceite de
mostaza * para p<0,05, ** para p<0,01, y *** para p<0,005. W mostraba diferencias significativas para p<0,05, en
comparacion con ratones tratados con L. /actis de tipo salvaje.

Figura 8: Elafina secretada por cepas de L. lactis de tipo salvaje y htrA. Experimentos de Western blot realizados con
anticuerpos anti-elafina en células (C) y en extractos de sobrenadante (S) de cepas de tipo salvaje (wt) o hitrA (htrA).
La produccion de elafina se indujo mediante nisina a partir de cultivos en fase-exponencial de cepas wt o hitrA (que
contienen ambas el vector de expresion en donde se puede inducir la expresion del gen de elafina mediante adicion
de nisina).

Figura 9: Efectos protectores de las cepas L. lactis wt y htrA mutante en DSS 5% en un modelo con colitis inducida.
Se evaluaron los dafios macroscoépicos (A), histolégicos (B) y actividades MPO (C) en diferentes grupos de 10
ratones tratados bien con agua (control negativo) o con DSS 5%. Primero se trataron dos grupos control i) con agua
y alimentacion oral con PBS (grupo control negativo) y ii) con DSS 5% y alimentacion oral con PBS (grupo control
positivo). Los otros grupos se trataron todos con DSS 5% y con bien la cepa wt (WT), cepa wt que expresa elafina
(Elafina) y cepa mutante htrA que expresa elafina (Elafina+).

Figura 10: Efectos protectores de la cepa L. casei wt y de cepas L. casei que expresan SOD, que expresan elafina, y
que expresan IL-10 en DSS 5% en un modelo con colitis inducida. Se evaluaron los dafios macroscopicos (A),
histoldgicos (B) y actividades MPO (C) en diferentes grupos de 10 ratones tratados bien con agua (control negativo)
o con DSS 5%. Primero se trataron dos grupos control i) con agua y alimentacion oral con PBS (grupo control
negativo) y ii) con DSS 5% y alimentacién oral con PBS (grupo control positivo). Los otros grupos se trataron todos
con DSS 5% y con bien la cepa L. casei wt (WT) o con cepas L. casei que expresan superéxido dismutasa (SOD),
elafina (Elafina) o IL-10. * y ** indican que los datos son significativamente diferentes (P<0,05) de los datos
obtenidos con L. casei wt.

Figura 11: Actividad mieloperoxidasa (MPO) (D) en tejidos colénicos de ratones. La actividad mieloxiperoxidasa
(MPO) (D) se midi6 en tejidos coldnicos de ratones que tenian agua o agua + DSS (3%) en sus bebederos, y que
recibieron tratamientos orales diarios durante 7-dias con i) cepas L. lactis WT, L. lactis recombinante y L. lactis htrA
que expresan bien Elafina o IL-10 y con ii) cepa L. casei wt y cepas L. casei que expresan SOD, que expresan
elafina y que expresan IL-10. * y ** indican que los datos son significativamente diferentes (P<0,05) de los datos
obtenidos con L. casei wt.

Figura 12: Secrecion de elafina en una cepa L. casei WT donde se expresa el gen de elafina bajo el control de un
promotor inducible de EDTA [LIull D y Poquet I. 2004; EP 1 537 215 y FR 98 16462]. La cepa L. lactis WT que
expresa elafina se cultivé durante la noche en presencia (+) o no (-) de EDTA, un agente quelante (en este modelo,
la expresion del gen de elafina se controla mediante un promotor lactocécico que se puede inducir mediante adicion
de EDTA: en el cromosoma, este promotor controla la expresion de genes que codifican un sistema de captacion
ABC especifico de zinc y se reduce bajo condiciones de inanicién que se pueden imitar mediante la adicién de
EDTA). Después, las proteinas se extrajeron y fraccionaron entre las células (C) y las fracciones sobrenadantes (S)
y se realizaron experimentos Western blot utilizando anticuerpos anti-elafina.

Ejemplo

Material y Métodos

Clonacién de Elafina en una bacteria acido lactica recombinante (Lactococcus lactis y Lactobacillus casei)
Clonacion y expresion de elafina en una bacteria acido lactica

Se amplificé por PCR el gen que codifica para elafina a partir de DK6-elafina (14). Se usaron las secuencias de
cebadores: 5° inicial Elafina (CCAATGCATCAGCAGCTGTCACGGGAGTTCC) (SEQ ID N°1) y 3’ final-Elafina
(GGACTAGTCCTCACTGGGGAACGAAACA GGCC) (SEQ ID N°2). Los cebadores se disefiaron para eliminar
primero los codones de la region de elafina que codifica para el péptido sefial (SP) y se reemplazaron por la SP de la
proteina Usp45 (PSuspss), la principal proteina secretada a partir de L. /actis. Para este objetivo, se digirio, purificod y
cloné el producto por PCR en pSEC, un vector de secrecién de L. lactis. En el plasmido resultante pSEC: elafina, se
fusiond la elafina en una estructura con un fragmento de ADN que codifica para RBS y PSyspss. La expresion del
casete se controla mediante el promotor inducible Pnisa, cuya actividad depende de la concentracion de nisina usada.
Este plasmido se introdujo después en una cepa de L. /actis que soporta los genes reguladores de nisina nisR et
nisK (L. lactis NZ9000) para dar lugar a la cepa recombinante: NZ(pSEC: elafina). Las herramientas que se usaron
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(replicones, promotor, RBS y SP) son funcionales en cepas lactobacilo tales como Lactobacillus casei y Lb.
plantarum. Estas dos cepas (que soportan cada una los genes nisRK en su cromosoma) se han elegido debido a su
capacidad de persistencia en el tracto digestivo (hasta 4 dias, al contrario de las 24 a 48 horas en L. lactis. Ademas,
recientemente hemos demostrado que la cepa Lb. casei BL23 posee propiedades anti-inflamatorias en un modelo de
colitis inducida por DSS [Rochat et al, 2007]. Tenemos por lo tanto a nuestra disposicién cepas no-inmuno-
moduladoras débilmente (L. /actis) y fuertemente (Lb. plantarum) persistentes, asi como cepas inmuno-moduladoras
fuertemente persistentes (Lb. casei), permitiéndonos evaluar la viabilidad de combinar los efectos anti-inflamatorios
intrinsecos de las cepas usadas con las de las moléculas sobre-expresadas.

Para la induccién del promotor Ppisa, se cultivaron cepas recombinantes de L. /actis a ODggo=~0,4-0,6 y se indujeron
después con 10 ng/ml de nisina (Sigma) durante 1 hora. La funcionalidad de esta induccién se ensayd después
como sigue: se separaron los cultivos NZ (pSEC:elafina) (ODggo=~1) en granulos y sobrenadantes y el contenido en
elafina se midi6 mediante ELISA y/o Western Blot.

Animales

Se obtuvieron ratones C57B16 (6-8 semanas de edad) a partir de Janvier (St Quentin Fallavier) y mantuvieron a
temperatura ambiente, bajo ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y teniendo acceso libre a comida y agua, excepto el
dia antes de la induccion de la colitis, que se mantuvieron en ayunas durante 12 horas. Todos los procedimientos se
aprobaron por el Comité institucional de cuidado animal y servicios veterinarios.

Induccién de colitis y disefio del estudio

Se indujo inflamacion coldnica mediante tratamientos con Sulfato de Dextrano Sédico (DSS). En detalle, se disolvié
DSS en el agua de bebida (3 6 5% p/v) y los animales eran libres para beber esta disoluciéon durante 7-dias. Se
midio la consumicion de agua en los grupos tratados con DSS y se comparé con el agua de bebida de los ratones
sin tratamiento previo: no se observaron diferencias para el volumen de liquido consumido, entre los ratones que
bebieron agua de los que bebieron DSS. Los ratones se trataron oralmente a diario, con 100 pl de 5,‘I09 unidades
formadoras de colonias (ufc) de L. lactis o Lb. casei de tipo salvaje, de elafina recombinante, o en medio bacteriano
en solitario. El primer tratamiento comenzé al mismo tiempo que se afadi6 DSS al agua de bebida y el ultimo
tratamiento fue en el dia del sacrificio (dia 7). Se midié diariamente el peso corporal y el indice de supervivencia
después de la induccion de colitis. En el dia 7 después de afiadir DSS a su agua de bebida, los ratones se
sacrificaron y se recogieron los colones para medir diversos parametros de inflamacion: puntuacién macroscopica,
grosor del intestino, actividad mieloperoxidasa (MPO) actividad proteolitica, expresion de citoquina.

Medicién de parametros inflamatorios

Se evalué el dafio macroscépico como se describe anteriormente (5;15;16). En resumen, cuando se observaron los
siguientes parametros se proporcion6 una puntuacion de 1: hemorragia, edema, estenosis, ulceracion, sangre fecal,
moco, y diarrea. El eritema se puntué con un maximo de 2 dependiendo de la longitud del area que estaba afectada
(0: ausencia, 1: menos de 1 cm, 2: mas de 1 cm). La adhesién se puntué en base a su gravedad (0: ausencia, 1:
moderada, 2: grave).

La MPO se midié6 como un indice de infiltracion granulocitica como se describe previamente (5;15;16), en tejidos
coldnicos recogidos en el momento del sacrificio. Las muestras de tejido se homogeneizaron en una disolucion de
0,5% de bromuro de hexadeciltrimetil amonio en un tampon fosfato (pH 6), y se centrifugaron a 13.000 X G durante
2 minutos. Los sobrenadantes se afiadieron a un tampdn que contiene 1% de perdxido de hidrogeno y dihidrocloruro
de O-dianisidina. Las lecturas de densidad Optica para la disolucién enzimatica se leyeron durante 2 minutos a 450
nm.

Para las mediciones de proteina citoquina y quimioquina, muestras coldnicas congeladas recogidas en el sacrificio
se homogenizaron utilizando un polytron durante 30 segundos a 4°C en 500 pl de tampdn de lisis celular (Tris-HCI
20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Na;EDTA1 mM, EGTA1 mM, Triton X-100 1%, pirofosfato sédico 2,5 mM, beta-
glicerofosfato1 mM, NasVO4 1 mM, leupeptinal ug/ml ; Cell Signalling, Sigma) enriquecido con un céctel de anti-
proteasas (Roche Diagnostics, Meylan, Francia). Tras centrifugacion (10.000 X G, 10 minutos, 4°C), los
sobrenadantes se filtraron en columnas fragmentadoras QIA (Qiagen, Francia) y cincuenta microlitros de este
homogenizado se us6 para la dosificacion simultanea de citoquinas y quimioquinas utilizando citometric bead array
en una clasificadora celular por fluorescencia FACSCalibur. Los valores brutos se normalizaron al peso de tejido (de
30 a 50 mg de media) y se extrapolaron las concentraciones de citoquinas a partir de las curvas estandar con la
ayuda del programa informatico FCAP Array®. De acuerdo con la informacién del fabricante, sélo se consideraron
valores por encima del limite de deteccioén de citoquina.

Actividad de la serina proteasa en tejidos colonicos y lavados luminales

Como se describe anteriormente (17), tras el sacrificio, se eliminé el colon entero y se instil6 y lavd dos veces 1 ml
de PBS a través del lumen. Se midieron ambas actividades proteoliticas (actividad similar a tripsina y elastasa) en
los lavados luminales. La actividad similar a tripsina y similar a elastasa se midieron utilizando tosilo-Gly-Pro-Arg-p-
nitroanilida (150 pM, Sigma) y MeO-succinil-Ala-Ala-Pro-Val-p-nitroanilida (100 uM, Sigma, Saint Quentin Fallavier,
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Francia) respectivamente como sustratos. Las muestras se re-suspendieron (20 ul para la actividad tripsina o 10 pl
para la actividad elastasa) en su tampon respectivo: Tris/HCI 100 mM, CaClz1 mM, pH=8 para la actividad tripsina y
Tris-HCI 50 mM, NaCl 500 mM, triton X100 0,1% para la actividad elastasa. El cambio en la absorbancia a 405 nm
se determiné durante 30 minutos a 37°C con un lector de microplaca NOVOSstar ™ (BMG Labtech, Francia). La
actividad se comparé frente a una disolucion estandar conocida de tripsina a partir de pancreas porcino (Sigma) o de
elastasa de neutrofilo humana (Sigma). La concentracion de proteina en los lavados luminales se determind
utilizando dosificacion colorimétrica del acido bicinchoninico en microplaca (BCA kit®, Pierce, Thermo Scientif,
Courtaboeuf, Francia) y se utilizé para estandarizar la actividad proteolitica en cada una de las muestras.

Induccién y medida de los comportamiento de dolor visceral en respuesta al Aceite de mostaza

Se realizaron cultivos de las tres cepas de L. lactis (L. lactis wt, L. lactis-Elafina, L. lactis-IL-10) en un medio M17
(Oxoid) enriquecido con glucosa (0,5%) enriquecido con Cloranfenicol (10 pg/mL) a 30°C sin agitacién. Las bacterias
a partir de los cultivos durante la noche se cultivaron en un medio fresco a 1/50 (v/v) hasta ODgpo=0,4 a 0,6. Las
bacterias se cultivaron después durante 1 hora mas con Nisina (1 ng/mL), afiadida para permitir la expresion de la
proteina recombinante. Se recogieron las bacterias por centrifugacion hasta 450 g y se lavaron con PBS estéril. Se
resuspendieron los granulos en PBS estéril hasta una concentracion final de 5X10'C ufc/mL. Se trataron diariamente
grupos de 4 a 8 ratones con 100 pL (5X10° ufc) de suspensién bacteriana mediante administracién intragastrica
durante siete dias. En el dia 8, a los ratones se les administré 50 pL de PBS o aceite de mostaza (0,01% (v/v) en
etanol 70%) mediante instilacion intracolonica, realizada bajo anestesia ligera de isoflurano. EI nimero de
respuestas de comportamiento relacionadas con el dolor (retracciones abdominales, lamidos del abdomen,
estiramientos y aplastamiento de la parte inferior del abdomen contra el suelo) se contaron durante 20 minutos.

Estadisticas

Se realizaron comparaciones entre los grupos utilizando un ensayo t de Student de doble cola con correccion
Bonferroni. Los datos se expresan como medio +SEM, y se considero significativo un P valor menor de 0,05.

Resultados
Lactococcus lactis recombinante que expresa elafina que protege contra el desarrollo de colitis por DSS en ratones

Como se esperaba, la colitis inducida por DSS (5% DSS) caus6 pérdida de peso grave en todos los grupos de
ratones en comparacion con los ratones control que bebieron agua. Ninguno de los tratamientos de bacteria acido
lactica modificaron significativamente esta pérdida de peso (Fig. 1A). El DSS en el agua de bebida también causé
dafio macroscopico, incremento del grosor de la pared e incremento de la actividad MPO en tejidos coldnicos (Fig.
1B, C, D). Los ratones que se trataron con L. lactis de tipo salvaje no mostraron un descenso significativo en el
grosor de la pared colénica y en la actividad MPO, sélo se observé un ligero descenso en la puntuacion del dafio
macroscépico en este grupo, comparado con los ratones tratados con DSS en solitario. Por el contrario, los ratones
tratados con L. lactis recombinante que expresa elafina mostraron después de la induccién de colitis por DSS una
puntuacion en el dafio macroscopico significativamente reducido y un significativo menor incremento en el grosor de
la pared, pero la actividad MPO no era diferente de la del grupo DSS en solitario (Fig. 1B, C, D). Ademas, los
ratones tratados con L. lactis recombinante que expresa citoquina IL-10 mostraron una puntuacién del dafio
macroscopico y de la actividad MPO reducidas después de la induccién de colitis por DSS, pero no se modifico el
grosor de la pared mediante este tratamiento comparado con el DSS en solitario (Fig. 1B, C, D). En ratones no-
inflamados ninguno de los tratamientos modificé los parametros inflamatorios en comparacion con los ratones
control sin tratamiento previo.

Incremento inducido por DSS en la actividad de tipo tripsina era significativamente menor en ratones tratados con L.
lactis recombinante que expresa Elafina, pero no cambid en ratones tratados con L. /actis tipo salvaje o L. lactis
recombinante que expresa IL-10 (Fig. 2A). Sélo el tratamiento con L. /actis recombinante que expresa elafina fue
capaz de reducir significativamente la actividad elastasa en el incremento inducido por DSS (Fig. 2B).

Lactobacillus casei recombinante que expresa elafina que protege contra el desarrollo de colitis por DSS en ratones

Aunque el tratamiento del ratéon con Lb. casei de tipo salvaje redujo significativamente los valores macroscopicos
observados después de la induccién de colitis por DSS, este tratamiento fracasé para reducir el incremento del
grosor de la pared y la actividad MPO comparado con el DSS en solitario (Fig. 3A, B, C). Por el contrario, los
tratamientos con Lb. casei recombinante que expresan elafina redujeron significativamente todos los parametros de
inflamacion: puntuacion del dafio macroscopico, grosor de la pared coldnica y actividad MPO (Fig. 3A, B, C).

La actividad similar a tripsina en el incremento inducido por DSS se redujo significativamente en ratones tratados
con Lb. casei recombinante que expresa Elafina, comparado con los ratones tratados con Lb. casei de tipo salvaje
(Fig. 4A). El nivel de la actividad de elastasa se redujo también significativamente en ratones con colitis (DSS)
tratados con Lb. casei recombinante que expresa elafina, comparado con ratones inflamados (colitis) con Lb. casei
de tipo salvaje, o incluso comparado con ratones inflamados tratados con PBS (Fig. 4B).
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La expresion proteica de la quimioquina RANTES no se aumenté significativamente mediante colitis por DSS en el
momento de tiempo observado (7-dias después del comienzo del tratamiento DSS). Lb. casei de tipo salvaje o que
secreta Elafina fracasé para maodificar el nivel de la expresion RANTES en ratones tratados con DSS (Fig. 5A).
TNFa, IL-6, MCP1, KC, INFy y IL-17A estaban todos significativamente aumentados en la colitis por DSS, 7 dias
después de la induccion (Fig. 5B a G). El tratamiento de los ratones con Lb. casei recombinante que expresa elafina
redujo significativamente la expresion proteica de IL-6, MCP1, KC y IL-17 (Fig. 5C, D, E, G), pero fall6 para reducir el
nivel de expresion de ofras citoquinas inflamatorias tales como TNFa y INFy (Fig. 5B y F). Es interesante que,
aunque la colitis por DSS no caus6é ningun incremento de las citoquinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13 (Fig. 6A a E),
el tratamiento de los ratones con Lb. casei recombinante para elafina alcanzé significativamente la expresion de
estas citoquinas, pero solo en un contexto de colitis (después de tratamiento con DSS). Este incremento en las
citoquinas Th2 en respuesta al Lb. casei recombinante para elafina, podria explicar al menos en parte, los efectos
anti-inflamatorios de esta bacteria recombinante. Los niveles de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13 no se modificaron por
ninguno de los otros tratamientos en cualquiera de los ratones inflamados (DSS) o no inflamados (Fig. 6A a E).

Lactococcus lactis recombinante para la expresion de elafina en el descenso del comportamiento al dolor visceral

La administracion intracolonica de aceite de mostaza causé un aumento significativo en el nimero de
comportamientos al dolor: tanto el nimero de retracciones abdominales como en el nimero de comportamientos de
dolor integrados tales como lamidos, estiramientos y aplastamiento contra el suelo (Fig. 7A y B). Considerando todos
los comportamientos en conjunto, el tratamiento con L. lactis de tipo salvaje, que secreta IL-10 recombinante o
elafina, no tuvo efecto (Fig. 7A). Cuando se consideran soélo los comportamientos de dolor integrados, L. lactis-
elafina, pero no IL-10 recombinante o de tipo salvaje, redujo significativamente el nimero de comportamientos al
dolor (Fig. 7B). Por otra parte, sélo L. lactis recombinante que expresa elafina indujo un notable descenso en el
numero de comportamientos al dolor comparado con el tratamiento PBS o con el tratamiento L. /actis de tipo salvaje
(Fig. 7B).

Resultados con la cepa htrA

L. lactis expresa so6lo un proteasa extracelular constitutiva llamada htrA que degrada todas las proteinas
desdobladas exportadas (Poquet et al, 2000 y solicitudes de patente de E.E.U.U. 6.994.997 y FR2787810). Se
prepard una cepa inactivada de L. /actis en un gen htrA mutante y se permitié6 aumentar la razén de produccion de
varias proteinas heterdlogas secretadas en L. /actis (Poquet et al, 2000 y Miyoshi et al, 2002). Segun la invencion, se
cloné el casete de expresion de elafina en el hirA mutante. Se compararon los niveles de produccién de elafina en el
htrA mutante y en la cepa de tipo salvaje (wt) mediante experimentos Western blot (Fig. 8). Se observd un
incremento significativo de la elafina secretada en el sobrenadante de la hirA mutante comparado al de la cepa wit.
Por tanto, la cepa htrA permitira mayor produccion y secrecion de los niveles de elafina.

Estas dos cepas se ensayaron después en un modelo de colitis inducida por DSS y confirmamos in vivo que el htrA
mutante protege a los ratones contra los dafios de la colitis mejor que la cepa wt (Fig. 9A, By C).

Comparacién de resultados

Evaluamos en paralelo los efectos protectores de las cepas L. casei que producen IL-10, superoxido dismutasa
(SOD) y elafina en un modelo de colitis inducida por DSS 5%. Debe recordarse que L. casei posee dos diferencias
importantes comparado con L. /actis: i) mayor persistencia en el TGl y ii) propiedades anti-inflamatorias intrinsecas
(Rochat et al, 2007; Watterlot et al, 2010). Como se muestra en la Fig. 10A/B/C, los mejores efectos protectores
sobre los tres criterios (macroscopico, histoldgico y actividad MPO) se obtuvieron con la cepa L. casei que produce
Elafina seguido por la cepa de L. casei que produce SOD. La cepa L. casei que produce IL-10 proporcioné sélo
efectos pobres.

Por ofra parte, la cepa L. casei que produce elafina permitié una mejor proteccion que las dos cepas de L. lactis
(cepa L. lactis wt y htrA) (Fig. 11).

Estos resultados son muy sorprendentes considerando el hecho de que elafina posee actividades antibacterianas in
vitro e in vivo [Simpson AJ et al, 1999]. Por consiguiente, el experto en la técnica habria esperado una pobre o
ninguna produccion por la bacteria hospedadora. Por el contrario, los resultados obtenidos por los inventores
muestran una produccion muy buena de elafina por el probidtico y una mejora del efecto terapéutico.

Por otra parte, ambos estudios in vitro e in vivo (incluyendo los estudios clinicos) mostraron que la falta de
proteccion del hospedador antimicrobiano es potencialmente perjudicial en enfermedades coldnicas [Salzman NH et
al, 2003 y Bevins CL et al, 2009].

Por tanto, la actividad anti-microbiana pleiotropica/anti-inflamatoria de la elafina la hace una muy buena molécula
terapéutica candidata en comparacioén a IL-10.

Induccion por EDTA de la expresion del Promotor Zinc (PZn) controlada por zitR en L. lactis. La produccion de
elafina en L. /actis dirigida por PZn zitR [LIull D y Poquet |. 2004] se ensay6 mediante analisis Western blot después
de 1 hora de induccion con 1 mM de EDTA. Muestras de cultivos no inducidos, de granulo celular (C) y
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sobrenadante (S), producen niveles y secrecion de elafina muy bajos mientras que cultivos inducidos dan como
resultado niveles de expresion y secrecion mayores (Fig. 12).
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REIVINDICACIONES

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria que comprende un gen recombinante que
codifica para la proteina elafina o una fraccion activa de la proteina elafina.

Una Bactqria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria segun la reivindicacion 1, en donde la
Bacteria Acido Lactica comprende un gen auxotrofo defectuoso, en la cual la supervivencia de dicha
Bacteria Acido Lactica es estrictamente dependiente de la presencia de compuestos especificos.

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria segtn la reivindicacién 2, en donde el gen
auxotrofo defectuoso es thyA.

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria segtn la reivindicacién 3, en donde el gen
seleccionado se inserta en el lugar del gen auxoétrofo defectuoso.

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria seguin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 4 seleccionada de Bifidobacterium, Lactococcus lactis o Lactobacillus.

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria seguin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5 seleccionadas de Lactococcus lactis htrA, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, vy
Bifidobacterium longum.

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria segtin cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6 para el uso en el tratamiento del Sindrome del Intestino Irritable.

Una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad alimentaria para el uso segun la reivindicacion 7, en
donde la composicion se destina para la administracion oral o rectal a un sujeto.

Una composicién terapéutica que comprende una Bacteria Acido Lactica recombinante de calidad
alimentaria segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

Una composicion terapéutica segun la reivindicacion 9, en donde la composicion se destina para la
administracion oral o rectal a un sujeto.
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